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1. GIRIS VE AMAC

Adli Toksikoloji, adli olaylarin aydinlatilmasinda o6lgiilebilir sonuglar vermesi
nedeniyle Adli Tip Bilimlerin pratik uygulamasinin énemli bir dalin1 olusturmaktadir. Adli
Toksikolojik analizlerde bulacagimiz sonuglara gore olaylarin orjininin belirlenmesine
yonelik veri saglamasi ile adli olaylarin kesin ayrimi netlik kazanir. Gelisen analiz yontemi
ve bu yontemlerin uygulandigi cihazlarmin adli toksikoloji alaninda kullanmasi ile giinliik
uygulamada karsilasilan sorunlara ¢6ziim bulundugu gibi bilimsel ve teknolojik ilerlemeye
de katkida bulunmaktadir. Toksikolojik analizlerin objektif kriterler saglayarak, ¢ogu
zaman herhangi bir kuskuya yer vermeden sonuclanmasi analizlerin Onemini
gostermektedir. Ornegin; otopsi esnasinda soguga bagl gelisen bir 6lii lekesinin
karbonmonoksit zehirlenmesinde de benzer sekilde goriilebilecegi Adli Tip pratiginde
karsilagilan bir durumdur. Ayn1 zaman da acik bir alanda yanan bir cesetten bakilan kanda
karboksihemoglobin (COHb) seviyesinin Oliimciil sinirlar igerisinde olmamasi tani ve

ayirici tanilarda problemlere yol agabilmektedir.

Karbonmonoksit (CO) ve karbondioksit (CO2) hemoglobine, oksijenle yarismali ve
geri donlisiimlii bir bigimde baglanarak dokuya oksijen sunumunu azaltmanin yani sira
enzimleri etkileyerek oksidasyon basamaklarinda kimyasal tepkimeler araciligiyla dokuda
hiicresel oksijen kullanimini azaltmaktadir. Etki mekanizmalarindaki farkliliklar nedeniyle

uc organlarda farkli sekillerde ve derecelerde hasar olusturduklar1 goriilmektedir.

Karbonmonoksit (CO) zehirlenmesi beyin, kalp, bobrek, iskelet kasi, deri, periferal
sinir gibi hemen hemen biitiin organlari etkiler. Ulkemiz dahil gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde, ozellikle kis aylarinda, karbonmonoksit zehirlenmelerine bagli 6liimler sik¢a
gorildiigi bildirilmektedir. Organik maddelerin tam olarak yanmamasi nedeniyle
karbonmonoksit olusur. Zehirlenme nedenleri soba, sofben vs gibi organik maddelerin
1sinma amaci ile kullaniminin yani sira; son zamanlarda medyadan da takip edildigi iizere
maden ocaklarinda karbonmonokside maruz kalmaya bagli olusmaktadir. Bu durumda tani
ve tedavi amaciyla karbonmonoksit zehirlenmesinin insan viicudunda yaptig1 degisiklikleri
aciklamak 6nem arz etmektedir. Klinik olarak tani ve tedavi takibinde karboksihemoglobin
(CO-HD) diizeyi kullanilmakla birlikte, olusan toksisite durumunun her insanda farklilik
gostermesi ve agirlik derecesinin her zaman i¢in COHb diizeyi ile korale olmamasi

nedeniyle farklt mekanizmalarin da toksisitede yer aldig diisiiniilmektedir. Bu durumun



aciklanmasi i¢in karboksihemoglobinden daha spesifik belirtegler bulmaya yonelik

calismalar gilin gegtikge artmaktadir.

Karbondioksit ve karbonmonoksitin neden oldugu asfiksinin ayrimini yapabilmek
kimyasal veya mekanik asfiksi arasinda olusacak farkliliklarin  saptanmasin
kolaylastiracaktir. Adli Tip pratiginde COHb diizeylerinin ¢ok farkli diizeylerinde farkli

klinik tablolara ve otopsilerde de farkli bulgulara neden oldugu goriilmektedir.

Asfiksi olgularinin ayriminda klasik bilgi olarak globin tiirevi olan hemoglobin ve
miyoglobin tlizerinden teoriler 6ne siirtilmektedir. Neuroglobin (Noroglobin) ise globin
tiirevleri igerisinde bulunan yeni tanimlanmis bir monomerik globin tiirevidir. Noro-
endokrin dokularda ndroprotektif rolii oldugu yoniinde ¢alismalar yapilan ve ndroglobin,
2000’11 yillarin baginda tanimlanmistir. Noroglobinin; hemoglobin ve myoglobin gibi hem-
tirevi iceren, insan ve omurgalilarda bulunan solunumsal bir protein oldugu
belirtilmektedir. Calismalarda Merkezi sinir sisteminde (MSS) ve Cevresel Sinir Sistemi
(CSS) en yiiksek ifade diizeyine sahip oldugu, retinada yliksek olmakla birlikte esas olarak
beyinde sentezlendigi bildirilmistir. Adenohipofiz, bobrek {istii bezi, testisler gibi endokrin
dokularda sentezlendigi yoniinde goriisler mevcuttur. Beyinde hasar nedeniyle olusan
durumlarda, arsenik gibi norotoksik ajanlara bagli olusan durumlarda noéroglobin sentezi
ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Ancak; ndroglobin ile ilgili ¢aligmalarda olusan hipoksik
durumlarin  nedenleri arasindaki farklilik olup olmadigi, karbonmonoksit veya
karbondioksite maruziyet neticesinde olusabilecek durumlarin ve kan biyokimyasindaki

degisikligin sentez lizerinde etkisi hususunda literatiir bilgisine rastlanmamastir.

Bu arastirmada karbondioksit ve karbonmonoksite maruz kalan ratlarin beyin ve kan
dokusunda biyokimyasal parametrelerin degisimi, beyin dokusunda noéroglobin gen ifade
seviyeleri ve histopatolojik olarak beyin dokusundaki degisimlerin belirlenmesi amaglandi.
Karbonmonoksit ve karbondioksitin olusturduklar1 asfiksi mekanizmalarinin birbirinden
farkli olmasi nedeniyle, maruz kalan sicanlarda noroglobin mRNA seviyelerinin

birbirinden farkli olabilecegi hipotezi kuruldu.



1. GENEL BiLGILER

1.1. TOKSIKOLOJI
1.1.1. Toksikoloji ile Tlgili Genel Kavramlar

Organizmalar yabanci bir¢ok kimyasal maddelere maruz kalmaktadirlar.
Organizmanin normal metabolizmasi i¢in gerekli olmayan yabanci kimyasal maddeler
ksenobiyotikler olarak adlandirilir ve toksikolojinin temel konusunu olusturur. Toksikoloji
"zehir bilimi" demektir. Zehrin sozliikte; “canli organizmaya girdiginde sagliginda
bozulmaya, hatta 6lime yol agan mineral, bitkisel, hayvansal veya sentez yoluyla
iiretilmis madde” olarak tanimlanir. Modern toksikolojinin ugras alani zehir, zehirlerin
kaynaklari, fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri, canli organizmada ugradig1 degisim
ve etki mekanizmalari, toksik dozlari, zehirlenmelerin tedavileri, zehirlerin izolasyonu,
nitel ve nicel analizleri, toksik maddelerin giivenceli kullanimini saglamay1 ve o6l¢iim

metotlarina standardizasyonlarin yapilmasini igerir (1-3).
1.1.2. Toksikoloji’nin Tarihcesi ve Adli Toksikolojinin Dogusu

Toksikolojinin konusu olan “zehir”  kavrami ¢ok eski bir gegmise sahiptir.
Arkeolojik arastirmalar ilk ¢ag insanmin cesitli bitkisel, hayvansal ve mineral kaynakli
zehirleri bildiklerini gostermektedir. Ornegin diismanlarina karsi kendilerini korumak icin
zehirli glikozitleri igeren Strophantus hispidus ve Strophan-Tuskombe tohumlarinin
ekstrelerini ok zehri olarak bazi yerliler tarafindan kullanildigi bildirilmistir. Tarihin her
doneminde zehir, insanlarin kendilerini korumak ve diigmanlarini yok etmek igin
basvurduklart bir savas aract olmustur. Tarihte zehirle intihar olaylarima da
rastlanmaktadir. Yakin tarihteki zehirlenme olaylarindan biri Ukrayna 2004’ te meydana
gelen Victor Yuscenko’nun dioksin zehirlenmesi iddiasidir. Diger bir 6rnek olarak; Los
Angeles Adli Tip Kurumu’nun bildirimine gore Michael Jackson'in 6liimiine, uykusuzluk
tedavisinde kullandig1 ¢ok giiclii anestezi ilac1 propofolden zehirlenmenin neden oldugunu
aciklanmasi olabilir. Kaleminde saklanmis zehirle hayatina son veren Demosthenes
(M.0.385-322), zehirli yilan ile intihar eden Kleopatra (M.O. 69-30) bu olaylara verilecek

tarihsel Onemi olan eski 0rnekler olarak verilebilir.

Toplum igerisinde kisiler sosyal, ekonomik, ahlaki nedenlerle sakatliklara,

hastaliklara hatta o6liimlere sebep olurlar. Bireylerin topluma ve baska bireylere zarar



vermelerini yasalar, cezalar ile karsilar. Fransiz yazar Montesque "Higbir kisi yasadigi
sosyal sisteme kusursuz bir sekilde uyum gosteremez. Devlet hi¢cbir zaman halktan mucize
beklememelidir. Halk1 kendine uydurmak i¢in kanuna itaati 6gretmelidir" demistir. O halde
toplum bireylerinin sagliklarin1 bozma, 6liim ve sakatliklara sebep olma durumlarinda
yasalar failleri cezaya ¢arptirmasi dogal bir gereklilik olarak yorumlanabilir. Bir suga kars1
cezanin takdir ve tespiti yargi organinin gorevidir. Bir yargicin ceza verebilmesi i¢in sug
ile olusan zarar1 bilmesi veya s6z konusu hareket ile olusan zararin ilgisini kurmasi gerekir.
Bu zaran tespit etme isi tibbin konusudur. Zira organlarin karmasik fonksiyonlarini, olusan
hastalik ve sakatliklar1 dogru bir sekilde hekimler degerlendirebileceklerdir. Bu sebeple
Adli Tip bilimi dogmus ve gelismistir (4-7) .

Adli Tip biliminin ana kollarindan birini olusturan Adli Toksikoloji; zehirlenme
olgularini hukuksal boyutta inceler. Zehirlerin kimyasal ve biyolojik 6zellikleri arasinda ilk
iliski kuran Ispanyol asilli Orfila (1787-1853) modern toksikolojinin kurucusu olarak
taninir. Orfila, adli toksikolojinin temellerini atmig ve dliimle sonuglanan bir zehirlenme
olayinda, kimyasal analizin yasal bir delil olarak gerekliligini belirtmistir. R6nesans devri
bilginlerinden olan Paracelsus (M.S. 1493-1541), "Biitiin maddeler zehirdir, zehir olmayan
hicbir madde yoktur, zehirle devay: (ilac1) birbirinden ayiran onun dozudur" seklindeki
goriisii ile ilk kez biyolojik etkide doz-cevap iliskisinin 6nemini vurgulamistir. Paracelsus,
bdylece kimyasal maddenin biyolojik etkilerinin deneysel arastirmalara dayandirilmasini,
kimyasal maddenin "terapotik" ve "toksik" ozelliklerinin farklandirilmasi gerekliligine
yonelik, toksikolojide 6nemli olan prensipleri 6ne siirmiistiir. Uygulanan toksik maddenin
miktari ile biyolojik sistemin yanit degeri arasinda bir iliskisi oldugu hakkinda goriislerini
bildirmistir. Bu goriisler ilerleyen siirecte toksikoljik analizlerin temel 6l¢iim parametreleri
olan Toksik Doz (TD) ve Letal Doz (LD) terimlerinin tanimlanmasini saglamistir. Medyan
toksik doz (TD50) uygulananlarin %50’sinde toksik etkiler gosteren doz anlaminda
kullanilir. Medyan Letal Doz (LD50) ise belirli bir maddenin tek dozla uygulananlarin %
50’sini istatistiksel olarak oOldiirmesi beklenen mg/kg cinsinden miktar1 ifade eder.
Kimyasal maddelerin,"letal dozlar1" ¢ok genis bir sinir icine yayilmigtir. Ornegin, organik
fosforlu bir insektisit olan malationun insanlar i¢in 6ldiiriicii dozu (MLD: Minimal letal
dozu) 60 gram (g) iken, ayni smiftan olan metil paration i¢in bu deger 100 miligram

(mg)'dir (4-6,8).



1.1.3. Toksikoloji Biliminin Alt Dallari, Komsuluklar1 ve Adli Toksikoloji ile

Interdisipliner iliskileri

Toksikoloji multidisipliner bir bilim dali olup, kimya, fizik, matematik, biyoloji,
farmakoloji, fizyoloji, patoloji, biyokimya, immiinoloji ve halk saglig1 gibi bir ¢cok bilim
dallar1 ile i¢ icedir. Ge¢gmiste yalniz ilag toksisitesi ve bilinen birkag¢ zehirden bahseden bir
bilgi olarak farmakoloji dersleri iginde anlatilan toksikoloji, bu giinkii gelisme devresi
icinde ayr1 bir bilim dali haline gelmistir. XX. ylizyilda toksikoloji hizla bir gelisme
gostermistir. Bircok toksik ve terapotik maddelerin etki mekanizmalar arastirilirken diger
taraftan "antidot" kavrami ve tedavisi ortaya ¢ikmustir. Carl Voegtlin ve arkadaslari
tarafindan (1923) dimerkaprol (BAL)un organik arsenikli bilesikleri tizerindeki etki
mekanizmalarini arastirmislardir ve bunun gibi pek ¢ok &rnek vardir. Ozellikle 1. Diinya
Savasim takip eden yillardan sonra toksikolojinin alanini genisleten bilimsel olaylar
meydana gelmistir. Organik halojenli bilesiklerin 1920'li yillardan sonra insektisit olarak
kullanimlari, 1930'lu yillarda farmasotik endiistrideki biiyiik atilim, 1940-1946 arasinda
organik fosfat esterlerinin savas gazi, insektisit olarak iiretimleri, radyoaktif elementlerin
kullanimu toksikolojik arastirmalari hizlandirmustir. Ozellikle sitokrom P-450 proteinlerinin
bulunusu ile ksenobiyotiklerin biyotransformasyon ve detoksikasyon mekanizmalari
calismalar1 6nem kazanmustir. Ilag¢ ve kimyasal maddelerin kan ve idrarda incelenmeleri,
kan diizeyi ile biyolojik etki (doz-cevap) iliskisinin arastirilmasini saglamistir. Gelisen
teknoloji ile birlikte herhangi bir maddenin organizmada olusturdugu biyokimyasal ve
genetik degisikliklerin Ol¢limii yapilabilmektedir. Dolayisiyla teknolojinin getirdigi
yeniliklerle direkt toksik madde analizlerinin yan1 sira, bu maddenin organizmada yaptig
enzimatik tepkimelerde, protein sentezlerinde ve g¢esitli biyokimyasal parametrelerin

analizine imkan saglamasi adli toksikolojinin ¢aligma sahasini genisletmektedir (9,10).

Toksikoloji biliminin alt gruplarmi; adli toksikoloji, klinik toksikoloji, ¢evre
toksikolojisi, tanimlayict toksikolojisi, ekotoksikoloji endiistri toksikolojisi, mesleki
toksikoloji, analitik toksikoloji, farmasotik toksikoloji, davranis toksikolojisi, genetik ve

biyokimyasal toksikolojisi olusturur.
1.1.4.Adli Toksikoloji ve Adli Toksikoloji Tlgili Kavramlar

Adli toksikoloji, amact ve toplumsal yonleri itibariyle giiniimiizde de Onemini

korumaktadir. Adli toksikoloji zehirlenmenin hukuksal yoniinii degerlendirir ve maruz



kalinan kimyasal maddenin doz—etki iligkisinin yorumunu yapar. Kimyasal maddelerle
zehirlenme sonucu olusan Oliim olaylarint ve zehirlenmelerde etkin olan maddelerin
istatistiksel degerlendirilmesindeki analiz sonuglar1 ile adli tibba yardimci olur. Adli
toksikoloji, halk sagligi, epidemiyoloji, biyo-istatistik, kromatografi, spektrofotometre,

kinetik/dinamik farmakoloji ve analitik kimya bilim dallar1 ile yakindan iligkilidir.

Adli toksikoloji en genel anlami ile kimyasal maddelerin canlilarda olumsuz
etkilerini arastiran toksikolojinin en eski ve gelisen dalidir. Adli toksikoloji ii¢ ana baslik
altinda toplanir: Bunlar; postmortem toksikoloji; doping analizleri; uyusturucu ve ilag
analizleridir. Incelenecek &rnegin alimi, zamanlamasi ve almacak dokunun degiskenlik
gostermesine ragmen, adli toksikolojinin ana basliklarini olusturan konularda genel
yaklagimlar benzerlik gosterir. Adli toksikoloji zehirlenme teshisini, zehirlenmenin
nedenini, alindig1 siiphe edilen, iddia edilen zehrin tipini, 6limdeki etki veya roliinii
inceler. Toksik maddelerin analizlerini yapar ve analiz yontemlerini arastirir. Toksikolojik

sorulari cevaplandirmaya galisir.

Giincel bir ornek olarak madde bagimliligi verilebilir. Madde bagimliligi tiim
diinyada hizla artarak ¢cok dnemli bir toplumsal sorun niteligi kazanmistir. Yasa dis1 madde
kullaniminin yaygin oldugu ilkelerde, madde bagimlilarinin hem bireysel hem de
toplumsal sorunlarinin giderek artmasi yasal onlemler almayi zorunlu hale getirmistir.
Alkol bagimlhiligi ve madde bagimlilig1 sadece bagimliy1 degil ailesini, ¢evresini ve tiim
toplumu etkileyen ciddi bir halk sagligi sorunudur. Bagimlilik bir siire¢ iginde gelisir ve
tedavide de degisik asamalardan gegilir. Bu nedenle erken tani, yani sorun heniiz baslangi¢
asamasindayken tespit edilmesi, kisinin yasaminda fazla yikim olusturmadan miidahale
edilmesi onemlidir. Adli toksikolojinin toplumsal anlamda kullanim alanlarin1 ¢ogaltmak

miimkiin olmakla birlikte genel olarak;
Postmortem adli toksikoloji, 61iim nedeninin arastirilmasina yonelik analizler,

Klinik adli toksikoloji, fail ve kurbanlar ile ilgili toksikolojik analizlerin yapilmasi,
uyusturucu  etkisi  altinda  islenen suclara  yOnelik  analizler, Uyusturucu
kullanicilari/kagak¢ilarinin tespitine yonelik analizler, kotii muamele, is kazalari, alkollii
olarak veya uyusturucu etkisi altinda ara¢ kullanma, isyeri, ordu, hapishane, okul vb.
yerlerde uyusturucu testi, uyusturucu bagimlilarmin tedavisi, ¢ocuk refahi, Klinik ve

terapotik ilag doz izlemi, doping kontrolii ve gevresel toksikoloji sayilabilir.



Toplumu ilgilendiren zehirlenme, doping veya madde bagimligi gibi olaylarda,
onlemlerin alinmasi i¢in sorunlarin tespiti ve sdz konusu olaya yonelik sorularin cevabinin
net bir sekilde oOlgiilebilir metotlarla ortaya konulmasi agamalarin1 adli toksikoloji yerine
getirir. Bu asamalarda madde kullanimi1 sirasinda olusabilecek zehirlenmelerin klinik
bulgularinin degerlendirilmesi, bunlarla iliskili viicut biyolojik yapisindaki maddenin
saptanmasi ile ilgili yontemler ve klinik yorum yapma islevini de adli toksikoloji yapar
(8,11-13).

1.1.5. Adli Toksikolojik Analizlerde Kullanilan Bashica Yontemler ve Teknolojik
Gelisimleri Takip Etmenin Gerekliligi

Bir 6rnekte bulunan bilesen ve/veya bilesenlerin (atom, iyon, molekiil) tayinine
kalitatif (nitel) analiz denir. Bilesenin miktar veya derisiminin tayinine de kantitatif (nicel)
analiz denir. Toksikoloji laboratuvarinda toksik maddelerin analizleri numunenin 6zelligi
de goz Oniine alinarak baslica spektroskopik (isinin madde ile etkilesimini inceleyen) ve
kromatografik (bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
lizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde birbirinden ayrilmasi ve saflastiriimasi)

analiz yontemleri ile yapilir. Kullanilan yontemler;

Kalitatif olciimler,

Kimyasal renk testleri,
ITK (Ince tabaka kromatografisi)

Yar1 Kantitatif Olciimler

CEDIA(Cloned enzym donor immuno assey)

Kantitatif olciimler; (Kromatografik yontemler)

St Kromatografi/Yiiksek — Coziiniirliiklii - Quadrupole-Orbitrap  Kiitle spektrometre
(LC/MS/MS)
St Kromatografi/Kiitle spektrometre(LC/MS)
Gaz Kromatografi/Kiitle spektrometre(GC/MS)
Gaz Kromatografi(GC/ECD Electiron Capture Detector)
Gaz Kromatografi(HS -GC) seklinde siralanir.
Bu yontemler olciim sekli itibari ile genel olarak spestroskopik ve kromatografik

yontemler olarak iki ana baglik altinda incelenir.



1.1.5.1.Spektroskopi ve Adli Toksikolojide Kullanilan Spektroskopik Yontemler

Spektroskopi, 1s1min madde ile etkilesimini inceleyen bilim dalina spektroskopi denir.
Spektroskopi, bir 6rnekteki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden digerine
gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1stmanin Olgiilmesi ve
degerlendirilmesi esasina dayanir. UV  Goriiniir Bolge Molekiiler Absorpsiyon
Spektroskopisi, IR Spektroskopisi, Raman Spektroskopisi, NMR Spektroskopisi, X-Isinlari
Spektroskopisi, Radyokimya, Kiitle Spektroskopisi, Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi,
Atomik Emisyon Spektroskopisi gibi tiirleri vardir (8,13-16).

1.1.5.1.1.Ultraviyole spektroskopisi (UV spektroskopisi); 110-1000 nm dalga boylar1
1sinlar1 yayan cihazlar ultraviyole ve goriiniir alan spektroskopisi olarak adlandirilir.
Kalitatif ve kantitatif analiz i¢in kullanilir. Temel mantigi, hazirlanan ¢ozeltiden belirli
spektrumlarda 151k gecirilmesi ve bu 1ginin ne kadarinin ¢6zelti tarafindan absorblandiginin
bulunmasidir. Cozeltinin igerdigi madde miktar1 ne kadar fazla ise daha fazla isin, ¢ozelti
tarafindan sogurulur. Spektrofotometre, ¢dzeltinin icinden gegebilen -¢ozelti tarafindan
absorblanmayan 1s181n yogunlugunu tespit ederek ¢ozelti igerigindeki aranan maddenin

miktar1 hakkinda kantitatif bilgi verir.

1.1.5.1.2.Infrared spektroskopisi (IR spektroskopisi); Molekiilleri olusturan atomlar
siirekli bir hareket i¢inde olduklarindan, molekiiliin 6teleme hareketleri, bir eksen etrafinda
donme hareketleri ve bir kimyasal bagin uzunlugunun periyodik olarak azalip ¢cogalmasina
veya molekiildeki agilarin periyodik olarak degismesine neden olan titresim hareketleri
meydana gelir. IR bolgesinin 1300 cm-1- 650 cm-1 (7500 — 15000 nm) frekans araligi
tamamen molekiile 6zgli molekiil yapisindan etkilendiginden bu frekans aralifina parmak
izi bolgesi denir. Bu bdlgede olusan spektrumlar yorumlanarak maddenin kimyasal yapisi
tahmin edilebilir.

1.1.5.1.3.Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS); Temel diizeydeki element
atomlarmin UV-goriinlir bolgedeki monokromatik 1sinlar1 Lambert-Beer yasasina gore
absorplamas: ilkesine dayanmaktadir. Lambert-Beer yasasina gore, absorplanan i1sik
miktar1 A=XbC esitligiyle verilmektedir. Atomlarin absorpladiklar1 1s181n dalga boyunun
element tiirli i¢cin karakteristik olmas1 kalitatif analizi saglar. Farkli derisimlerdeki bir dizi
analit ¢ozeltileri icin okunan absorbans degerlerinin derisime karsi grafige gecirilmesiyle

elde edilen kalibrasyon grafiginden yararlanilarak da kantitatif analiz yapilir.



1.1.5.1.4.Co-oximeter;  Karbonmonoksit  (soba, sofben, eksoz gazi...)
zehirlenmelerinde ortamda oksijen yoklugunda kanda olusan Karboksihemoglobin (COHb)
seviyesini dlgmekte kullamilir. Olgiim UV-Spektrofotometrik yontemle yapilir. COHb
yiizdesi, toplam hemoglobindeki karboksihemoglobin yiizdesidir. Olgiim hemoglobin
oranina dayandigindan kan 6rnegi seyreltilebilir.

1.1.5.1.5.CEDIA (Cloned enzym donor immuno assey); immuno denemeler hedef
taramalar agisindan elveriglidir. Kan serumunda ve idrarda, amfetamin, esrar, opiatlar
(morfin, eroin, 6-MAM), benzodiyazepin, TCA (trisiklik bilesikler), kokain, barbituratlar
gibi sistematik kapsamda olan ve yogun olarak kullanilan uyusturucu ve uyarici madde
analizlerinde kullanilir. Serum ve idrar cihaza direkt olarak verilebilir. Semi-kantitatif

Ol¢iim yapilir. Reaktiflerin pahali olmasi bu yontem i¢in bir dezavantajdir.

Resim 1: CEDIA cihazi

1.1.5.2. Kromatografi ve Adli Toksikolojide Kullamlan Kromatografik
Yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
tizere birbirleriyle karigsmayan iki fazli bir sistemde birbirinden ayrilmasi ve saflastirilmast
yontemidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz iizerinde, degisik hizlarla
hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanir. Genellikle belli uzunluktaki bir
kolon, bir dolgu maddesi ile doldurulur ve bu madde sabit faz adin1 alir. Ornek, kolonun
bir ucundan birakilir ve 6teki ucuna kadar hareketli bir faz ile tasinir. Dolgu maddesi ile
etkilesme nedeniyle ornekteki bilesenler degisik siirelerde kolonu terk ederler. Kolondan

¢ikan bilesenlerin derisimlerinin uygun bir yontemle dlgililerek zaman veya hareketli fazin



hacmine karsi ¢izilen grafik kromatogrami olusturur. Cesitli kromatografi tiirleri vardir.
Ornegin, hareketli fazin sivi oldugu kromatografi tiiriinde sabit faz bir dolgu maddesi
lizerine tutturulmus sivi film ise bu kromatografi tiirline sivi-sivi kromatografisi denir.
Hareketli ve sabit fazdaki sivilarin polarliklar1 farkli olmalidir. Genellikle hareketli faz
olarak hegzan gibi apolar bir sivi, dolgu maddesi olarak etilen glikol gibi polar bir sivi

kullanilir(8,13-16).

1.1.5.2.1.0nce tabaka kromatografisi (ITK) yontemi; Bu yontemde sabit faz olarak
silika veya aliiminyum kullanilirken hareketli faz olarak solvent veya solvent karigimlar

kullanilir. Degerlendirme Rf degerine gore yapilir.

Resim 2: ince tabaka kromatografisi

1.1.5.2.2.Gaz kromatografisi (HS/GC) yontemi; Gaz kromatografisinde hareketli
faz gazdir. Ugucu 6zellikteki biitiin organik maddeler bu yontemle belirlenebilmektedir.
Mikrolitre 6l¢egindeki sivi numune cihazda buharlastirilir ve tasiyict gaz ile cam veya
metal kolondan gegirilir. Kolonda tutulan kimyasal bilesikler cihazin 1sinma programi ile
tekrar gaz fazina gegerek detektore ulasir ve burada fiziksel veya kimyasal reaksiyonlarla
cihaza kaydedilir. Numunedeki ugucu toksik bilesiklerin analizlerinde kullanilir. Numune
olarak daha ¢ok kan kullanilir. Numunede etanol-metanol seviyelerinin dl¢iimii yapilir.
Ayrica tiner ve bali bagimlilarinda etken maddelerin aranmasi, Eter-kloroform analizi gibi
ucucu toksik analizleri de bu cihazla yapilir. Olgiim kromatografik ydntemle yapilir.
Tasiyict gaz olarak azot kullanilir. Olusan kromatogramda her bilesik i¢in bir pik
kaydedilir ve bu pikin alani kimyasalin miktar1 ile dogru orantilidir. Olgiilmek istenen
bilesik veya bilesiklerin standart konsantrasyonlar1 da cihazda okunmak suretiyle
konsantrasyonlar1 belirlenir. Klor veya bromiir iceren organik bilesikler Electron Capture

Detector (ECD) ile analiz edilir. Toksikolojik analizde alkol analizleri cihaz i¢in en sik



kullanim alanidir. Numunelere belirli konsantrasyondaki i¢ standart eklenerek analiz

yapilir. Daha ¢ok kan kullanilir.

Resim 3: HS/GC cihaz1

1.15.2.3.Gaz Kromatografisi - Kiitle Spektroskopisi (GC-MS); Gaz
Kromatografisi (GC) - Kiitle Spektrometresi (MS) birlikte calisan iki iiniteden olusan
kombine bir cihazdir. Hafizasinda bulunan 300.000’in iizerinde farkli kimyasalin
kromatografik yolla analizi yapilir. Aranacak madde kapiler kolondan Helyum gazi ile
gecirilir. MS dedektore ulasir ve iyonlarina ayrigmasi saglanir. Aranacak maddenin kiitle
spektrumlar1 kiitliphanedeki standart madde spektrumlar1 ile karsilastirilir. Tibbi
teshislerde, bitki ve gida analizlerinde, ilag ve uyusturucu metabolitlerin incelenmesinde,

cevre ve pestisit analizlerinde kullanilmaktadir.

Resim 4: GC-MS cihaz

1.1.5.24HPLC (High performance liquid chromatography); Yiiksek

performansli sivi kromatografidir. Sabit faz1 s1vi olan kromatografi ¢esitleri arasinda en sik



kullanilanidir. Kolondan tasiyici olarak sivi faz gegirilir. Kolonda ilerleme yiiksek basing
ile saglanir. Kiitliphanesi olmadigindan Oncelikle aranacak maddelerin standartlarinin
metot olusturularak cihaza yiiklenmesi gerekmektedir. HPLC ile dogal olarak gaz hale
gelemeyen bilesenler (pestisitler, karbonhidratlar, hidrokarbonlar, ilaglar, niikleik asitler
gibi) analiz edilebilir ve aflatoksin tayinleri yapilabilir. Benzodiyazepinler ve trisiklik

bilesikleri ve amfetamin analizleri i¢in 6nemli bir cihazdir.

1.1.5.2.5.Likit kromatografisi — kiitle spektrometresi (LC-MS); HPLC (Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi) ve MS (Kiitle Spektrometresi) iinitelerinin birlikte
calistirilarak yap1 aydinlatmasi ve miktar tayininde kullanilan bir cihazdir. Ayrica HPLC
ve MS {initeleri birbirinden bagimsiz olarak da calisabilmektedir. Bu metodla analiz edilen
bilesikler; aminoasitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, yag asitleri,
karbonhidratlar, fenoller, pestisitler, antibiyotikler, metal-organik bilesikler ve birgok
inorganik maddelerdir.

Resim 5: LC-MS cihazi

Sivi  Kromatografisi; kararsiz bilesikleri analiz olanadi, polar bilesikleri
derivatizasyon olmaksizin analiz olanag, biiyiik kiitleli bilesikleri analiz olanagi, daha kisa
ornek temizleme siiresi gibi olanaklar sunarken bunun yaninda LC-MS; Ek yapisal bilgi,
cok daha kisa 6rnek temizleme siiresi, MS/MS ile daha fazla 6zgiinliik, Metabolit analizi
gibi avantajlar saglar. Yiksek fiyat, kullanim zorlugu (operator egitimi), yiiksek azot gazi
titkketimi (hava kompresorii, azot jeneratorii), yilksek bakim maliyeti, hararet ve giiriltiilii
calisma (havalandirma, 6zel cihaz tablalari1), iyon baskilama o6zellikleri ise LC-MS’in

dezavantajlaridir.



1.15.2.6.Svvt Kromatografi/Yiiksek Coziiniirliiklii Quadrupole-Orbitrap Kiitle
Spektrometre (LCS/MS/MS); Klasik LCMSMS cihazlar ile cihaza tanitilan bilesikler
ancak Olgulebilir. Her bir analizi cihaza tanitmak ic¢in o analizin referans standardina
ihtiya¢ vardir. Birgok sentetik uyusturucunun standarti ya bulunmamakta ya da ¢ok ge¢
temin edilebilmektedir. Sivi Kromatografi/Yiiksek Coziintrliklii Quadrupole-Orbitrap
Kiitle Spektrometre (LCS/MS/MS) cihazi son teknolojini toksikoloji ve dolayisiyla adli
toksikoloji pratigine kazandirdig1 bir kromatografik 6l¢iim cihazidir. Orbitrap sistemiyle
bilesik taramasi i¢in standarda gerek yoktur. Boylece laboratuvara gelen numuneler
orbitrap cihaziyla standart olmaksizin taranabilir ve sadece pozitif sonuglar miktar tayini
icin analiz edilebilir. Bu durum ayrica cihazda standart ve kimyasal madde kullanimini

azalttigindan isletim giderlerini diigtirmiis olur.

Resim 6: Orbitrap LCS/MS/MS cihazi

Gelisen teknoloji ve bilimsel yaklagimlar ile birlikte adli toksikolojiyi ilgilendiren
calismalarda kullanilan yontemlerde de 1ilerleme kaydedilmistir. Biyokimyasal
parametrelerin ve toksik ajanlarin nitel ve nicel analizlerinin yapilmasi kullanim agisindan
gelistirilmis yontemler sayesinde hizlanmasi ile Biyokimyasal Toksikoloji kavrami
kullanilmaya baglamustir.

Biyokimyasal Toksikoloji; Ksenobiyotiklerin toksikokinetik 6zelliklerini ve hiicresel

etkilerinin (enzim, pH degeri vs.) belirlemek i¢in in vitro ve in vivo arastirmalart yapan
toksikolojinin alt dali olarak tanimlanir. Toksikolojinin 6nemli bir alt dali olan Adli
Toksikoloji ile i¢ igedir. Adli Toksikolojiyi ilgilendiren biitiin olaylarmn biyokimyasal

boyutu olmasi nedeniyle ortak ¢alisma alanlarinin oldugu her vakada goriiliir.



Bu alanda kullanilan cihaz ve yontemler teknoloji ile birlikte artmaktadir.
Sitotoksisite testleri (LDH, MTT/XTT, NRU), Lipid peroksidasyon iiriinlerinin ve
antioksidan sistem parametrelerinin spektrofotometrik ve kromatografik tayinleri (MDA,
GSH, total glutatyon, methemoglobin ve antioksidan enzimlerin aktivite tayinleri)
kullanilan yontemlere 6rnek olarak verilebilir (7-8,17-22) .

Toksikolojik ajanlarin Sl¢timii kadar, organizmada genetik faktorler (DNA, RNA,
protein sentezi) tizerinde olan etkilerini incelenmeye yonelik ¢alismalar da artmistir. Bu
caligmalardaki temel amaclardan biri, organizmada direkt olarak 6l¢limii miimkiin olmayan
veya ¢esitli nedenlerle tespit edilemeyen maddelere yonelik organizmanin verdigi varsa
0zglin cevabin bulunmasi ve analizlerin verilen cevap lizerinden yapilmasma imkan
saglamaktir. Gelisen teknoloji ile birlikte, genetik anahtarin ¢oziilmeye baglanmasi,
proteinler ve proteinlerin sentezleten genetik materyallerin tespiti ile toksikoloji biliminin
koralasyonu ile Genotoksisite kavrami tanimlanmistir. Boylece toksikolojinin bir alt dali

olan Genetik Toksikoloji tanimlamas literatiire kazandirilmistir(8,13-16).

Genetik Toksikoloji; organizmanin normal biyolojik isleyisi sirasinda veya kimyasal,

fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin genetik yapilarinda (DNA, RNA,
protein sentezi vs) meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilimdir. Cesitli ajanlar
araciligl ile ortaya g¢ikan genetik hasarin degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir.
Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri,
klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya genomun
kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan
genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmast
ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir. Genetik etkilere bagl olusan degisiklikler
mutajeniteye neden olarak genetik yapiyr bozabilecegi gibi, transkripsiyon iizerine
etkiyerek gen aracili olusan {iriiniin normalden fazla veya az sentezlenmesine de yol
acabilir. Biyokimyasal ve genetik toksikoloji alanlarini ilgilendiren ¢aligmalar literatiirde
yer almaktadir. Biyokimyasal toksikoloji gibi, genetik toksikolojinin de adli toksikoloji ile
olan ortak c¢alisma alanlart mevcut olup, bu calisma alanlar1 istatistiksel olarak giin

gectikce artis gostermektedir(23-26).

Toksikolojik analizlerin genetik yonleri gelisen teknolojiyle birlikte daha 1iyi

anlagilmakta ve Adli Toksikoloji agisindan sonuglarin daha giivenilir ve hizli bir sekilde



elde edilmesine olanak saglamaktadir. PCR-RFLP teknigi, genotoksisite testleri
(Mikrogekirdek testi, AMES testi, Umu-test, Comet testi), Western blot teknigi ile protein
analizleri, epigenetik ¢alismalar (Global metilasyon tayini, Metilasyona 6zgii PCR (MSP),
Kombine bisiilfit restriksiyon analizi (COBRA), Bisiilfit dizileme, DNA
immunopresipitasyon (MeDIP) teknigi, Cesitli maddelerin farkli matrikslerde HPLC-
PDAJ/FLD ile analizleri) giinimiizde genetik toksikoloji alaninda kullanilan yontemlere
ornek olarak verilebilir(7, 15,21, 22, 27, 28).



1.2.ADLIi TIP’TA ZEHIRLENMELER VE ONEMIi
1.2.1. Zehirlenmelere Adli Tibbi Bakis

Zehirlenme herhangi bir kimyasal maddenin dokulara hasar vermesi demektir. Her
madde belli bir miktarin iistiinde verilirse viicutta zehirlenmeye ve belli basli semptomlara
neden olabilmektedir. Tibbi tedavide kullanilan ilaglarin hemen hepsinde onerilen dozun
asilmasi zehirlenmelere neden olabilmektedir. Bu noktada tedavi edici dozun tizerinde bir
ilag kullanim1 ilacin organizmaya zarar verecek diizeye (toksik doz) ulasmasi soz
konusudur. Tedavi edici ve toksik doz arasindaki sinir bazi ilaglar i¢in ¢ok dardir.
Terapdtik etkinin goriildiigii dozun ¢ok az iistiine ¢ikilmasi, istenmeyen yan etkilere neden
olabilmektedir. Baz1 maddeler ise ¢ok az dozlarda bile zararli olduklarindan zehir olarak
adlandirilir. Bazilari i¢in ise bu doz aralig1 ¢ok fazladir. Bilinen en toksik maddelerden biri
pliitonyum, digeri ise hint yagi tohumundan elde edilen Ricin'dir. Endiistride, kimya
sanayiinde, tarimda ve evlerde yaklasik 80.000 ¢esit kimyasal madde kullanilmakta ve her
y1l 1000 kadar yeni madde sentetik veya dogal yolla elde edilerek bunlara katilmaktadir.
Bu maddelerin her biri degisik organlara etki ederek zehirlenmelere yol acgabilme
ozelligine sahiptir. Organizmaya her bir maddenin farkli ve 6zel etkisi bulunmaktadir. Tiim
bunlar tek tek bilebilmek pratik olarak miimkiin degildir. Ulkelerin biiyiik cogunlugunda,
ulusal zehirlenme merkezlerinin kurulmasindaki temel neden, bu maddelerin tek tek

bilebilmenin pratik olarak miimkiin olmamasi sayilabilir (10,29-31).

Zehirlenme olgularinin orijin agisindan degerlendirilmesi hukuki siiregler i¢in dnem
arz etmektedir. Zehirlenmelerin biiyiik ¢ogunlugu kaza sonucu olusmaktadir. intiharlara da
rastlanilmaktadir. Cinayet ise nadirdir. Gelismis tlkelerde, gelisen teknolojiye paralel
olarak zehirli madeninin tespit edilmesinin kolay olmasi, cinayetlerde kullaniimamasini
aciklayacak 6nemli noktalar arasinda sayilabilir. Cogu maddenin amaci disinda kaza olarak
alimi1 veya intihar amagh kullanimi klinik toksikolojide goriildiigii kadar adli tip pratiginde
ve otopsilerde de goriilmektedir. Ayrica, klinik toksikolojide olusan tiim olgularda orjin ne
olursa olsun (kaza, intihar, cinayet) hukuki boyutu olacagi icin Adli Tip ve Adh

Toksikoloji siireci ile her zaman i¢ i¢e incelenmesi gerekmektedir (29,30).
1.2.1.1. Adli Tipta Zehirlenmelerin Siniflandirilmasi

Adli Tip pratigi agisindan zehirlenmeleri yaygin ve bireysel basliklari altinda, iki ana

grupta incelemek miimkiindiir. Yaygin grup, genis kitlelerin zehirlendigi olgular (¢evresel



zehirlenmeler, endiistriyel zehirlenmeler vs.) olarak tanimlanir. Bireysel grup ise kisilerin
tek olarak zehirlendigi olgular (kaza sonucu zehirlenmeler, ilaca bagli zehirlenmeler,
intihar ve cinayet orjinli madde alimlar1 vs.) olarak tanimlanir. Zehirlenmeler, olus tarzina
gore degisiklik gosterebilir. Ornegin; tarmmsal ilaglardan kaynaklanan bir zehirlenme bir
kisi ile sinirli kalabilecegi gibi, birden fazla kisiyi etkileyerek genis kitlelerin zehirlendigi
olgular kapsaminda da degerlendirilebilir.

Adli Tip pratigi acisindan zehirlenmeleri etiyolojik agidan simiflandirmak da
miimkiindiir. Bunlarla ilgili birka¢ 6rnek siralayacak olursak ¢evresel, tarim, ilag vs olarak

smiflandirilir.

Cevresel zehirlenmeler; yaygin, genis Kkitlelerin zehirlendigi olgular kapsaminda
degerlendirildiginde ilk sirada degerlendirilebilir. Temel olarak havada bulunan duman ve
benzeri hava kirletici ve ¢evrede bulunan bazi maddeler, neden olmaktadir. Motor
egzozlari, komiir dumani, kursun, kiikiirtdioksit gazi, karbonmonoksit gazi vs. gibi yanma
tirtinleri gevresel zehirlenme etkenleri igerisinde basta gelen 6rnekler arasindadir. Motorlu
ara¢ egzozlarindan ¢ikan gazda da %2-10 arasinda karbon monoksit (CO) gazi ¢ikmakta ve
bu nedenle, uzun siireli arabada kullananlarda kronik sekilde kanda CO diizeyinin
yiikselmesine neden oldugu goriilmektedir. insan organizmasinda yasamsal siirecte en
Onemli unsurlar olan sinir sistemi, dolasim sistemi ve solunum sistemine etki eden

maddeler nedeniyle 6liime sebep olabilecek kadar ciddi kazalar goriilebilmektedir (32-34).

Tarim ilaci zehirlenmeleri, (pestisitler, insektisit, fungusit veya herbisit) gruplarindan
biri olabilir. Kirsal kesimde yaygin olarak kullanilan organofosfor bilesikleri Bunlar
igerisinde en sik rastlanilan gruptur. Viicuda gegisleri genellikle hava yolu veya deri ile
olur. Kaslarin uyaran sinirlere etki ederek paralizi (felg) olusturular. Bu olaylar genellikle
kaza orjinlidir. Kisisel zehirlenmeler oldugu gibi, bazen de toplu olarak zehirlenmeye bagh

6liim olgular1 goriilebilmektedir (35).

Ilag (latrojenik) zehirlenmeleri, bireysel olarak goriilen zehirlenmelerin basinda
gelmektedir. ilag piyasasinin genislemesi, farkli isimler ile ila¢ g¢esitliliginin ve
kullaniminin artmasi, s6z konusu artis ile birlikte ilaca bagli zehirlenme olgularmin da
sayisal olarak artmasma neden olarak sayilabilir. Ozellikle iilkemizde, son yillarda
uygulanan siki regete takip sistemine ragmen, regetesiz ila¢ kullanimi yaygin oldugundan

ilag zehirlenmesine bagl 6liimler goriilebilmektedir. Ilag kullanimi sonucu Sliimler kaza



orijinli olabilecegi gibi intihar amagli ya da cinayet orijinli de olabilir. Her ilacin (regete ile
kullanilan ya da bagkalar1) belirli kosullarin bir araya gelmesi ile 6liime sebep olabilecegi
unutulmamalidir. Ornegin; entelektiiel kapasitesi yiiksek olmayan ve doktorlar tarafindan
da yeterli sekilde aydinlatilmayan bir hastanin; ayni igeriklere sahip birisi karisim seklinde
(6rn; kalsiyum kanal blokeri+anjiyotensin reseptor blokeri) digeri tek igerikli olan
(kalsiyum kanal blokeri) ilac1 alarak yiliksek doz alima bagl, kardiyak atriyoventrikiiler
bloga girmesi sonucu gelisen 6liim olgusu acil serviste ¢alisirken gdrdiiglimiiz olgular
arasindadir. Bu ornekteki olay; hastanin 6z ge¢misi ve yaninda gelenlerin beyan ettigi, her
giin diizenli bir sekilde kullandig: ilaglar incelenince fark edilmistir. Yeterli arastirma
yapilmadigi olgularda bu durum saptanamayabilir. Kanunsuz iiretime bagl ilag iiretimi de
onemli bir problemdir. Denetlenmeyen ilaglara bagl olimler siklikla gozlenmektedir.
Ayrica bu noktada denetleyicini hangi birim oldugu 6nem arz etmektedir. Cogu bitkisel
destek iiriinii kapsaminda liretilen, ancak gilinliikk hayatta ilagmig gibi kullanilan {iriinlerin
denetiminin {lilkemizde yetkin birimler tarafindan yapilmamasinin neden oldugu
problemler goriilebilmektedir. Ciinkii iceriginde s6z konusu iiriinlerin igerisinde bulunan
maddeler, her ne kadar bitkisel kaynakli olarak degerlendirilse de, hijyen, doz ve farkli
kisilerde olusturacagi zararlar bakimindan tehlikeli hal alabilmektedir. Bu konuyla ilgili
daha 6nce yaptigimiz bir calismada bazi {iriinlerin yasakli ilaglar (6rn; sibutramin) igerdigi,
bazi lriinlerde beyan edilen dozun ¢ok iizerinde etken madde (6rn; kafein) oldugu ve
bazilarinda ise hijyen kurallarina uymayan agir metaller (6rn; bakir, kursun vs) igerdigi
anlagilmistir. Bu tiir kullanimlarin insanlar iizerinde ciddi hastaliklardan 6liime kadar

degisen ¢esitli durumlara yol a¢tigi adli tipta karsilasilan durumlardandir (32, 36, 37).

[lag zehirlenmesine bagl 6liim iddias1 olan durumlarda, 6liim olaymin gerceklestigi
yeri, durumu, etrafta var olan biitlin ayrintilari(tim regeteler, ilaglari, siseler, intihar
mektubu agisindan ¢op sepetleri) gdzden gegirmek ve kisiye ait karamsarlik hikayeleri ya
da intihara basarisiz tesebbiislerin analizini yapmak onem arz etmektedir. Hastaneye
yatirildiktan sonra meydana gelen oliimlerde; asir1 dozdan 6liim olup olmadigr akildan
¢ikarilmamalidir. Midesi yikanan olgularda érmek bulunmussa analizi yapilmalidir. lag
diizeyi agisindan kayit ve raporlari kontrol etmek gerekmektedir. Intihar amagh
zehirlenmelerde maddenin alinma bigimlerinin arastirilmasi gerekmektedir. Alinma yolu
damar i¢i (IV) ya da kasa enjeksiyon (IM), Alinan miktar, ve toksikolojik inceleme igin
maddenin organ/doku bazinda olan dagilimi bize olaym orijini hakkinda bilgi verebilir.

Ornegin midede emilmeden kalmis ilag ¢ok miktarda olan maddenin agizdan alindigim



gostermektedir. Bu da intihar lehine bir bulgu olarak degerlendirilir. Enjeksiyon izler kolda
mevcutsa ve enjeksiyon takimi kiginin yaninda bulunursa, bu da olayin yiiksek olasilikla
intihar oldugunu gosterir. Ama bu tip olaylarda uyusturucu kullaniminda olan yiiksek doz
alinimina bagli kaza orijinli olaylarin olabilecegi de unutulmamalidir. Toksikolojik 6rnek
alimi agisindan organ/doku bazinda madde dagiliminin O6nemini ornek iizerinde
degerlendirdigimizde; agizdan alinan ilaca bagl gelisen 6lim olgularinda; karacigerde
ol¢iilen madde konsantrasyonunun, periferik kanda bulunan madde konsantrasyonundan
daha yiiksek oranda goriilmesi genelde beklenen bir sonugtur. Bireysel olarak goriilen
zehirlenme olgular icerisinde kazaya bagli gelisen zehirlenmeler, cinayete bagli gelisen
zehirlenmeler ve dogal kaynakli (hastalikta goriilen, yemeklerle birlikte vs.) zehirlenmeler
sayilabilir. Botilismus toksini; dogal kaynakli zehirlenmeler igerisinde yemekle birlikte
olusabilen (6rn; konserve) ve dliimle sonuglanacak kadar ciddi problemlere yol agabilen

bir 6rnek olarak verilebilir (38,39).
1.2.1.2. Zehirlenmelerde Ornek Alimi ve Dikkat Edilecek Hususlar

Yasayanlarda ve oliilerde zehirlenme olay1r benzer ilkeler uygulanarak teshis
edilmektedir. Kuskulu zehirlenmelerde klinisyen doktorun gorevi, zehirlenmenin kosullari
ve nedeni ne olursa olsun duruma en etkili sekilde el koyma ve idare etmek olmalidir.
Zehirlenmelerin tanimlanmasi ¢ok zor olabilir. Her ne kadar spesifitesi az olsa da, ani
kusma ve diare, ¢ocuklar basta olmak iizere beklenmedik koma, yetiskinlerde bilinen
psikiyatrik hastalik varligi, kimyasal maddelere maruziyetin s6z konusu oldugu
isyerlerinde hizli bir sekilde meydana geldigi anlasilan gastrointestinal veya norolojik
bozukluklar, ¢esitli duyusal ve sistemsel yakinmalar zehirlenmelere kars1 klinisyen doktoru
allert etmelidir. Hastanin yasamsal tehlike durumu géz onilinde bulundurularak teshis i¢in

kullanilacak ileri yontemlere zaman kaybetmeksizin bagvurulmasi gerekmektedir.

Zehirlenmelerde o©liim sonrasi tani konmasi, adli tipta zehirleme olgularina
yaklasimda en 6nemli basamagini olusturmaktadir. Zehirlenme tanisinda ti¢ 6nemli faktor
bulunmaktadir. Bunlarin ilki olayin hikayesi, ikincisi klinik veya otopsi bulgulari,
ticiincilisii kesin sonuca gotliren basamagi ise laboratuvar analizleri olarak siralanabilir.
Hikayede elde edilen bilgiler otopsi icin yol gosterici olacaktir. Alindig1 veya maruz
kaldig1 iddia olunan maddeye uygun bulgular aranmalidir. Ornegin intiharlarda kullanilan
barbitiirat gibi ilaglarin biiylik cogunlugu fiziksel olarak bir bulgu vermedigi i¢in bu tiir

zehirlenmelerin tanis1 zordur. Dis muayenede gozlemlenen o6lii lekeleri karbonmonoksit



zehirlenmelerinde pembe renkte, potasyum klorat ve anilin zehirlenmelerinde kahverengi
olmasi, intihar amaciyla korozif veya benzeri bir madde icilmis ise dudak c¢evresinde ve
a8z i¢inde lezyonlar bulunmasi otopsi esnasinda dikkat edilecek hususlar agisindan yol
gosterici olacaktir. I¢ muayene esnasinda bagirsaklardan aciga ¢ikacak acibadem
kokusunun siyaniir zehirlenmesini diisiindiirmesi veya alkol, fenol, krozol, eter, kloroform

gibi kendine kokulari ile taninabilen maddelere 6rnek olarak verilebilir (32,40-42).

Toksikolojik analizlerde kullanilacak oOrneklerin alinmasi ve saklanmasi analiz
sonuglarmin dogrulugu agisindan dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta olarak
degerlendirilebilir. Toksikolojik analizler i¢in, incelenen veya tedavi edilen klinik
olgulardan veya otopsilerden alinan Ornekler uygun sekilde alinmali ve saklanmalidir.
Orneklerin biiyiik bir titizlikle isaretlenmesi ve tamimlanmasi saglanmalidir. Damardan
alman kan Ornegi; uygun bir tiipe koymali ve lizerine hastanin adi, adresi, hastane
numarasi, tarih ve saat yazarak etiketlemelidir. Ornegin girisi tibbi kayitlara islenmeli,
gelis zamani, alinan Ornegin 6zelligi ve getiren personelin adi yazilmalidir. Bu islem
"delillerin devamliligini saglama" olarak adlandirilir ve zincirdeki her bir adim, damardan
laboratuvara kadar, mahkemedeki sonraki delilleri kapsamali ve analizin saglikli oldugunu

kanitlamalidir (31, 32, 43).

Toksikolojik analiz igin gerekli ornekler siipheli toksik maddenin tiirline ¢ok
bagimlidir. Analiz yapan laboratuvarin Onerileri bazilarinda degisiklikler olabilecegi
bilinmekle birlikte genel kabul goren uygulamada kan, idrar, kusmuk ve mide igerigi,

feges, karaciger ve diger organlar, sag/tirnak drnekleri alinmasi uygun olacaktir (8, 32, 44).

Kriminal bir siiphe olgusunda toksikolojik inceleme 6nemli bir saptama yOontemi
olarak kullanilabilinir. Bu tiir olgularda alinilacak 6rneklerin titizlikle isaretlenmesi ve
uygun kosullarda muhafaza altina alinmasi, karisikliga neden olmayacak sekilde ayrintili
olarak etiketlenmesi gerekir. Elde edilen klinik bilgiler ve varsa siiphelenilen madde
mutlaka laboratuvara bildirilmelidir. Ayrica, dis laboratuvarda analizi yapilacak olan
orneklerin zimmetlenerek kim tarafindan, hangi tarih ve saatte alindig ile ilgili kayit takip
bilgilerinin olmas1 ileride olusabilecek karisikliklar1 engeller. Ornekleri laboratuvara
gonderirken kullanilacak olan koruma maddeleri siiphe edilen maddeye gore degiskenlik
gosterdiginden, incelemeyi yapacak laboratuvarin tavsiyeleri alimmalidir. Alinacak
ornekler ve dikkat edilmesi gereken noktalarin basinda kontaminasyon gelir.

Kontaminasyona ugramis orneklerin kullanimina dikkat etmek gerekir. Kontaminasyona



ugramis Orneklerde yapilacak analizlerin negatif veya pozitif olmasinin olaymn
aydinlatilmasint destekleyecek mahiyette olmasina ragmen, analiz sonuglarinin net bilgi

niteliginde olmamasi nedeniyle sinirli bir kullanim alani olacagi unutulmamalidir.

Omneklerin  elde  edildigi  ¢evresel  faktdrlerin  bilinmesi  sonuglarin
degerlendirilmesinde 6nemli bir basamaktir. Ornegin; iki farkli yanma olaymnda
karboksihemoglobin (COHb) diizeyindeki degisiklikler kigisel farkliliklara baglh
olabilecegi gibi, zehirlenme olayinda bir kisinin digerine gore acgik veya kapali ortamda
bulunmast durumunun da etkili olacag akildan c¢ikarilmamalidir. Ik kisimlarda da
belirtildigi lizere laboratuvar tetkiklerinin, hikdye ve muayene bulgular1 desteklemesi g6z
ontinde bulundurulmalidir. Karbonmonoksit zehirlenmesi vakasinin dis muayenesinde
goriilen koyu kirmizilik ile laboratuvar tetkik sonuclarinin korelasyon gostermesi
onemlidir. Bu korelasyonun goriilmedigi vakalarda otopsi pratiginde goriilebilmektedir.
Ciinkii karbonmonoksit zehirlenmesinde COHD ve kan laktat diizeyi, her hastada klinik ile
uyumlu olmamaktadir. Bu nedenle karbonmonoksit zehirlenmesinde klinik ile uyumlu

olabilecek yeni bir parametre elde edilmesi yoniinde ¢aligmalar literatiirde mevcuttur.

Adli Tip pratiginde, inceledigimiz zehirlenme olgularinda 6nemli yer tutan toksik
gaz zehirlenmelerinde (karbonmonoksit, siyaniir, kiikiirtdioksit, karbondioksit vs) cesitli
ayirt edici ozellikler (6rn; karbonmonoksitte goriilen kirmizi/pembe 6lii lekeleri) gérmek

miimkiindiir. Bunun yan1 sira olgularin ¢ogunda non-spesifik asfiksi bulgular1 mevcuttur
(41,45-48).

1.2.2. Asfiktik Zehirlenmeler ve Asfiksi Kavram

Asfiksi terimi “ havasizlik’ ya da “oksijen azligi ya da yoklugu” anlaminda
kullanilir. Esdeger olarak ‘“anoksi’’ veya “hipoksi’’ terimleride kullanilsa da olus
mekanizmalarindaki ve nedenleri goz oniine alindiginda farkliliklar oldugu goriilmekte ve
farkli alt tanimlamalar yapmak gerekmektedir. Siyanoz, petesi (tardieu lekeleri), konjesyon
ve 0dem astiksinin dis bulgular icerisinde en 6nemli genel belirtileri arasinda sayilabilir.
Bunlar asfiksi tipi i¢in spesifik olmayip aranmast ve yorumlanmasi asfiksinin
simiflandirilmas: acisindan yararli olacaktir. Asfiksi olgularinin ayriminda ¢esitli dis

muayene bulgular1 oldugu gibi laboratuvar tetkiklerinden de yararlanilir.



1.2.2.1.Asfiksilerin Siiflandirilmasi

Cok sayida etken viicutta hipoksi veya anoksiye farkli yollarla neden olabilmektedir.
Bu nedenle konunun terminolojisi ve siniflandirilmasinda farkliliklar gozlenmektedir.
Asfiksinin, 1920’de Barcrot tarafindan yapilan ilk smiflandirmasinda ii¢ bashk altinda
(anoksik tip, anemik ve staz) incelenmistir. Peter ve Slyke’n 1931 yilinda yaptigi
simiflandirma dort baslik altinda incelenmis ve Onceki siniflandirmaya histotoksik tip

eklenmistir (26).

Asfiksinin olusum mekanizmasinin anlasilmasi agisindan Barcrot'un siniflamasi
temel alinabilir. Ancak adli tibbi yaklasimda onemli olmasi nedeni ile asfiktik oliimler

etiyolojik olarak da siniflandirilabilir.
Etiyolojilerine gore asfiksiler siniflandirildiginda 5 ana gruba ayrilir:
Ast
Bogma ve Bogulma (bagla bogma, elle bogma, boyun kilidi, otoerotik asfiksiler)

Tikama ve Tikanma(ortamda bulunan havanin icerigindeki degisimler,havasiz yerde kapali
kalma,agiz ve burundan baslayip alveollere kadar olan solunum pasajinin tikanmasi,karin
ve gogiisiin basi altinda kalmasi nedeniyle inspirasyonun sinirlanmasitoprak altinda

kalma, pozisyonel asfiksi)

Kimyasal asfiksiler(karbonmonoksit (CO) zehirlenmesi (baca gazi),siyaniir zehirlenmesi,

hidrojen siilfiir zehirlenmesi (kuyu, bataklik gaz1))
Suda bogulma seklinde siniflandirilabilinir.
Bazi yazarlar ise asfiksiyi “dig” ve “i¢” asfiksi olmak iizere iki ana gruba ayirmstir.

Dis (kapali, travmatik, mekanik) asfiksilerde; solunum havasinin akcigerlere ulasmamasi

sOz konusudur.

Ic (acik, patolojik) asfiksilerde; akcigerlere gelen solunum havasindaki oksijenin kanla

yeterli oranda birlesmemesi s6z konusudur. Bu grupta anoksik, anemik, staz ve histotoksik

tip asfiksiler yer almaktadir.



Anoksik/hipoksik tip; Ortamdaki oksijenin yetersizligi s6z konusudur. Oksijenin
akcigerlere ulagsmasinda sorun vardir. Bu grubu da kendi i¢inde 4 alt gruba ayirabiliriz.

Bunlar:

Oksijenin solunan havada yoklugu ya da azlig1

Solunum yollarimin tikanmasi

Gogsiin basi altinda kalmasi nedeniyle mekanik kisitlanmalar
Solunum kaslarinin olumsuz etkilenmesidir.

Anemik tip (kanin oksijen tasima kapasitesinde ki azalma sonucu meydana gelen
asfiksiler; Oksijenin akcigerlere kadar ulasmasinda herhangi bir engelin olmadigi ancak
dokulara gectikten sonraki kana gecis ve/veya kanda taginmasi siirecinin etkilendigi
durumlardir. Karbonmonoksit (CO) zehirlenmesi bu grupta en sik karsilasilan ornektir.
Kimyasal olarak oksijene gore karbonmonoksitin hemoglobine baglanma egiliminin
yaklagik 200 kat fazladir. Ortamda yiliksek oranda CO bulunmasi durumunda hemoglobin

CO baglanarak oksijenin tasinmasini biiyilik oranda azaltmaktadir.

Daha az bilinen hidrojen siilfiir zehirlenmelerinde de, oksijen yardimiyla hiicrede
enerji elde edilmesi asamasinda sorunlar olugsmaktadir. Siilfir gaz1 kanalizasyon, kuyu ya
da uygun kosullarda kapali ortamlarda kolayca olusabilir. Havadan %20 daha agir olmasi
nedeniyle bu gibi yerlerde tabana yakin yerlerde birikir. Renksiz ve kokusuz olmasi

zehirlenmeleri kolaylastirmaktadir.

Bu grup altinda karsilagilabilecek diger bir 6rnek ise Nitrit bilesiklerinin veya kalin
bagirsakta nitrite doniisen nitratlarin alinmasiyla meydana gelen zehirlenmelerdir. Bu
zehirlenmelerde bulgular, meydana gelecek olan methemoglobinemi sonucu olusur. Bunun

sonucunda da kanda oksijenin tasinmasinda yetersizlik meydana gelmektedir.

Staza bagh olusan asfiksiler (belli bir zaman biriminde oksijen dagiliminda bir
azalma sonucu meydana gelen asfiksiler); Dolasim sisteminde kan sirkiilasyonunun
durmas1 sonucu olusan sok ve kalp yetmezligi gibi durumlarda meydana gelen

asfiksilerdir.



Histotoksik tip (dokularda ki oksidatif olaylarin engellenmesine sonucu meydana
gelen asfiksiler); Oksijenin dokulara kadar ulagsmasinda herhangi bir engelin bulunmadig1
ancak dokudaki oksijenin kullanilarak enerji elde edildigi hiicresel diizeydeki siireclerde
sorun vardir. Siyaniir zehirlenmesi gibi enzimatik yollarin sekteye ugradigi durumlar,
kloroform ve halotan gibi anestezik maddelerin oksijenin hiicre i¢ine ge¢isinde azalmaya
neden oldugu durumlar, insiilin gibi metabolizmaya ¢ok yonlii etkileri olan maddelerin
etkileri ve metabolizma sonucu olusan atik maddelerin birikimi (iire, karbondioksit... vs)

bu tip mekanizmanin sik karsilasilan 6rneklerini olusturmaktadir (49-51).
1.2.2.2.Yetersiz Oksijen iceren Havanin ve/veya Bogucu Gazlari Solunmasi

Mahzenler, komiir ocagi, batakliklar, magara, tahil depo ve silolari, sigmaklar gibi
kapali yerlerde, mazot benzin vb. kimyasal madde tanklarmin icinin temizlenmesi
sirasinda, yanginlarda ve bazi laboratuvarlarda rastlanilan ve 6liime kadar ilerleyen ciddi
zararli sonuglar dogurabilen bir durumdur. Yetersiz oksijen iki nedene bagli olusabilir.
Bunlardan birincisi, havadaki oksijenin azaldigi, yerine diger gazlarin arttigi (yangin,
duman, vb.) durumlardir. ikincisi ise havanin normal bilesimde eser miktarda olan gazlarin

artti@1 (metan, karbonmonoksit, biitan gazi, vb.) durumlardir.

Ornegin; lagim, derin kuyu, bodrum, tekne ve silolarda rastlandif1 fiizere;
karbondioksit, metan ve hidrojen siilfiir gibi toksik gazlar organik maddelerin
fermantasyonuna bagl olarak ortaya ¢ikar. Yetersiz oksijen igeren havayi solumaya bagl
oliimler genellikle birden fazla gazin ortak etkisi ile gelisir. Yetersiz oksijen igeren hava
genellikle birden fazla inert ya da toksik gaz igerir. Yetersiz oksijen i¢eren bu ortamlarda
havada yaygin olarak bulunan gazlar karbondioksit, metan, hidrojen siilfiir, siilfiir dioksit
ve karbonmonoksit olarak siralanabilir. Karbondioksit ve metan, oksijenin yerini alarak
"cevresel hipoksi" yaratirken; hidrojen siilfiir ve siilfiir dioksit, giiclii indirgen etkisiyle
hemoglobinin oksijen ile birlesmesini engeller. Karbonmonoksit ise, kan oksijeninin yerini
alarak "anemik tipte hipoksi" yol acar. Ayrica, "histotoksik anoksi" olusturabildigine

iliskin veriler de bulunmaktadir.

Bazen 6zel ortamlarda ise saf ya da 6zellikle bir tiir gaz yogun olarak bulunabilir.
Yetersiz oksijen igeren ve bogucu gazin yogun olarak bulundugu bu tip ortamlara giren
kisilerde solunan hava, kemoreseptorleri etkileyerek vazo-vagal refleks sonucu kardiyak

arreste ve ani 6liime neden olabilir (49, 50, 52).



1.2.2.2.1.Karbondioksit Maruziyeti (Zehirlenmesi)

Inert gazlar arasinda 6zel bir yer tutan karbondioksit, atmosfer havasinda % 0,4
oraninda bulunur. Ek hastaligi olmayan bir kiside akciger alveol havasinda % 5 oraninda
karbondioksit bulunur. Atmosfer havasinda % 3 oraninda bulundugunda bas agrisi,
uyuklama, bas donmesi ve gligsiizliikk ortaya ¢ikar. Solunum havasinda % 8-10 oraninda
bulundugunda 10 dakika i¢inde sikinti, fenalik ve bayginlik yapmaktadir. Karbondioksit,
kovalent bagli bir karbon ve iki oksijen atomundan olusan molekiile sahiptir ve normal
kosullarda gaz halinde bulunur. Renk ve kokusu yoktur. Formiili CO2 seklinde olup,
molekiil agirligr 44,009 g/mol'diir. Solunumdaki yeri agisindan hayati 6énem arz eder.
Oksijen akcigerlere iist hava yollarin1 gegerek gelir ve alveolde hemoglobin ile taginarak
alveole getirilmis olan karbondioksit ile yer degistirir. Daha sonra karbondioksit oksijenin
takip ettigi yolla disariya verilir. CO2 kanda belli seviyelerde bulunur ve viicudumuzun
tampon sistemlerinden birini meydana getirir. Kanda artmasi halinde asidoz, azalmasi
halinde ise alkaloz meydana gelir. Bu durumlar dolayli olarak hidrojen iyonu

konsantrasyonunu etkilemesi ile meydana getirir.

Karbondioksit gazinin, sanayide sogutucu/yangin sondiiriici olarak, volkanik
bolgelerden ¢ikan gazlarda, suda ¢oziinmiis olarak maden suyunda, soguk zincirde transfer
edilecek maddelerde kuru buz haline getirilmis sekli ve hiicre kiiltiir laboratuvarlarinda
bilimsel ¢aligmaya yonelik uygun kosullarin saglanmasi amaciyla kullanimi mevcuttur.
Oliime yol acan en diisiik oranin karbondioksit oranmin % 25-30, ani dliime acan yiiksek
konsantrasyonlarin ise % 60-80 diizeyinde oldugu kabul edilmektedir. Hasta, anemik, zayif
ve yasl kisilerin yasami icin belirtilen oranlarin altinda karbondioksit iceren ortamlar da

yiiksek risk olusturur.

Adli Tibbi acidan karbondioksit maruziyetine bagli oliimlerde yapilan otopsi
isleminde spesifik bir bulguya rastlanmas1 beklenmez. Olii lekeleri koyu mor renktedir. I¢
organlarda belirgin konjestif degisiklikler gozlenebilir. Post-mortem kapali kan gazlari
Ol¢timii yararsizdir. Ciiriimeye bagli olarak da karboksihemoglobin, siilfohemoglobin ve
stilfomethemoglobin olugmasi nedeniyle ¢iirlimiis olgularda bu bulgularin degeri yoktur.
Karbondioksit gazinin ¢ok yogun oldugu ortamlarda meydana gelen refleks kardiyak

arreste bagli olusan ani 6liimlerde genel asfiksi bulgularina rastlanmaz (49,50, 53-55).



1.2.2.2.2.Karbonmonoksit Maruziyeti (Zehirlenmesi)

Gaz seklindeki bir maddenin solunmasiyla oksijenin kanda dolasiminmi ya da
hiicreler tarafindan kullanimin1 engellemesi ile kimyasal asfiksi durumu olusur. Gaz
seklindeki maddelerin neden oldugu kimyasal asfiksilerin giinlimiizde en sik rastlanan
cesidi ise karbonmonoksit zehirlenmesidir. Karbonmonoksit (CO) renksiz kokusuz
havadan biraz hafif, (0.967 yogunlugunda) bir gazdir. CO doymamis bir karbon bilesigidir
ve karbon igeren ¢esitli maddelerin tam olmayan yanmasi sonucu olusur. Buna 6rnek
olarak, komiir yandiginda karbondioksit, karbonmonoksit ve hidrojen gazlar1 agiga cikar.
Komiiriin oksijeni az bir ortamda yanmasi ile yalniz bir oksijen baglandigi zaman CO
ortaya ¢ikar. Kodmiir disinda maddelerin yanma iiriinii olarak bunlardan baska bilesimlerine

gore degisik toksik gazlar olusabilir.

Eskiden kullanilan havagazi ise, dogrudan CO igeren bir madde olup, birgok CO
zehirlenmesi sonucu 6liim olgusuna yol agtigi literatiirde bildirilmistir. Havagazi, kentlerde
1sinma ve aydinlanma maksadiyla kullanilmak {izere komiirden imal edilen gaz yakittir.
Uretiminde kullanilan ydnteme gore bilesimi degiskenlik gosterir, ancak genellikle
hidrojen, karbonmonoksit, metan ve ucucu hidrokarbonlar gibi kalorili gazlardan ve az
miktarda da karbondioksit ve azot gibi kalorisiz gazlardan olusur. 1970'lerden itibaren
diinyada havagazinin yerini dogalgazin almaya baslamasi ile CO zehirlenmesi olgular
sayisinda belirgin bir diisiis gézlemlenmesine ragmen halen Onemini korumaktadir.
Ozellikle kis aylarinda meydana gelen soba zehirlenmelerinin temel faktdrii olarak
degerlendirilmektedir. Komiir, LPG (liguid pressuregas), dogal gaz, yangin sonucu olusan
duman, tasitlarda kullanilan organik yakitlar, kire¢ sondiiriilmesi, havagazi, maden
ocaklarindaki patlamalar ve soguk bir ylizeye temas eden alev karbonmonoksit gazinin

genel kaynaklari olarak sayilabilir.

Adli Tibbi acidan karbonmonoksit maruziyetine bagli dliimlerde yapilan otopsi
isleminde spesifik olmasa 6lii lekelerinin agik pembe renk almasi yararli bir bugudur. i¢
organlarda belirgin konjestif degisiklikler ve kirmizi/pembe renk degisikligi gozlenebilir.
Gazin ¢ok yogun oldugu ortamlarda meydana gelen refleks kardiyak arreste bagli olusan

ani 6liimlerde genel asfiksi bulgularina rastlanmayabilir (23, 49, 50, 53, 54, 56).



2. CALISMA KONUSU ve HIPOTEZ

Karbonmonoksit hemoglobine birleserek dokulara oksijen tasinmasini engelleyerek
bir tiir anemik tip asfiksi olusturmasinin yani sira, metabolizma iizerine olan etkisiyle
dokularda histotoksik tipte bir asfiksi de olusturur. Bu nedenle biitiin karbonmonoksit
zehirlenmesi olgularinda maruz kalinan miktar, kan karboksihemoglobin degeri ve klinik
gostergeler arasinda net bir korelasyon yoktur. Bu nedenle bu tiir zehirlenme vakalarinda
ayrim saglayabilecek yeni belirteg, analiz yontemi ve literatiir bilgisine ihtiya¢ vardir.
2000’11 yillarin basinda tanimlanmis olan ve heniiz bilimsel olarak {izerinde ¢aligmalarin
stirdliriildiigii noroglobin molekiiliiniin karbonmonoksit zehirlenmeleri ayirici tanisinda
kullanilabilecek 6nemli bir ¢aligma olacagini diisiindiik. EK olarak ¢aligmanin 6zgiinliigiinii
saglayan noktalardan biriside akut CO ve CO2 maruziyetine baglh olusan
oksidan/antioksidan  durumun  karsilastirilmast  ve  c¢ikacak  olan  sonuglarin
degerlendirilmesini amagladik. Daha once literatiirde hayvan deneyleri yoluyla yapilmis
boyle bir karsilastirma g¢alismasina rastlanmamis olmasi ve arastirmamizin bu konuya
iliskin sonraki ¢alismalar i¢inde yol gdsterici olmasi, konunun bilimsel agidan gelisimi ve

bu konu ile ilgili yeni ¢aligmalara 151k tutacagi yoniindeki gayretimizi artirmistir (24,57).
2.1. Noroglobin nedir?

Globinler, geri doniisiimlii olarak oksijen baglanmayi saglayan, demir atomu igeren
bir porfirin halkasi (hem) olan kiigiik solunum proteinlerdir. Globin yapisinda olan
proteinler enzimatik fonksiyonlarinin yani sira, solunum zinciri aerobik metabolizmaya
oksijen tasirlar. Myoglobin ve hemoglobin bilinen globin tiirleridir. 2000°1i yillarin basinda
noroglobin (neuroglobin) ve sitoglobin (cytoglobin) globin tiirleri altinda tanimlanmustir.
Insan ve diger omurgalilarda, fonksiyonel yap1 ve doku dagiliminda farkliliklar olan, dért
tip globin tiirevi (hemoglobin, miyoglobin, ndéroglobin ve sitoglobin) tespit edilmistir (57-
62).

Hemoglobin ve miyoglobin, yapisal ve fonksiyonel agidan iyi Kkarakterize
edilmistir. Giinlimiiz teknolojisi ile son derece ayrintili bir sekilde inceleme imkanina sahip
oldugumuz bu iki iyi karakterize globin tiirevi, ¢esitli klinik durumlarda farkli 6zelliklerle

tedaviye yon verici olabilmektedir.



Literatiirde yeni tanimlanmis olan ve haklarinda smirli bilgiye sahip olunan
noroglobin ve sitoglobin ile ilgili ¢aligmalar ise devam etmektedir. Yapisal ve fonksiyonel
acidan oksijen ve diger solunumsal etmenler ile ilgili olduklar1 diisiiniilmektedir.
Insanlarda ve diger omurgalilarda oksijen tasima ve depolama islevinde rol alirlar. Bu
proteinler icerisinde anilan Noroglobin, agirlikli olarak beyinde ifade edildigi
bilinmektedir(63,64).

Noéroglobin yiiksek bir oksijen afinitesine sahip monomerik yapidadir. Oncelikli
gorevinin beyin dokusuna oksijen kullanilabilirligini artirmak alabilecegi diisiiniilmektedir.
Kromozom 14q24 iizerinde bulunan insan néroglobin geni (NGB), 6zgiin bir ekson-intron

yapisina sahiptir (65).

Noroglobin sentezine yonelik yapilan calismalarda; in vivo, in vitro ve fokal
serebral iskemisindeki néron hipoksisinin artmis oldugu durumlarda NGB indiiksiyonu ve
koruyucu etkisinin artigi gosterilmistir. NGB ifadesinin fokal serebral iskemi sonrasi
histolojik islevsel bozukluklarinin siddeti ile uyumlu olarak artmis oldugu bildirilmistir.
Bagka bir calismada, NGB-asir1 ifade eden transjenik farelerde, orta serebral arter
okliizyonu sonrasi serebral infarkt hacmi azaltilmig oldugu bildirilmistir. Sol 6n inen
koroner arter okliizyonu saglanarak olusturulan deney modelinde, miyokardiyal
enfarktiislerin hacminin NGB-asir1 ifade eden transjenik farelerde azaltilmis oldugu
bildirilmigtir. Beynin muhtelif alanlarinda eksprese edilen NGB’nin nérodejeneratif
hastaliklarda ve yaslilikla olusan ndrodejenerasyon alanlarinda NGB mRNA ve protein
azaldig: bildirilmistir (66-73).

2.2.Hipotezin Adli Toksikoloji ile Iliskilendirilmesi ve Literatiir Bilgisi

Asfiksiler basligi altinda daha 6nce belirtilen hipoksik, anemik ve stegnant hipoksi
tiplerinde temel olarak insanin kendi biinyesinde olusan hastalik/durum nedeniyle (kronik
akciger hastaliklari, anemi, vaskiiler yetmezlik vs.) goriiliir. Histotoksik hipoksi bunlardan
farkli olarak ¢evreden gelen toksik bir madde sonucu olusur. Hipoksi gesitlerini birbirinden
keskin cizgilerle ayirmak her zaman miimkiin degildir. Ciinkii hipoksiyi olusturan madde
birkag mekanizmayr ayn1 anda etkileyebilir. Ornegin; karbonmonoksit (CO) ve
karbondioksit (CO2) hemoglobine, oksijenle yarismali ve geri doniisiimlii baglanarak

dokuya oksijen sunumunu azaltmanin yani sira, oksidan/antioksidan enzimleri ¢esitli



metabolik yolaklarda etkileyerek histotoksik hipoksi durumu olusturup oksidatif stresin
artmasina neden olurlar (22, 74, 75).

Oksidatif stres, antioksidan kapasitenin azalmasi ve/veya asir1 oksidana maruz
kalma olarak tanimlanir. Biyolojik sistemlerde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
ihtiva eden atom veya molekiiller oksidan veya serbest radikaller olarak isimlendirilir.
Serbest radikaller yagsam siireleri ¢cok kisa olmakla birlikte, yiiksek aktiviteleri nedeniyle
organizmada bulunduklar kisa siire¢ icerisinde ciddi tahribata neden olabilirler. Ozellikle
deoksiriboniikleik asid (DNA), protein ve hiicre fosfolipidleri gibi bilesiklerle reaksiyona
girerek hiicresel hasarlar olustururlar. Bu radikallerin olusumunu ve meydana getirecegi
hasar1 dnlemek i¢in viicutta bir¢ok antioksidan savunma mekanizmalart mevcuttur. Serbest
radikallerin olusum hizi ile bu zararli etmenlerin ortadan kaldirilma hizi arasinda denge
oldugu siirece, organizmanin bu siirecten etkilenmemesi beklenir. Oksidanlarin arttig1 veya
antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda oksidatif stres olusumuna bagli, bu denge

bozulur (74-76).

Oksidan/antioksidan parametrelerin olusumu; etkene, etkilenen dokuya, maddenin
cinsine, maruziyet siiresine ve ortam kosullarina gore degisebilir. Bu ¢alismada akut CO ve
CO; maruziyetine bagli olusan oksidan/antioksidan durumun karsilastirilmasi yapilmistir.
Ayr ayri yapilan ¢aligmalarda her iki toksik materyalinde oksidan seviyelerini yiikselttigi
ve antioksidan seviyelerini diisiirdiigii yoniinde ¢aligmalar olmasma ragmen, akut etki

edecek dozlarda karsilastirma ¢alismalarina rastlanmamustir (74, 76, 77).

CO zehirlenmesinde; beyin, kalp, bobrek, iskelet kasi, deri, periferal sinir gibi
organlarda, hem anemik hem de histotoksik hipoksi mekanizmalari mevcuttur. Kimyasal
reaksiyonlar zinciri araciligi ile hem anemik hem de histotoksik hipoksi olusturan
karbonmonksit zehirlenmesinde, meydana gelen semptom ve bulgular erken donemde
ortaya cikabilecegi gibi haftalar sonra da goriilebilir. Bu siire¢ organizmanin 6z yapisina,
maruziyet siiresine, karbonmonoksitin ortam ve kandaki yogunluguna gore degisiklik
gosterir.  Yiksek oksijen (0O2) tiiketimi olan beyin ve kalp karbonmonoksit
zehirlenmesinden birincil derecede etkilenir ve bu nedenle baslica semptomlar
kardiyovaskiiler ve noropsikiyatrik semptomlar olarak klinige yansir. Ciddi toksik ve kalici
etkilenmelere sahip olan karbonmonoksit zehirlenmesi, genellikle akut zehirlenmeler
seklinde goriilmektedir. Ulkemiz dahil, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde, 6zellikle kis

aylarinda, karbonmonoksit zehirlenmelerine bagli  Oliimler sikca  goriildigi



bildirilmektedir. Karbonmonoksit zehirlenmesinin viicutta etkiledigi alanlarin yayginligi
degerlendirildiginde, bircok yasamsal parametreye etki ettigi goriilmektedir. Akut
zehirlenmeler neticesinde olusan veya olusacak olan durumlarin uzun siireli ve ciddi
sekeller biraktig1 yapilan ¢alismalarda kayitlidir. Literatiirde yaptigimiz arastirmalarda bu
sekellerin olusumunda hipoksik kalan noronal dokuda olusan geri doniisiimsiiz hasarlar

basta olmak tizere ¢esitli mekanizmalarin oldugu goriilmektedir (75, 76, 78-82).

Viicutta, patolojik durumlara karsi kendini savunma mekanizmalar1 (self-defense
mechanisms) vardir. Bu mekanizmalar viicudun kendi biitinligiinii ve yasamsal
fonksiyonlarmi korumasina yonelik cesitli korunma mekanizmasi olarak tarif edilebilir.
Ornegin; bir bobregin fonksiyonunu kaybettigi bir olguda, fonksiyonu saglam olan bobrek
glomeruler filtrasyon miktarmin artmasi ve ¢esitli destek mekanizmalar1 devreye
girmesiyle, viicudun sivi yiikii ve asit/baz dengesi korunur. Baska bir 6rnek, yiikseklerde
yasayanlarda parsiyel oksijen basincinin diigmesine bagli olarak kompansatuar bir
mekanizmayla dokuya oksijen sunumunu artirmak i¢in hemoglobin seviyelerinin artmis
olmasi1 verilebilir. Hemoglobin seviyelerinin goreceli olarak yiiksek seyretmesi, aslinda
organizmanin doku bazinda olusabilecek hipoksik durumu engellemek i¢in gergeklestirdigi

kendini savunma mekanizmalari (self-defense mechanism) arasinda sayilabilir (81-85).

Organizmalarda varolan, kendini savunma mekanizmalarimin bulunmasi ve
aciklanmasina yonelik caligmalar anlagilmasi ¢ogu zehirlenme olgusunda hayat kurtaric
olabilir. Karbonmonoksit ve karbondioksit gibi solunumsal toksik gaz maruziyetlerinin tani
ve tedavisinde de gesitli ¢alismalar yapilmaktadir. Hiperbarik oksijen tedavisi bu konuya
ornek olarak verilebilir. Weaver LK ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmalarinin sonucunda,
CO zehirlenmesinde hiperbarik oksijen tedavisi kisa ve uzun donem kognitif

fonksiyonlarini iyilestirmede normobarik oksijenden iistiin oldugu anlasilmistir (74,86).

Gilinimiizde ilerleyen teknoloji, gelismis cihazlar ve Ol¢iim metodlariyla birlikte
yeni biyokimyasal mekanizmalar bulunmakta ve bu biyokimyasal degiskenler araciligr ile
olusan molekiiler genetik parametreler saptanabilinmesine yonelik calismalar mevcuttur.
Bu mekanizmalardan birisi olarak One siiriilen ve noroglobin olarak isimlendirilen bir
globin tlirevi tanimlanmistir. Noroglobinin, néroprotektif rolii oldugu ve noronal dokuya
diger dokulara gore daha spesifik bir protoein oldugu bildirilmistir. 2000’1 yillarin basinda
ilk olarak tanimlanan néroglobin ile ilgili ¢alismalarin yogun sekilde devam etmesi ve

etkinlik mekanizmasinin heniiz tam olarak agiklanamamis olmasi konuyu ilgi ¢ekici hale



getirmektedir. Genel olarak literatiirde hipokisi ve cesitli sekillerde olusturulan beyin
hasar1 modellerinde néroglobin gen ekspresyon diizeyleri ¢alisildigr goriilmektedir (48, 58-
73, 87, 88). Her ne kadar hipoksi bashigi altinda degerlendirilen néroglobin ile ilgili
caligmalarda hipoksiye bagli artislardan bahsedilmis olsada, hipoksik durumlarin nedenleri

arasindaki farkliliklar tizerine her hangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Burmester T ve arkadaglarinin 2000 yilinda yaptiklart ¢alisma; oksijen
metebolizmasinda yer alan yeni bir globin tlirevi oldugunu bildirmislerdir. Bu globin
tiirevinin insan ve siganda var oldugunu, genetik yapisinin 14924 lokalize oldugunu,
miyoglobin gibi monomerik yapida bir globin tlirevi oldugu ve beyin dokusunda yiiksek
oranda bulundugunu bildirmislerdir. Beyinde yiiksek oranda bulunmasi nedeniyle bu

globin tiirevini Noroglobin (Neuroglobin) olarak isimlendirdiklerini bildirmislerdir (87).

Reuss S ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; ndéroglobinin periferik
noronal doku ve aktivitesi yiiksek olan sekretuar ndro-endokrin sistem dokularinda da
sentezlendigini gostermislerdir. Noroglobin sentezinin ndronal somada sentezlendigini,
hiicre i¢i bir oksijen deposu veya noronlarda tasityict bir protein olabilecegini

bildirmislerdir (89).

Fordel E ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptigi ¢alismada; farkli oksijen orani
igeren hipoksi durumlarinda, hiicredeki enerji iiretiminin hiicre solunumundan anaerobik
glikolize gegirilmesinde gorevi olan bir faktor olan Hypoxia Inducible Factor 1a (HIF-/a)
seviyesindeki degisime oranla, ndroglobin seviyesinin degisim miktarinin simirli oldugunu

ve noroglobin sentezi diizenleyen farkli mekanizmalarin olabilecegini bildirmislerdir (90).

Brunori M ve arkadasglarmin 2007 yilinda yaptigi calismada; ndroglobin
molekiiliiniin molekiiler genetik yapist acisindan insan ve sigcanlar arasinda kiiciik
farkliliklar oldugunu, fonksiyonlarinin benzer oldugunu, yapilan analizlere gore yapisinda
enzimatik olaylar veya serbest radikallerin rol alabilecegini, hiicresel olarak gerceklesecek
konformasyonel bir degisiklik ile G proteinleri araciligiyla olusan bir sinyal araciligiyla

sentezlerinin kontrol edilebilecegi hipotezini sunmuslardir (91).

Picotti P ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; in vitro olarak globin
tiirevlerinin farkli pH degerlerinde (farkli asidik ortamlarda) fonksiyonel ve yapisal agidan

olusan degisimler analiz edilmistir. Noroglobin ve myoglobin ile yapilan calismada pH



diizeyleri 2 ve 7 olarak se¢ilmis olup, néroglobinin bu iki farkli pH diizeyi i¢in fonksiyonel
ve yapisal agidan, myoglobine gore daha stabil oldugu saptamiglardir (92).

De Marinis E ve arkadaslariin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; néroglobin olasi
bir endojen modiilatorii olabilecegini belirtmislerdir. Norotrofik bir néro-koruyucu olarak
bilinen 17p - 6stradioliin ndroglobin {izerindeki etkisi arastirilmistir. Calisma ile ilk defa
globin yapisinda olan bir protein sentezi lizerinde steroid yapisindaki hormonlarin etkin
oldugunu gosterilmistir. Insan ve hayvan hiicre serilerinde dstrojen etkisiyle ndroglobin

seviyesinin %300 arttigini bu ¢alismanin sonucunda bulunmustur (93).

Brittain T ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklart caligmada; ndéroglobin
molekiiliiniin diger hem gruplar1 5 koordinatinda globin tiirevlerinden farkli olarak hem
grubunu 6 koordinatinda oldugu, ndroglobinin hiicreyi 6limden korumaya yonelik Cok
sayida Oneri oldugunu, yaptiklari ¢calismada viicutta baskin olarak 6-koordinatinda bulunan
noroglobinin hiicresel korumayi1 sagladigina dair giiclii matematiksel hesaplama ve
deneysel deliller bulduklarini, néroglobinin baglanma ve redoks aktivitesinin apopitozis
esnasinda mitokondriden sitokrom-c¢ salimimmini azalttigini, detayli analiz ve sistem
diizeylerinin incelenmesinde néroglobinin apoptozu Onlemedigini ancak, apoptotik
donemin aktivasyonu icin gerekli siireci degistirdigini, noroglobinin bilinen hiicresel
faaliyetlerinin bu globin tiirevinin apopitozisdeki kontrol basamaklarinda interaktif rol

alabilecegi goriigiinii destekledigini belirtmislerdir (94).

Zhanyang Yu ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklart derleme tarzindaki
calismalarinda; noroglobinin hipoksik durumda oldugu gibi ¢esitli maddelerin etkisi
altinda ve beyin dokusunda olusan inme (stroke) durumlarinda arttigini, oksidatif stres
durumun, hormonlarin ndroprotektif etkisi olan noéroglobin seviyesi {iizerinde etkili
oldugunu, ndroglobinin ndrodejeneratif hastaliklar ve epileptik nodbetlerde koruyucu
etkilerinin deneysel hayvan caligmlar1 ile gosterildigini, retinal ganglion hiicrelerinde
koruyucu etkisinin yani sira géz tansiyonunu ve glokomatdz hasari diisiirdiigiinii, yiiksek
ozellesmis noronlarda (6rn; gérme olayi ile ilgili goz retinasi) salintminin fazla oldugunu
ve dokuya gore salmim farki gostererek beyin ve diger néronlarda farkli oranlarda
bulundugunu, néronal doku disinda miktar1 ¢ok az olmakla birlikte pankreas, testis ve
adrenal bez gibi dokulardan da sentezlendigini, beyin kanseri ¢esitlerinde (gliablastom,
astrositom) basta olmak tiizere bir ¢ok tiimoral dokudan salindigin1 ve bu ¢aligsmalarin

artarak devam ettigini belirtmislerdir (61).



Fiocchetti M ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 derleme tarzindaki
calismalarinda; hiicre Olimiiniin anormallikler, kanser, otoimmiin hastaliklar ve
norodejeneratif rahatsizliklar dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklara iliskili oldugunu,
yetiskin organizmalarda hiicre 6limii, hiicre ¢ogalmasi ve yenilenmesinin dengeli bir
sekilde ilerlemesi gerektigini, néronal dokuda hiicre Sliimiiniin anlasgilmasinin nérona ait
gelisimsel siire¢ ve ndron patofizyolojisinin aydinlatilmasinda 6nem arz ettigini, in vivo ve
in vitro yapilan calismalarda noroglobinin néronlar {izerinde yasamsal fonksiyonlarini
devam ettirmeye yoOnelik koruyucu etkilerinin oldugunu, hormonlar tarafindan
indiiklendigi One siiriilen nodroglobinin anatomik ve subseliiler lokalizasyonlarmin
incelenmesinin  yeni bir c¢alisma alan1 olusturabilecegini (Grnegin, apopitozisi
mitokondriyal yolaklarla etkiledigi diisiiniiliirken, lokazisasyon olarak mitokondrinin direk
icinde bulunmasi durumunda farkli mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasinin saglanabilecegi),
tedavide kullanilan ve ndroglobin diizeyinin artisina neden olan ilaglarin (6rn; valproat)
varsa zarar verici etkilerinin saptanmasi ve zararsiz tiirlerinin iretilmesine imkan
saglayacak caligmalarin yapilabilmesine oOnciiliik edecegi ve noroglobinin ¢esitli timor
hiicre serileri tlizerinde olan etkinligine iliskin laboratuar caligmalarinin devam ettigini

belirtmislerdir (59).

Taylor JM ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda; siganlarda
travmatik beyin hasar1 olusturduklarint ve 1, 3, 7 ve 14’lincii gilinlerde noroglobin
seviyelerine baktiklarini, néroglobin mRNA’nda 7. giinde anlamli artis gézlemlendigini,
7.glinde yapilan imminohistokimyasal boyamalarda beynin biitiinlinde noroglobin
ifadesinin yan1 sira yarali olan doku bolgesi ve ipsilateral hipokampusta noroglobin ifade
diizeyinin diger kisimlara gore daha fazla artmis oldugunu, subakut siirecte gergeklesen
endojen noroglobin sentezlenmesinin sensorimotor hasari azalttigini ve iyilesme siirecine
katki saglayabilecegini bildirmislerdir. Akut donemde yeni tedavi miidahaleleri yoluyla
noroglobin ifadesini arttirmanin travmatik beyin hasar1 iyilesme siireciyle ilgi yeni

gelismeler saglayabilecegi fikrini 6ne stirmiiglerdir (60).

Di Pietro V ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda; iki siddeti
farkli travmatik beyin hasart modelinde néroglobin gen ve protein ifade patofizyolojik
yanit1 lizerinde ¢alismiglardir. Sicanlar lizerinde hafif ve agir diizeyde diffiiz aksonal hasar
olusturduklart gruplarin 6, 12, 24, 48 ve 120 saatlerde degerlendirip ndroglobin ve

oksidan/antioksidan parametrelere (malondialdehit, nitrit, nitrat, askorbat, glutatyon)



seviyelerine bakmislardir. Hafif olan beyin hasarinda geri dontisiimlii bir oksidatif stres
olusmasina ragmen noroglobin seviyesinde belirgin bir degisiklige neden olmadigi, agir
hasarli grupta ise oksidan etkilerin belirgin bir sekilde arttigi, antioksidan etkilerinde ayni
sekilde azaldig1 ve néroglobin gen seviyesinin belirgin bir sekilde arttig1 gézlemlenmistir.
Hafif hasarda olusan oksidan durumda ¢ok etkilenmeyen noroglobin seviyesinin, agir hasar
olusan durumda yiiksek olarak gdzlemlenmesi bilinenin aksine noroglobinin endojen -
noroprotektif-antioksidan etkinligine en azindan patofizyolojik kosullar altindayken

uymadigini belirtmisler (69).

Liu X ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda; su, gida ve havada
bulunan ve giderek ¢ogalmakla birlikte diinya ¢apinda 30 milyondan fazla insani etkileyen
arsenigin kronik toksisite olusturan yaygin bir halk sagligi sorunu oldugunu, 7 giinliik
Wistar sigan yavrularinin beyinciklerinden hazirlanan serebellar graniil ndronlarin primer
kiiltirleri yapildigi, arsenik maruziyetine bagli apopitotik hiicrelerin arttigini, bu apopitotik

hiicrelerde noroglobin si RNA diizeyinin artmig oldugunu belirtmiglerdir (95).

Liu A ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklari calismalarinda; daha Onceki
calismalarda ndroglobinin potansiyel anti-apopitotik rolii oldugu, hipoksik durumlarda ve
timor olusumu durumlarinda yiikseldigini, hiicrelerin bu noroglobin artisin1 nasil
oldugunun mekanizmasia iliskin ¢alismalarin devam ettigini, yapilan bu ¢alismada
amaglarinin fizyolojik kosullardaki redoks dongiilerinde de ndroglobin rol alabilecegini
gostermek oldugunu, fizyolojik kosullarda hiicresel néroglobin toplam konsantrasyonunun
yaklasik% 30 ferr6z halde oldugu ve hipoksik durumlarda bu oranin %80’e yiikseldigini,
bu degisimin hizli bir sekilde gerceklesmesinin  noéroglobinin  anti-apopitotik
mekanizmalarda etkisini destekledigini, hipoksik ve inme (stroke) gibi durumlarda
apopitotik etkinin hizlica diisiiriilmesinde bu mekanizmanin etkin oldugunu, noéroglobin
tizerinde agiklanan bu mekanizmanin normal kosullarda onkojenik aktiviteyi Onlerken
hipoksik durumlarda anti-apopitotik mekanizma ile hiicresel korumayi saglayacagini 6ne

stirmiiglerdir (96).

Bu bilgiler 1s18inda, aragtirma konumuz ile ilgili daha 6nce ¢alisma yapilmamis
olmasi calismamizin 06zgiinliigiinii olusturmaktadir. Bu arastirmada karbondioksit ve
karbonmonoksite maruz kalan ratlarin beyin ve kan dokusunda antioksidan/oksidan
aktivite ve noroglobin gen ifadesindeki degisimlerin belirlenmesi amaglanmistir.

Histopatolojik 6rneklerde gruplar arasindaki farkliliklarin arastirilmasi planlanmistir.



TBARS, SOD, CAT, GPx ve GSH gibi oksidan/antioksidan diizeylerinin
belirlenmesi ile karboksihemoglobin ve noroglobin seviyeleri arasindaki iligkiyi
inceleyerek CO ve CO; maruziyetinin organizmada meydana getirdigi patofizyolojik
durumun tanisina katkida bulunacagi ve bahsedilen parametrelerin etkiyen maddelere gore
degisecegi hipotezini kuruldu. Histopatolojik 6rneklerde gruplar arasinda ne tiir farkliliklar

oldugu ve varsa bu farkliliklarin arastirilmasi planlanmistir.



3. GEREC, YONTEM ve BULGULAR

3.1.Calismaya Ait Bilgiler ve Calisma Sahasinin Hazirlanmasi

Hipotez: Karbondioksit ve karbonmonoksite maruz kalan siganlarda beyin ve kan
dokusunda biyokimyasal aktivitedeki degisimlerin tespiti ve néroglobin gen ifadesindeki

etkisinin belirlenmesi amagland.

Arastirma Tipi: Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun
2014/ A—90 no'lu karari ile onaylanmis deneysel hayvan galismasidir.

Arastirmanin Evreni ve Orneklem Biiyiikliigii: Indnii Universitesi Deney Hayvanlar
Uretim ve Arastirma Merkezinde (INU-DEHUM) iiretilen ortalama 300 gr (50 gr)
agirhiginda 24 adet geng erkek Wistar albino tiirii rat kullanildi. Ratlar, INU-DEHUM’de,
15 giin siireyle 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamin saglandigi ve aspiratorlerle
stirekli havalandirilan 21+ 2°C’lik odalarda tutuldular. Ratlar deneyin yapilacag: siireye

kadar 15giin boyunca usuliine uygun bir sekilde beslenmeleri saglandi.

Karbonmonoksit ve karbondioksit maruziyetinin saglayabilecegi cam izolasyon
sisteminin igleyisine iliskin kontroller yapildi ve problem olmadan sistemin isledigi
anlasildi. Deneyde kullanilan karbonmonoksit ve karbondioksit tiipleri, 6zel gaz analiz

sertifikalari ile birlikte, HABAS AS. Elazig Bolge Miidiirliigii tarafindan saglandi.

Resim 7: Deneyin yapildigi izole sistem ve kalite kontrollii sertifikali CO/ CO;, tiipleri



3.2. Deneyin Yapilisi

Deney Gruplari: Calismada kullanilan 24 adet rat 3 gruba ayrilmis olup her grupta
8 tane hayvan bulunmaktadir. Yaptigimiz bu arastirmada karbonmonksit ( %0,05) ve
karbondioksit (%20) gazlar1 kullanildi. Gaz karigimlart kuru hava ile tamponize sekildedir.

Oranlara iliskin kontrol sertifikalart mevcuttur.

Grup | Sigan Kullanilan Gaz | Gazn Uygulama Uygulama
No Sayist Orani Stiresi hiz1

1 8 Kontrol |- | eeem | e

2 8 Karbondioksit | %20 15 dk 0,1 L/dk
3 8 Karbonmonoksit | %0,05 15 dk 0,1 L/dk

Tablo 1: Calismada kullanilan deney gruplarina uygulanan karbondioksit ve

karbonmonoksit dozu, uygulama siiresi ve ortam kosullarinin gésterilmesi

1.Grup; kontrol grubu i¢in sadece standart takip yapildi. Deney sonunda analjezik
ve anestezik madde uygulandi. Tiim viicut kan1 antioksidan enzim aktivitelerinin tayini igin
kalpten alindi. Bu islemleri takiben dekapitasyon islemi uygulanarak beyin dokusu
cikarildi. Alman kanlarmn bir kismi1 zaman kaybetmeksizin kan gazi &lgiimii i¢in Indnii
Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Kan Gazi Analiz Laboratuvarma yonlendirildi ve
analizler yapildi. Geriye kalan kan 6l¢iim yapilacak ortamin saglanmasi ve uygun sartlarin
olusturulmasina kadar -86°C’lik sogutucuya konuldu. Cikarilan beyin dokusu yeteri kadar

parcas1 genetik analizler ve biyokimyasal analizler i¢in alind1.

2.Grup; Boyutlar1 90x60x70 cm olan cam izolasyon sistemi kontrol edildi. Deney
diizenegi, baglanti hortumlar, tiipe bagli diizenleyici manometre ve giivenlik ayarlari
kontrol edildi. Deney sistemine karbondioksit gazi 0,1L/dk olacak sekilde verilerek
karbondiokside (%20 lik) maruz birakma islemi yapildi. Ugucu olan bu gazin, gazlarin
dagilimi ilkesine gore kapali kabin hacmini almasi ve 6z kiitlesinin havadan agir olmasi
nedeniyle cam izolasyon sisteminin alt ugtaki borusundan gaz girisi, kars: st taraftaki
borusundan gaz cikis olacak sekilde diger borularin kapatilmasi saglandi. Bdoylece
sicanlarin ilgili gaza maruz kalacagi deney ortamimin her alaninda esit dagilim olmasi
amagclandi. Siganlar ikiserli gruplar halinde kapali gaz sistemi icerisinde belirtilen gazlara

15 dakika maruz birakildi.



Deney sonunda analjezik ve anestezik madde uygulandi. Tim viicut kani
antioksidan enzim aktivitelerinin tayini i¢in kalpten alindi. Bu islemleri takiben
dekapitasyon islemi uygulanarak beyin dokusu ¢ikarildi. Alinan kanlarin bir kismi1 zaman
kaybetmeksizin kan gazi dl¢iimii igin Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Kan
Gaz1 Analiz Laboratuvarina yonlendirildi ve analizler yapildi. Geriye kalan kan olgiim
yapilacak ortamin saglanmasi ve uygun sartlarin olusturulmasina kadar -86°C’lik
sogutucuya konuldu. Cikarilan beyin dokusu yeteri kadar parcasi genetik analizler ve

biyokimyasal analizler i¢in alindi.

3.Grup; Boyutlar1 90x60x70 cm olan cam izolasyon sistemi kontrol edildi. Deney
diizenegi, baglanti hortumlar, tliipe bagli diizenleyici manometre ve giivenlik ayarlari
kontrol edildi. Deney sistemine karbonmonoksit gazi 0,1L/dk olacak sekilde verilerek
karbonmonoksit (%0,05 lik) maruz birakma islemi yapildi. Ugucu olan bu gazin, gazlarin
dagilim ilkesine gore kapali kabin hacmini almasi ve 6z kiitlesinin havadan hafif olmasi
nedeniyle cam izolasyon sisteminin iist ugtaki borusundan gaz girisi, kars1 alt taraftaki
borusundan gaz ¢ikis olacak sekilde diger borularin kapatilmasi saglandi. Boylece
sicanlarin ilgili gaza maruz kalacagi deney ortaminin her alaninda esit dagilim olmasi
amaglandi. Sicanlar ikiserli gruplar halinde kapali gaz sistemi icerisinde belirtilen gazlara

15 dakika maruz birakildu.

Deney, yontemde belirtilen bilgiler 15181inda yapildiktan sonra ratlara analjezik ve
anestezik madde uygulanarak, usuliine uygun bir sekilde dekapite edildi. Kan ve beyin
dokular1 genetik ve biyokimyasal calimalar yapilmak {izere alindi. Alinan beyin dokulari,
koronal diizlemde iki parcaya boliinerek bir yarisi calismanin genetik basamagi i¢in ayrildi.
Kalan beyin dokusu ve kan ise biyokimyasal analizler i¢in ayrildi. Alinan 6rnekler gerekli
analizlerin yapilacag: siireye kadar -86 derecede korunmak iizere ilgili laboratuvarlara

usuliine uygun olarak iletildi.

Tiim viicut kani antioksidan enzim aktivitelerinin tayini i¢in kalpten alindi. Bu
islemleri takiben dekapitasyon islemi uygulanarak beyin dokusu ¢ikarildi. Alinan kanlarin
bir kism1 zaman kaybetmeksizin kan gazi 6l¢iimii igin Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi Kan Gazi Analiz Laboratuvarina yonlendirildi ve analizler yapildi. Geriye kalan
kan Ol¢lim yapilacak ortamin saglanmasi ve uygun sartlarin olusturulmasina kadar -
86°C’lik sogutucuya konuldu. Cikarilan beyin dokusu yeteri kadar parcasi genetik analizler

ve biyokimyasal analizler i¢in alind1.



Resim 8: Deneyin yapildig: alan



3.3.Analizlerin Yapihsi ve Analiz Bulgular:
3.3.1.Kan Gaz1 Analizleri ve Analiz Bulgular

Tiim viicut kan1 antioksidan enzim aktivitelerinin tayini i¢in kalpten alindi. Alinan
kanlarm bir kismi1 zaman kaybetmeksizin kan gaz1 6lgiimii igin indnii Universitesi Turgut

Ozal Tip Merkezi Kan Gaz1 Analiz Laboratuvarina yonlendirildi ve analizler yapildi.

Resim 9: Yapilan kan gazi 6l¢iim sonuglari ¢iktisi

Resim 10: Kan gaz1 dl¢iimiiniin yapildigt TOTM kan gazi laboratuar.



pH pCO2 pO2 Hb Hct
Kontrol 7,30+ 0,05% | 56,52+8,87% | 13,93+3,91° 12,60+4,42°% | 38,77+13,39°%
CcO, 7,23+ 0,05 | 70,08+8,48" | 11,66+5,56% 16,26+ 0,75° | 49,68+2,31%
CcO 7,24+ 0,05%® | 59,76+4,89% | 7,76+ 4,19°" 14,91+1,46% | 41,76+11,60%
FO2Hb cK cNa cClI cHCO3

Kontrol 9,60+5,00° 4,260,502 137,50+2,61% | 114,12+7,23% | 23,07+ 2,01°

ab b ab ab 21’37i 2’23
CO, 8,38+ 4,78 3,55 +0,64 138,5+ 5,15% | 112,754+5,92 o
CcO 7,3845,82% 3,75+ 0,42%® | 139,62+3,15% | 116,87+8,33% | 19,87+ 2,42°

Tablo 2: Kan gazi1 parametrelerine ait sonuglar

% sozkonusu parametre icin gruplar aras: istatistiksel olarak anlaml fark yok (p>0,05)
® sdzkonusu parametre i¢in gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark var (p<0,05)
® szkonusu parametre i¢in gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark yok ama

artis ya da azalig var.

pH seviyesi

7,4

7,35
7,3
7,25
7,2
7,15

7,1

7,05

Kontrol grubu

CO2 grubu

CO grubu

# pH seviyesi

I st sapma

a kntrl grup
ab ists fark yok
b ists fark var

Grafi 1: Her iki grupta da etkilenmekle birlikte, CO, grubunda anlamli diizeyde azalmus.
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Grafi 2: Kontrol grubuna gore, her iki grupta etkilenmekle birlikte, CO grubunda anlaml

diizeyde azalmis.

CO grubundakilerde COHb seviyeleri

# karbonmonoksit

Grafi 3: COHb diizeyi diger grublarda negatif oldugu i¢in sadece karbonmonoksit verilen
grupta incelendi, ayni kosullardaki her sicanda farkli diizeylerde oldugu gozlendi.
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Grafi 4: Kontrol grubuna gore, CO2 grubunda anlamli diizeyde artmis, CO grubunda

anlamli farklilik yok.
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Grafi 5: Kontrol grubuna gore, her iki grupta etkilenmekle birlikte, CO; grupunda anlamli

diizeyde azalmas.
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Grafi 6: Kontrol grubuna gore, CO2 grubunda anlamli diizeyde yiiksek, CO grubunda

anlamli farklilik yok.
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Grafi 7: Her iki grupta etkilenmekle birlikte, gruplar aras1 anlamli farklilik yok
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Grafi 8: Her iki grupta etkilenmekle birlikte, gruplar aras1 anlamli farklilik yok

cK+
6
a

5 a ab
4 L
3

# cK+
2 I st sapma

a kntrl grup
1 ab ists fark yok
o b ists fark var

Kontrol grubu CO2 grubu CO grubu

Grafi 9: Kontrol grubuna gore, her iki grupta etkilenmekle birlikte, CO, grubunda anlamli

diizeyde azalmas.
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Grafi 10: Her iki grupta etkilenmekle birlikte, gruplar arasi1 anlamli farklilik yok
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Grafi 11: Her iki grupta etkilenmekle birlikte, gruplar arasi anlamli farklilik yok



3.3.2.Histopatolojik Analizler
3.3.2.1. Histopatolojik Analiz Hazirhiklar:

Histopatolojik incelemeler i¢in alinan beyin doku ornekleri %10’luk formaldehit
icerisinde tespit edildi. Tespit edilen dokulara rutin doku takip islemleri uygulandi ve doku
ornekleri parafin bloklar i¢ine gémiildii. Hazirlanan bloklardan 5 um kalinliginda kesitler
alindi. Alinan kesitler Hematoksilen- Eozin boya metodu ile boyandi. Kesitler Leica DFC
280 151k mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz sistemi kullanilarak incelendi ve

fotograflandi.

3.3.2.2. Histopatolojik Analiz Bulgular:

KONTROL GRUBU

Resim 11: Kontrol grubunda beyin dokusu normal histolojik goriiniimde izlendi. A:H-E;
X20, B: H-E; XA40.



CO GRUBU

Resim 12: CO grubunda ise beyin dokusunda pia materde vaskiiler konjesyon (oklar) (A),
serebral kortekste yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonu (siyah oklar) ve vaskiiler

konjesyon (beyaz ok) (B), hemoraji (siyah oklar) (C) ve néron dejenerasyonu (D) gozlendi.

A: H-E; X20, B: H-E; X10, C,D: H-E; X40



COz2 GRUBU

Resim 13: CO, grubunda ise pia materde az miktarda konjesyon (oklar) (A), hafif
derecede mononiikleer hiicre infiltrasyonu (oklar) (B), noron dejenerasyonunda azalma (C)

oldugu tespit edildi. A, B:H-E; X20, C: H-E; X40.
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Resim 14: Kontrol grubunda beyincik dokusunda normal histolojik goriiniimde Purkinje

hiicreleri (A), CO grubunda ise dejenere Purkinje hiicreleri (B), CO, grubunda ise daha az
dejenere Purkinje hiicreleri oldugu tespit edildi. A, B, C:H-E; X40.



3.3.3.Biyokimyasal Analizler

3.3.3.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan alman dokular tartilarak cam tiiplere konuldu. Uzerine 1/10
(g/h) oraninda diliisyon olacak sekilde %1,15°lik potasyum kloriir ilave edildikten sonra
sogukluklart muhafaza edilerek cam-teflon homojenizatérde 16.000 devir/dakika hizda 3
dakika homojenize edildi. Hazirlanan bu homojenatlarda doku TBARS(MDA) ve protein
tayinleri yapildi. Geri kalan homojenat +4°C‘de 45 dakika siireyle 3500 rpm’ de santrifiij
edilerek siipernatant elde edildi. Bu siipernatantlarda GSH ve protein diizeyleri ile GSH-PX
ve CAT enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Geri kalan siipernatant kismina kloroform/etanol (3/5,
h/h) karisimindan olusan ayirag 1/1 (h/h) oraninda ilave edildi ve vorteks yardimiyla
karistirlldi. Daha sonra 45 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Ustte kalan
kloroform/etanol fazinda SOD enzim aktivitesi ve protein Olglimleri tekrar yapildi.

Kullanilan Alet ve Cihazlar

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)

Isolab
Beher (25, 50, 100 ml)
Bidistile su cihazi GFL 2104
Cam tiip (16x100 mm)

Isolab
Erlen (25, 50, 100, 250 ml)
Hassas terazi Denver instrument Apx-153
Homojenizator B.BRAUN 853022
Inkiibator Niive FN500
Manyetik karistiric Colara Magnetomix
Mavi ve sari pipet ucu Isolab
Mikro pipet (10-100, 100-1000

Thermo Labsystems
ul)
pH metre WTW pH 340i
Sogutmali santrifiij Hettich Universal 320R
-20°C sogutucu Arcelik 2553 D
Spektrofotometre Techcomp UV 7500
Spektrofotometre kiiveti
Su banyosu Niive NB9
Vorteks Velp Scientifica 10.0176

Tablo 3: Biyokimyasal analizlerde kullanilan alet ve cihazlar



Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Amonyum siilfat Merck 1216
Bakir-2-kloriir Merck 2733
Bakir-2-siilfat Merck 1.02787

Disodyum etilendiamintetraasetik Sigma E5134

asit dihidrat

Disodyum hidrojen fosfat-2-hidrat Merck 6580
5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit AppliChem 69-78-3

Etanol Riedel 32221

Folin&ciocalteus-phenol Reaktifi Sigma F9252

Glutasyon peroksidaz Sigma G6137

Glutasyon rediiktaz Sigma G3664

Hidrojen peroksit (%35)

Merck 1.08600

Hidroklorik asit (%37)

Merck 1. 00314

Indirgenmis glutasyon Sigma G4251
Indirgenmis nikotinamid adenin Sigma N1630
diniikleotid fosfat
Ksantin Sigma X7375
Ksantin oksidaz Sigma X4376
Kloroform Merck 2431
Likopen FS %10 FS DSM redivivoTM 0108
Nitroblu tetrazolyum kloriir Sigma N6639
Potasyum dihidrojen fosfat Merck 4873
Potasyum hidroksit Merck 5032
Potasyum klortir Merck 4936
S1g1r serum albiimini Fluka 05470
Sodyum azid Riedel 35088
Sodyum hidroksit Sigma S-0899

Sodyum karbonat

Merck 1. 06398. 1000

Sodyum kloriir

Merck 1. 06404. 1000

Sodyum potasyum tartarat

Merck 8085. 1000

1,1°,3,3’- Tetraetoksipropan

Acros Organics 122-31-6

2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-

AccuStandard D-404N

TrihoFoésétik asit

Merck 807

Tris tamponu

Sigma T6066

2-Tiyobarbitiirik asit

Merck 1. 08180. 0025

Tablo 4: Biyokimyasal analizlerde kimyasal maddeler




Doku TBARS Diizeylerinin  Olgiimii; Doku TBARS diizeylerinin tayini

spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. tarafindan 6nerilen metoda gore yapildi (97).

Prensip: doku TBARS tayini; aecrobik sartlar altinda ve pH:3,5’te, doku
homojenatinin  kaynar su banyosunda bir saat inkubasyonu sonucu, lipit
peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA (malondialdehit)’nin TBA (tiyobarbitiirik
asit) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iimii

esasina dayanir.

Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii; Siiperoksit dismutaz, oksidatif
enerji {iretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin (O;) hidrojen peroksit

(H202) ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir.

Dokulardaki SOD enzim aktivitesi Sun ve ark. tarafindan tarif edilen metoda gore

yapild1 (98).

Prensip: SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iretilen siiperoksitin
nitroblue tetrazolium (NBT) indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Olusan siiperoksit
radikallerinin NBT’yi indirgemesi ile olusan renkli formazon spektrofotometrik olarak
ol¢iiliir. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadig1 ortamlarda
indirgenme meydana gelerek mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda
ise indirgenme olmayip mavi-mor renk olusmaz ve enzim aktivitesine bagli olarak daha

acik bir renk olusur.

Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Olgiimii; Glutatyon peroksidaz, rediikte

glutatyonu kullanarak H,O’nin suya doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir.

Dokulardaki GPx aktivitelerinin tayini Beutler tarafindan tarif edilen metoda gore

yapild1 (99).

Prensip: glutatyon peroksidaz, H,O, varliginda GSH’yi okside glutatyon (GSSG)’a
doniismesini katalize eder. H,O,’ nin bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu GSSG,
glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a doniistiiriiliir. GPx aktivitesi,
deney ortamindaki NADPH’1n NADP+’ya cevrilmesi ile optik dansiditede meydana gelen

absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi ile hesaplanr.



Doku Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Olgiimii; Katalaz, Katalitik aktivitesiyle

H202’yi dekompoze ederek su ve oksijene doniistiirmektedir.

Dokulardaki CAT enzim aktivitelerinin tayini Aebi tarafindan tarif edilen metoda
gore yapildi (100).

Prensip: Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamina ilave edilen HO,’nin CAT enzimi tarafindan
pargalanmasi, ultraviyole spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edilir.

Absorbansta goriilen bu azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

Doku Rediikte Glutatyon (GSH) Olgiimii; Dokulardaki GSH aktiviteleri Ellman
tarafindan ditiyonitro benzoik asit geri ¢evirim metodu olarak tanimlanan yonteme gore

tayin edildi(101).

Prensip:  5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), siilthidril bilesikleri
tarafindan rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturur. Bu sar1

renkli bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda dlgiilerek GSH aktivitesi saptanir.

Doku Protein Olgiimii; Homojenat ve siipernatantlardaki protein miktari tayinleri

Lowry ve ark. tarafindan tarif edilen yonteme gore 6l¢iildii(102).

Prensip: Alkali bakir ayiracindaki Cu™" peptid baglar1 ile kompleks yapmaktadir.
Her 7 veya 8 aminoasit artig1 1 atom bakir baglamaktadir. Folin- Fenol ayiraci, bakir ile
muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi bir renk sekillenir. Olusan bu renk

700 nm’de okunur.

Biyokimyasal degiskenlerdeki istatistiksel analizler; “SPSS for Windows 12.0
paket programi kullanilarak yapildi. Normallik testi yapildiktan sonra tek yollu varyans
analizi (One Way ANOVA) ile gruplar aras1 farkliliklar karsilagtirildi. Sonuglar ortalama +
standart hata olarak ifade edildi ve p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.



3.3.3.2. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

TBARS GSH CAT SOD GPx

(nmol/g nmol/ml kU/mg (U/mg (U/mg

doku) protein protein) protein)
Kontrol 2724236 | 95.8421,8* | 0,0114+0,001° | 18,9+3,86% | 262,8+88,5
CO, 26,7+5,00% | 82,6+16,4" | 0,0047+0,0007° | 15,6+3,46™ | 243,4+82,0°
co 37,542,82° | 75,1+13,1° | 0,0026+0,0006° | 14,5+2,22° | 212,9+29,2°

Ayni siitundaki a,b harfleri gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir(p<0,001).

Tablo 5: CO, CO2 verilen ratlarda beyin dokusu TBARS, GSH, CAT, SOD ve GPx
diizeyleri. (n=8, mean+SD)

TBARS Seviyeleri
45 b
40 ¥
35
30
25 -
20 # TBARS (nmol/g doku)
15 1 | st sapma
10 a kntrl grup
5 - ab ists fark yok
0 . . . b ists fark var

Kontrol grubu CO2 grubu CO grubu

Grafi 12:Karbonmonoksit grubunda TBARS diizeyi kontrol ve karbondioksit grubuna
gore anlamli seviyede yiiksek.




GSH Seviyeleri
140
a
120
100
80 -
60 - # GSH nmol/ml
40 1 | st sapma
20 - a kntrl grup
ab ists fark yok
0 - - bists fark var
Kontrol grubu CO2 grubu CO grubu

Grafi 13: Karbonmonoksit grubunda GSH diizeyi kontrol ve karbondioksit
grubuna gore anlamli seviyede diisiik. Karbondioksit grubunda GSH diizeyi kontrol
grubuna gore degismis, ancak istatistiksel olarak anlamli seviyede degil.

CAT Seviyeleri

0,014 3
0,012

0,01
0,008
0,006 b # CAT kU/mg protein
0,004 b I st sapma

a kntrl grup
0,002 ab ists fark yok
0 . . b ists fark var
Kontrol grubu CO2 grubu CO grubu

Grafi 14: Karbondioksit ve karbonmonoksit gruplarda CAT diizeyi kontrol
grubuna gore anlamli seviyede diisiik.



SOD Seviyeleri

25 a

I ab

# SOD(U/mg protein)

| st sapma

a kntrl grup

ab ists fark yok
b ists fark var

Kontrol grubu CO2 grubu CO grubu

Grafi 15:Karbonmonoksit grubunda SOD diizeyi kontrol ve karbondioksit grubuna
gore anlamli seviyede diisiik. Karbondioksit grubunda SOD diizeyi kontrol grubuna gore

degismis, ancak istatistiksel olarak anlamli seviyede degil.

GPx Seviyeleri

400
350
300
250
200 :
g GPx(U/mg protein)
150
I st sapma

100 a kntrl grup

50 ab ists fark yok

0 b ists fark var

Kontrol grubu CO2 grubu CO grubu

Grafi 16: Karbondioksit ve karbonmonoksit gruplarinda GPx diizeyi kontrol
grubuna gore degismis, ancak istatistiksel olarak anlamli seviyede degil.



3.3.4.Molekiiler Genetik Analizler
3.3.4.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Beyin dokusu Ngb mRNA seviyelerinin tespiti i¢in gruplardan alinan doku
ornekleri steril sartlarda buz lizerinde kii¢lik pargalar halinde kesilerek RNA saklama
¢ozeltisi i¢ine konuldu ve bu dokulardan Roche firmasinin iirettigi “High Pure RNA Tissue
kit” (lot no: 10156400) kullanilarak toplam RNA saflastirilmasi yapildi. Protokole gore
once 25 mg doku tartildi ve tlizerine 350ul  “Lysis Buffer” eklendi. Daha sonra
homojenizatérde 13,500 rpm hizda yaklasik 1 dakika buz iizerinde homojenize edildi.
Daha donra homojenatin {izerine hacminin yaris1 kadar etanol eklendi bu karisim
vortexlendikten sonra 13000xg’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolonun altindaki
koleksiyon tiipii dokiildii ve tekrar takilarak isleme devam edildi, daha sonra kolona 100 pl
“Dnase” eklendi ve 15 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 500 pl
Wash buffer I eklenerek ve 8000x g de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi, {izerine
500 pl Wash buffer II eklendi ve 8000x g de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.
Daha sonra iizerine 300ul Wash buffer II eklendi ve 13000xg’de 2 dakika oda sicakliginda
santrifiij edildi. Santrifiij sonrast koleksiyon tiipii atildi ve kolon steril bir ependorf tiipe
alind1 bu islemden sonra kolona 100 ul “Eliisyon buffer” eklendi ve 8000xg’de 1 dakika
oda sicakliginda santrifiij edildi tiipte toplanan sivi total RNA olarak elde edildi.

“High Pure RNA Kit Protokoli” kiti ile beyin dokusu orneklerinden saflastirilan
toplam RNA’larda herhangi bir yikimin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla 6rnekler,
% 1 agaroz jelinde ve 1X TBE tamponu ile 100 mV’de elektroforez islemine tabi tutuldu.
RNA goriintiillemesi UVP marka ChemiDoc it? sistemi ile ultraviyole 1s1k altinda
gerceklestirildi Saflastirilan RNA’larda 28S ve 18S ribozomal bantlarinin varligi ve
herhangi bir yikilim olmadig: goriildii (resim 15).

28S

18S

Resim 15: Her bir gruba ait beyin doku 6rneklerinden saflagtirilan RNAlar.



Ayrica dokulardan saflagtirilan RNA Orneklerinin  spektrofotometrik analizleri

yapildi, orneklerin saf RNA igerdigi tespit edildi. Orneklerin RNA’lar1 miktar ve saflik

tayini i¢in “Biotek” marka spektrofotometre cihazi ile “Gen5” programlar1 kullanilarak

260 ve 280 nm UV spektrumda Olgiildii. RNA miktar1 ng/puL cinsinden hesaplandi ve
260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA 6rnekleri cDNA sentezinde kullanildi (Tablo 1).

3.3.4.2.Molekiiler Genetik Analiz Bulgular:

Numune No Absorbans: 260/280 RNA miktari: ng/pl
1 2.0 190.4
2 2.0 219.6
- 3 2.0 146.0
o 4 2.0 154.9
8 5 2.0 221.7
Y 6 2.0 200.2
7 2.0 188.9
8 2.0 146.1

KARBONMONOKSIT | KARBONDIOKSIT

17 2.0 136.7
18 2.0 137.2
19 2.1 183.5
20 2.0 225.9
21 2.1 170.4
22 2.1 192.3
23 2.1 88.9
24 2.0 130.3

Tablo 6:Gruplarda Olgiilen doku RNA spektrofotometrik absorbans degerleri ve RNA

miktarlari.




c¢DNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢in Roche firmasinin irettigi “Transcriptor First strand cDNA
Synthesis™ kiti (Lot no:14585924)” kullanildi. cDNA sentezi firmanin onerdigi sekilde
yapildi. Kisaca 100 ul’lik PZR tiipiine 220 ng toplam RNA, 1 ulOligodT18 (50 pmol/ul), 1
ul Random Hexamer Primer (600 pmol/ul) ve toplam hacim 13 pl olacak sekilde bidistile
su eklendi ve karistirildi. Daha sonra 65 “C’de 10 dakika PZR makinesinde 1sitildi. Bu
karisimin iizerine 4 pl “Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer”, 0,5 pl
“Protector RNase Inhibitor”, 2 pul DeoxynucleotideMix (her niikleotid i¢in 10 mM
konsantrasyonda), 0,5 pl “Transcriptor ReverseTranscriptase” enzimi eklendi ve boylece
toplam hacim 20 pl oldu. Karigtirilan numuneler PZR makinesinde 25 *C’de 10 dakika, 55
°C’de 60 dakika ve 85 “C’de 5 dakika 1sit1ld1 daha sonra -20 °C’de analize kadar saklandi.

Ger¢ek Zamanli PZR Protokolii

Gergek zamanli PZR analizi; Roche Light Cycler 96 gercek zamanli PZR cihazi,
Roche firmasinin {rettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Lot no:
10048800)” ve “Real Time Ready Assay (B-Actin lot no: 90017829, Config no:
100081783 NGB lot no: 90017828, config no: 100099177”(8 pmol/ul) hidroliz problu
primerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde hazirlandi. Bunun i¢in 5
pl master mix, 0,5 pl real time ready mix, 2 pl PCR kalitesinde su ve 2,5 pl cDNA olacak
sekilde hazirlandi. Calismada her 6rnek icin 3 tekrar yapildi. PZR sartlari firmanin 6nerdigi
sekilde yapildi; ilk denaturasyon 95°C’de 10 dakika, ikinci denaturasyon 95°C‘de 10
saniye, baglanma 60°C’de 30 saniye ve polimerizasyon 72°C’de 1 saniye olarak
olusturuldu ve 55 dongii tekrarlandi. Tablo 2’de dizilimleri ve biiyiikliikleri verilen

primerler NGB gen ifadelerinin analizinde kullanildi.

GEN ADI | Primer dizisi (Forward ve NCBI Reference | 111 bp
Reverse) Sequence
Number
Actb F:5° NM_031144.3 79 bp
CTAAGGCCAACCGTGAAAAG
3
Ngb R: 5’ NM_033359 Beklenen Primer PCR
GCCTGGATGGCTACGTACA rtin bityiklagi
3 (Amplifikasyon iiriinii)

Tablo 7: Primer dizilimleri (EK1 ve Ek 2)



Her bir 6rnekten saflastirillan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, f—aktin ve Ngb
genlerine 6zgii primerler kullanilarak gergek zamanli PZR ile ¢ogaltild1 (Sekil ) ve Ngb

gen ifadesindeki degisimler f—aktin genine oranla belirlendi.

5.400
5.100
4.800
4.500
4.200
3.900
3.600
3.300 Actb
3.000
2.700

2.100

1.500
1200 Ngb

0.900

Negatif

3.00 6.00 $.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42.00 45.00 48.00 51.00 54.00

Grafi 17: “Hydrolysis Probe” kimyasi kullanilarak  —aktin ve Ngb mRNA’larindan
sentezlenen cDNA’larin gercek zamanli PZR ile ¢ogaltimi sirasindaki olusan ¢ogalim
egrileri.

p —aktin ve Ngb cDNA’lar1 kullanilarak yapilan ger¢cek zamanli PZR sonrasi agaroz

jelinde oOrnekler kosturularak primer baglanmasinin 6zgilligii kontrol edildi. Analiz

sonucunda her iki gen i¢in de tek ve istenilen boyda bir DNA bandi olustugu goriildii

(Sekil ).

o x = = v
k- = = x .
2 o

§ S 5 ) )
< < 2 2

Resim 16: p —aktin ve Ngb c¢DNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz jel (%1.5)
elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50 bp DNA Markeri’dir (Bioron, 50 bp,
catalog no: 304007).



Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiki analizinde MedCalc® (11.4.2.0) programi kullanildi. Beyin

dokusu gen ifade degerlerinin Shapiro-Wilk testi ile analizi yapilmasi sonucunda normal

olmayan dagilim gosterdikleri belirlendi (p<0,05) ve veriler ortanca (minumum-

maksimum) olarak gosterildi. Gruplar arasinda herhangi bir farkin olup olmadigi Kruskal-

Wallis testi ile degerlendirildi.

Gruplar (n=8)

Ortanca (Min-Maks)

Kontrol 0,014 (0,0089-0,039)
cO2 0,035 (0,011-0,075)
co

0,034 (0,011-0,058)

Tablo 8: Beyin Ngb gen ifadeleri

0,08 T
0,07 -

0,06 -

0,05 -

0,04

0,03

0,02

0,01

Noroglobin Min

Noroglobin Ortanca

Noroglobin Max

B Kontrol grubu
B CO2 grubu
CO grubu

Grafi 18: Beyin Ngb gen ifadeleri (minimum, maksimum,ortanca degerleri)

Beyin Ngb Gen ifadeleri arasinda Kruskal-Wallis testi sonrasi herhangi bir anlaml1 fark

tespit edilemedi (P=0,143)




Ek 1: p—aktin (Actb) Gen Dizilimi

Sican f—aktin geninin 1293 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki
yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_031144.3

1 gtcgagtccgcegtccacccgegagtacaaccttcttgcagcetecteegtegecggtecac
61 acccgccaccagttcgecatggatgacgatatcgetgegetegtegtcgacaacggcetec
121 ggcatgtgcaaggccggcttcgcgggegacgatgetcceegggecgtetteecctecate
181 gtgggccgecctaggcaccagggtgtgatggtgggtatgggtcagaaggactcctacgtg
241 ggcgacgaggceccagagcaagagaggcatcctgaccctgaagtaccecattgaacacgge
301 attgtcaccaactgggacgatatggagaagatttggcaccacactttctacaatgagctg
361 cgtgtggcecctgaggagceaccctgtgetgetcaccgaggeccctctgaaccctaaggec
421 aaccgtgaaaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagccatgtacgta
SSSSS>>>>>>> <<<<<<<<
481 gccatccaggctgtgttgtcectgtatgectctggtegtaccactggceattgtgatggac
<<LLLLLLLLL
541 tccggagacggggtcacccacactgtgeccatctatgagggttacgegetceectcatgee
601 atcctgcgtctggacctggetggecgggacctgacagactacctcatgaagatcetgacc
661 gagcgtggctacagcttcaccaccacagctgagagggaaatcgtgegtgacattaaagag
721 aagctgtgctatgttgccctagacttcgagcaagagatggecactgccgcatcctcttce
781 tccctggagaagagctatgagetgectgacggtcaggtcatcactatcggceaatgagegg
841 ttccgatgccccgaggctcetettccagecttectteetgggtatggaatectgtggeate
901 catgaaactacattcaattccatcatgaagtgtgacgttgacatccgtaaagacctctat
961 gccaacacagtgctgtctggtggcaccaccatgtacccaggceattgctgacaggatgeag
1021 aaggagattactgccctggctcctagcaccatgaagatcaagatcattgetcctectgag
1081 cgcaagtactctgtgtggattggtggctctatcctggectcactgtccaccttccageag
1141 atgtggatcagcaagcaggagtacgatgagtccggceccctccatcgtgcaccgcaaatge
1201 ttctaggcggactgttactgagctgegttttacaccctttctttgacaaaacctaacttg
1261 cgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> {leri primer

<<<<<< Geri primer



Ek 2: Ngb Gen Dizilimi

Sican Ngb geninin 1773 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki
yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No:NM_0333359.3
1 gaaacagcccaggggctcagcaatttctgttagactctgaagcccggacatttcccagge
61 ctcgggtagtcecctaaggcgggtgcagagggagcegcegcaagectecctgggecagagtgg
121 gtgggagccaccgtagctttaaagggceggttctctgggagettcggggtgcagggegeag
181 ctgcccaagcggggtccccggaagegeccgeggecaagetggecctgeacatectctggg
241 ctggaccagcaaagacaccgttgctgggecccgeccgactaaggcactgggectggaggg
301 gggctcccccgcegtetccgaggagatggegctgeatgtgegttgacgecgtgeccacgec
361 tcgagggtcccatcactgegtcccgegactctcctgggagagagagagtatggagegect
421 agagtcagagctgatccggcagagctggegggcagtgagecgcagecctctggaacatgg
481 cactgtcctgttctccaggctcttcgecctggaacccagectgetgcectctcttccagta
541 caatggccgccagttctccagtcctgaggactgtctctcctctccagaattcctggacca
SSSS>>>>>>>>>>
601 cattaggaaggttatgcttgtgattgatgctgctgtgaccaacgtagaggacctgtcttc
S>>>>>>>
661 actggaggagtacctggccaccttgggcaggaagcatcgggcagtgggagtgaggcetcag
<<LLLLLLLLLLLLLLLKL
721 ctccttctcgacagtaggtgagtcectgctctacatgetggagaagtgectgggteecga
781 ctttacgccggctacaaggaccgcectggagcecaactctacggagetgtggtgcaagecat
841 gagccgaggctgggacggggagtaagagacaagccagagceccctatctatgtgtgtetgt
901 ctgttgatctgcctgttgtagtcttagectctcccccagggtetetetgtacctcagtte
961 tcatccccttggccatccaagagaggtgataggagagggctggctcagetgetggtccac
1021 agcaaggaggtggatttccctcectcatcctcacagatgcactgetgcaggectggttag
1081 ctctcceccaggaagcagaacagttttggtagtgaggaggceatgggggttettctccgaga
1141 agctttctgtcaaggtgagggaaaagcaaactaggcttctagaatgttccattttgectg
1201 cccagtctctctgatactttcctgccaggctgtttactttccaacgatgaaggagagagg
1261 ctttagtgtttgtggggatctcaggcaaggggagcatggaagatggcattcttcagtgtc
1321 agtgggcaccctgggtctcagctgctcagataccacacaaaacctcttatgetettggtt
1381 cggcatttctggtagaagcaccccaatattctttttggggaaacctcgetggecagecag
1441 aatggagaagccagaagggcaaggaagaagagtaacctcatcccatggggcecctgagttc
1501 tggggctcctectgtcaccttactctcacagggctgaatcctgtctccacagcectettet
1561 gctcacccgccactctccagetgegggceccctaagtetgtgtttagcacttgaagtggac
1621 ctgtgtctgggcagatgagcgagagcaaatagagtgggaagggcccttgttcccattcce
1681 agacacctacactttcttgctctgtgccgtggttctgtagactcgcaaaaaataaacacg
1741 ctctgtgtgctgaccaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> {leri primer
<<<<<< Geri primer



4. TARTISMA ve SONUC

Kan gaz1 ve biyokimyasal analizlerde; viicutta oksidatif strese bagli olusan
metabolik siiregte ¢esitli etkilenmelerin mevcut oldugu goriildii. Yapilan kangazi analiz
sonuglarinda her iki madde i¢inde pH diizeyi ve HCO3 diizeyinde azalma olmasi ve asitlik
ortam1 gostermektedir. Na, CI ve K elementleri viicut asitliginin belirlenmesinde énemli
rol olmaktadir. Bizim ¢alisgmamizda bu elementlere ait degisikliklerin oldugu K seviyesinin
anlaml sekilde azaldig1r goriilmiistiir. Bu degisimlerin oksidatif stres ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Kangazi1 analizlerinde dikkat ¢eken diger vir nokta ise ayni ortamda, ayni
siirede ve sekilde Karbonmonoksite maruz birakilan siganlarda farkli dozlarda COHb
goriilmesidir. Bu bulgular literatiir bilgileri ile uyumludur. Cikan bu degisikliklerin

biyokimyasal parametrelerin degisimi neticesinde oldugu anlagilmaktadir(103-105).

Oksidatif stres, lipit peroksidasyonunun belirteci olan TBARS ile SOD, CAT, GPx
(enzimatik) ve GSH (enzimatik olmayan) enzimlerinden olusan antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki dengesizlik durumudur Dokularda olugabilecek serbest radikaller
ve diger ROS (reaktif oksijen tiirleri) iirtinleri SOD, CAT, GSH-Px, GSH-rediiktaz gibi
antioksidan savunma sistemleri tarafindan etkili bir bi¢imde temizlenebilmektedir. Oksidan
ve antioksidan denge arasindaki degisiklikler sonucunda meydana gelmekte ve ROT
lehindeki artiglar oksidatif hasar olarak goriilebilmektedir Oksidatif stres doniislimsiiz
hiicre hasar1 ve birgok enzimin inaktivasyonuna neden olabilmektedir Serbest radikaller
yiiksek reaktivitelerinden dolayr hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitleri ile
etkileserek lipit peroksidasyonunu baglatabilmektedir. Olusan lipit peroksitler kolaylikla
yikimlanarak basta MDA olmak iizere bir¢ok sekonder iiriinler meydana getirebilmektedir.
Bu iirlinlerin ¢ok ¢abuk bir sekilde ortamda farkl: iirlinlere doniismesi ve saptanmalarinin
zorlugu nedeniyle, bu ¢aligmada lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak TBA ile MDA
arasinda olusan tiyiibarbitiirik asit reaktif siibstanslariin (TBARS) diizeyleri analiz

edilmeye ¢alisilmistir (106-109).

TBARS, SOD, CAT, GSH ve GPx diizeylerine ait degerler tablo.... da verilmistir.
Yapilan degerlendirmeler sonucunda karbonmonoksit verilen ratlarda oksidatif hasarin
gostergesi olan TBARS diizeyinin kontrol ve diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde arttigi tespit edildi. Bununla birlikte karbonmonoksit uygulamasinin
antioksidan savunma sistemi elemanlari olan GSH, SOD ve CAT diizeylerinde istatistik

olarak Onemli diizeyde azalmaya neden oldugu tespit edildi. Bu sonuglara gore



karbonmonoksite maruz kalan beyin dokusunda hasar olustugu anlami g¢ikmustir.
Antioksidan savunma sistemi elemanlarindan GPx diizeyinde ise istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadig: tespit edildi. GPx enzimatik bir tepkime olmasi nedeniyle, bu
farkliligin GPx aktivitesinin maruziyetin ilerleyen donemlerinde artmasina bagh
olabilecegi diislintildii. Bu hasarin, oksijene gore 200-250 kat daha fazla bir afinite ile
hemoglobine baglanan, karbonmonoksitin olusturdugu histotoksik ve anemik hipoksinin

ayn1 anda s6z konusu oldugu asfiksi nedeniyle olusabilecegi diisiiniildii.

Karbondioksit verilen ratlarda oksidatif hasarin gostergesi olan TBARS diizeyinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farklilik olmadig tespit edildi.
Bununla birlikte karbondioksit uygulamasinin antioksidan savunma sistemi elemanlar1 olan
GSH, SOD ve GPx diizeylerinde diizeylerinde degisikliklere neden oldugu, ancak
istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik olmadigi tespit edildi. Antioksidan savunma
sistemi elemanlarindan CAT diizeyinde ise istatistiksel olarak onemli diizeyde azalmaya
neden oldugu tespit edildi. Karbondioksitin hemoglobin afinitesinin karbondioksite gore
diisiik olmas1 nedeniyle antioksidan mekanizmalardan GSH, SOD ve GPx diizeylerinde
biiytik bir degisiklik olmadigi goériildii. Katalaz, peroksizomlarda ve sitozolde bulunan ve
yapisinda hem igeren bir protein olup, H;O,’in molekiiler oksijen ve suya cevrilmesini
katalizler. CAT’mn burada anlamli bir sekilde etkilenmesindeki temel olayin hemoglobine
bagli olan CO; miktar1 nedeniyle kanda bulunan CAT {izerinde negatif etkiyi diger

antioksidanlara gore daha fazla artirmig olmasi olabilecegi diistiniildii.

Histopatolojik incelemelerde; kontrol grubunda beyin ve beyincik dokusu normal
histolojik goriiniimde izlendi (Resim 11A,B). Kontrol grubuna ait Hematoksilen- Eozin
(H-E) ile boyanan beyin dokusundaki noéronlarin 6kromatik niikleus ve niikleolusu
belirgindi (Resim 11B). Kontrol grubu beyincik dokusunun tabakalarinin ve Purkinje
hiicrelerinin normal histolojik goriiniimde oldugu tespit edildi (Resim 14A). CO ve CO2
gruplarinda ise beyin dokusunda bazi histopatolojik degisiklikler oldugu goézlendi. Bu
degisiklikler pia materde vaskiiler konjesyon (Resim 12A,13A), serebral kortekste belirgin
hiicre infiltrasyonu (Resim 12B, 13B), serebral kortekste vaskiiler konjesyon (Resim
12B,13B), hemoraji (Resim 12C) ve noronlarda dejenerasyon (Resim 12D, 13C)
(sitoplazmik biiziilme ve eozinofili gdsteren, piknotik niikleuslu ndronlar) olarak tespit
edildi. CO ve CO2 gruplan karsilastirildiginda CO grubunda histopatolojik hasarin daha
belirgin oldugu, CO2 grubunda ise daha hafif derecede oldugu tespit edildi. Ayrica CO



uygulanan grupta beyincik dokusunda ise Purkinje hiicrelerinde belirgin dejenerasyon
oldugu (Resim 14B), CO2 uygulanan grupta ise (Resim 14C) CO grubuna gore daha az
Purkinje hiicre dejenerasyonu oldugu tespit edildi. Bu hasarlardaki farkliligin, oksijene
gore 200-250 kat daha fazla bir afinite ile hemoglobine baglanan, karbonmonoksitin
olusturdugu histotoksik ve anemik hipoksinin ayni anda s6z konusu oldugu asfiksi
nedeniyle bu grupta daha ciddi seyrettigi diisiiniildii. Beyin ve dolayisiyla néronlar oksijen
ihtiyaclar yiiksek olan dokulardir. Ayni zamanda 6zgilin metabolizmalarini saglayan gesitli
enzimler nedeniyle, oksijen seviyesinin azalmasma bagli olusan hipoksinin yani sira,
disardan verilen maddelerin enzimler tizerindeki etkisine bagli dokuda farkli diizeyde hasar
olusturmaktadirlar. CO’in olusturdugu kimyasal hipoksi nedeniyle beyin dokusunun

hasarinin bu grupta CO,’na gore daha ciddi olacag: diiiiniildii (110-113).

Molekiiler genetik incelemelerde; her grup igin ayri ayri Ngb Gen ifadelerine
bakilmistir. Grup i¢inde farkli siganlarda tespit edilen Ngb mRNA diizeyleri arasinda genis
araliklar oldugu goriilmiistiir. Gruplarda ortalama Nbg gen seviyeleri artmig olmasina
ragmen yapilan istatistiksel olglimlerde (Kruskal-Wallis testi sonrasi) herhangi bir anlamli
fark tespit edilememistir. Ngb m RNA sentezinin ¢esitli durumlarda arttig1 ve néroprotektif
yonde etkisi oldugu bilinmektedir. Fordel E ve arkadasglarinin 2004 yilinda yaptigi
calismada; farkli oksijen orani igeren hipoksi durumlarinda, hiicredeki enerji iiretiminin
hiicre solunumundan anaerobik glikolize gecirilmesinde gorevi olan bir faktor olan
Hypoxia Inducible Factor lo (HIF-lo) seviyesindeki degisime oranla, ndroglobin
seviyesinin degisim miktarinin siirli oldugunu ve ndroglobin sentezi diizenleyen farklh
mekanizmalarin da olabilecegini bildirmislerdir. Bu c¢alismada literatiirii destekler

niteliktedir (90).

Yapilan kan gazi ve biyokimyasal analizler sonucunda farkli pH ve oksidatif stres
diizeyleri olusan gruplarda Ngb mRNA sentezinde olusan degisikligin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 anlasilmistir. Ayrica gruplar arasinda noroglobin mRNA diizeyinin
belirlenmesinde degisen toksik gazinda primer bir etkisinin olmadig1 anlasilmistir. Picotti
P ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; in vitro olarak globin tiirevlerinin
farkli pH degerlerinde (farkli asidik ortamlarda) fonksiyonel ve yapisal agidan olusan
degisimler analiz edilmistir. Noroglobin ve myoglobin ile yapilan ¢calismada pH diizeyleri

2 ve 7 olarak se¢ilmis olup, noroglobinin bu iki farkli pH diizeyi i¢in fonksiyonel ve



yapisal agidan, myoglobine gore daha stabil oldugu saptamislardir. Bizim ¢alismamizdan

¢ikan sonuclarda bu literatiir bilgisini destekler niteliktedir (92).

Noroglobin, son yillarda tanimlanan ve diger globin yapidaki proteinlere gore
mekanizmasi tam agiklanamamis olan bir proteindir. Noroprotektif etkisi oldugu cesitli
caligmalarda gosterilmistir. Noronal hipoksi, beyin travmasi, c¢esitli toksit maddelerin
belirli seviyelerinde (6rn; arsenik) arttigi tespit edilmistir. Ayrica apopitozis ve hiicresel
cesitli sinyal basamaklarinda rol aldig1 yoniinde hipotezler ve halen devam eden ¢aligsmalar
mevcuttur. Calismamizin  sonucunda Ngb geninin karbondioksit ve karbonmonoksit
maruziyetine bagl sentezinde bir degisiklik olup olmayacagini anlasilmasi hedeflenmistir.
Deney sonrasi gruplar arasi, beyin Ngb Gen ifadeleri arasinda Kruskal-Wallis testi sonrasi
herhangi bir anlamli fark tespit edilememistir (P=0,143) Uygulanan doz (CO; %20’lik, CO
%0,05’lik) ve siire igerinde (15 dk) sentez beyin Ngb Gen miktarinin gruplar arasi ortanca
degerinin arttig1 tespit edilmis ise de yapilan istatistiksel analizler neticesinde anlamli
farkliliklar tespit edilememistir. Literatiirde yapilan caligmalarin incelenmesi neticesinde
calismamizda  %0,05’1ik karbonmonoksit ~ dozu  secilmistir. Calismamizda
karbonomonoksite maruz birakilan grupta c¢ikan verilerde, karboksihemoglobin (COHb)
seviyesi 3,75+ 2,15 (min= 2,10; max=5,70) olarak olgiilmiistiir. Yapilan deney neticesinde,
maruziyet oranm ve siirelerinin degisecegi ¢alismalarda Ngbh mRNA sentezinde anlaml
farkliliklar olacagi yoniinde bir kanaat olusmustur. Bizim ¢alismamizin Ngb geni iizerinde
literariirde yapilan toksik gazlara maruziyet acisindan ilk invivo karsilastirma ¢alismast

olmas1 yoniiyle, diger calismalara rehberlik edecegini diisiinmekteyiz.

Genetik ve/veya biyokimyasal toksikolojiyi ilgilendiren caligmalardan genellikle
Ol¢iilebilir ve net sonuglar hedeflenir. Yapilan calisma ve buna benzer biyokimyasal ve
genetik toksikolojiyi ilgilendiren caligmalar, Adli Toksikoloji ile i¢ ige diisiiniilmesi
teknolojinin ve cagimizdaki bilimsel gelisimin geregidir. Genetik ve/veya biyokimyasal
toksikolojiyi ilgilendiren calismalardan elde edilecek oOl¢iilebilir ve giivenilir veriler adli
olaylarin aydinlatilmasinda énemli bir role biiriinebilir. Ornegin, zehirlenme sonucu &len
birinde yapilacak olan genetik/biyokimyasal toksisite testleri neticesinde elde edilecek
giivenilir bir sonug olayin adli agidan aydinlatilmasinda temel rol oynayacaktir. Bu nedenle
Adli  Toksikoloji  bilimini ilgilendiren konularda teknolojiye uygun cihazlarla,
multi/interdisipliner yaklasimlarla yapilan c¢aligmalarin artirilmasinin faydali olacagim

diistinmekteyiz.



5. OZET

Toksikolojik analizlerin objektif kriterler saglayarak, herhangi bir kuskuya yer
vermeden sonuglanmasi analizlerin adli olaylarin aydinlatimasindaki  Onemini
gostermektedir. Ornegin; otopsi esnasinda soguga bagl gelisen bir 6lii lekesinin
karbonmonoksit zehirlenmesinde de benzer sekilde goriilebilecegi Adli Tip pratiginde
karsilagilan bir durumdur. Ayn1 zaman da acik bir alanda yanan bir cesetten bakilan kanda
karboksihemoglobin (COHb) seviyesinin Oliimciil sinirlar igerisinde olmamasi tani ve
ayirici tanilarda problemlere yol agabilmektedir. Gelisen analiz yontemi ve bu yontemlerin
uygulandig1 cihazlar adli toksikoloji alaninda kullanmak daha az metaryal ile daha net
sonuglar vermek Adli Toksikoloji ve Adli Tibbin teknoloji ile birlikte ilerlemesine katkida
bulunacaktir. Biyokimyasal ve Genetik Toksikolojinin gelisimi ile dlglimii yapilabilen
genotoksisite reaksiyonlari, Adli Toksikolojinin saglayacagi interdisipliner yaklasimlarla
Adli Tibbin gelisimi ve kriminal olaylarin daha etkin bir sekilde aydinlatilmasina katkida
bulunacaktir.

Karbonmonoksitin neden oldugu asfiksilerde, karboksihemoglobin (CO-Hb) diizeyi
kullanilmakla birlikte, olusan toksisite durumunun her insanda farklilik gostermesi ve
agirlik derecesinin her zaman icin COHb diizeyi ile korale olmamasi nedeniyle farkli
mekanizmalarin da toksisitede yer aldigi diisiiniilmektedir. Bu durumun agiklanmasi igin
karboksihemoglobinden daha spesipik belirtecler bulmaya yonelik ¢caligsmalar giin gectikce
artmaktadir.

Asfiksi olgularinin ayriminda klasik bilgi olarak globin tiirevi olan hemoglobin ve
miyoglobin {izerinden teoriler 6ne siiriilmektedir. Neuroglobin (Noroglobin) ise globin
tiirevleri igerisinde bulunan yeni tanimlanmis bir monomerik globin tiirevidir. Noro-
endokrin dokularda noroprotektif rolii oldugu yoniinde ¢aligsmalar yapilan ve ndroglobin,
2000’11 yillarin baginda tanimlanmistir. Noroglobinin; hemoglobin ve myoglobin gibi hem-
tirevi iceren, insan ve omurgalilarda bulunan solunumsal bir protein oldugu
belirtilmektedir. Calismalarda Merkezi sinir sisteminde (MSS) ve Cevresel Sinir Sistemi
(CSS) en yiiksek ifade diizeyine sahip oldugu, retinada yiiksek olmakla birlikte esas olarak
beyinde sentezlendigi bildirilmistir. Adenohipofiz, bobrek iistii bezi, testisler gibi endokrin
dokularda sentezlendigi yoniinde goriisler mevcuttur. Beyinde hasar nedeniyle olusan
durumlarda, arsenik gibi norotoksik ajanlara bagli olusan durumlarda néroglobin sentezi

ile ilgili caligmalar yapilmistir.

Bu arastirmada karbondioksit ve karbonmonoksite maruz kalan ratlarin beyin ve
kan dokusunda biyokimyasal parametrelerin degisimi, beyin dokusunda ndroglobin gen
ifade seviyeleri ve histopatolojik olarak beyin dokusundaki degisimlerin belirlenmesi
amaglandi. Noroglobin sentezinin karbonmonoksitin etkisi ile karbondioksitin etkisinden
farkli miktarda olusacagi hipotezi kuruldu.



Yapilan ¢alismadan ¢ikan sonuglara gore; siganlardan alinan kan gazlarinda maruz
kontrol grubuna goére karbondioksit grubunda pCO,, karbonmonoksit grubunda pHCO
yiiksekligi kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. pH ve HCO3 degerleri arasindaki
farkliliga bagli oksidan streste artis oldugu diistiniilmiistiir.

Histopatolojik analizlere bakildiginda, karbonmonoksit grubunda olan noéronal
hasarin karbonmonoksit grubuna goére daha ciddi seviyelerde oldugu anlasilmaktadir.
Karbonmonksit ve karbondioksidin olusturdugu asfiksi mekanizmalarinin farkliligi bu
duruma neden olabilir. Karbondioksitin globiiler affinitesinin karbonmonoksite gore disiik
olmast ve oksijene tersinir baglanmanin kolaylikla saglanmasi, karbondiokisit
maruzyetindeki hasarin goreceli olarak hafif olmasini agiklayabilir.

Biyokimyasal analizlerde kontrol grubuna gore her iki grupta da
oksidan/antioksidan dengesizlik oldugu ve oksidan aktivitenin artmis oldugu goriilmiistiir.
Oksidan stresin artmis olmasinin organizmada gesitli metabolik diizensizliklere neden
olacag: bilinmektedir. Her iki maruziyet arasinda farkliliklar bulunmasi literatiir bilgilerini

dogrulamaktadir.

Genetik toksikoloji agisindan Tirkiye’de ilk kez yaptigimiz calismamizin
hipotezinde 6n gordiiglimiiz néroglobin mRNA seviyesi ile ilgili degisikliklerin oldugu,
ancak gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin bu dozlar ve siirede
gerceklesmedigi goriilmistiir. Gruplarin ortalamasi diistiniildiiglinde her iki grubun
ortalamasinin da kontrol grubundan yiiksek oldugu goriilmektedir. Noroprotektif etkisi
olan ve hipokside sentezlendigi belirtilen ndéroglobin mRNA’smin sentezlenme diizeyi,
verilen gazlarin maruziyet siiresi ve maruz birakilan dozlarin degisimi saglandiginda, bu
caligmadan farkli sonuglar alinabilmesini saglayabilir. Ayrica bir mRNA’nin sadece bir
adet protein sentezi ile smirli kalmamasi, birden fazla veya ortam kosullarina gore
degisken miktarda protein sentezi sagladigi bilinmektedir. Bu nedenle néroglobinin protein
seviyesi ile noroglobin mRNA diizeyinin birbirinden farkli olabilecegini unutmamak
gerekir. Calismamizin, genetik toksikolojiyi ilgilendiren bu tiir deneysel hayvan
calismalarinin  yapilmasina Ornek olacagini diisiinmekteyiz. Ayrica adli toksikoloji
acisindan heniiz lilkemizde gelismemis olan interdisipliner bir yaklasima da onciiliik etmis

olmanin gururunu yagamaktayiz.

Anahtar kelimeler: Karbonmonoksit Zehirlenmesi, Karbondioksit Maruziyeti,
Asfiksi, Noroglobin, CO-Hb



6. SUMMARY

By providing objective criteria of the toxicological analysis and the conclusion
which takes place mostly without any doubt demonstrates the importance of the analysis.
For instance, cold-induced dead spots during an autopsy can be seen in a similar way of
carbon monoxide poisoning and this is a situation encountered in forensic science practice.
At the same time, if the carboxyhemoglobin (COHb) level from blood sample taken from a
corpse which was burnt in an open area is not in lethal boundaries may lead to problems in
diagnosis and differential diagnosis. Developing methods of analysis and using the devices
that apply these methods in the field of forensic toxicology and using less materials to get
clearer results will contribute the development toxicology and forensic medicine along
with the technology. The genotoxicity reactions which can be measured by the
development of Biochemical and Genetic Toxicology along with interdisciplinary
approach provided by Forensic Toxicology will contribute the development of Forensic
Science and enlightenment of criminal cases more effectively.

In asphyxia caused by carbon monoxide, although using carboxyhemoglobin (CO-
Hb) level, the resulting toxicity condition differs in each man. Besides, the severity of the
case is not all the time correlated with the COHb level, therefore different mechanisms are
thought to be involved in toxicity. In order to explain this situation the studies on more
specific indicators than carboxyhemoglobin is increasing day by day. In the differentiation
of asphyxia cases, some theories have been proposed as a classical information on the
derivative of hemoglobin and myoglobin. Neuroglobin is a newly defined derivative of
monomeric globin derivatives. Neuroglobin, which assumed to have neuroprotective role
in neuroendocrine tissues from the conducted studies, was defined at the beginning of
2000s. The neuroglobin is reported to be a respiratory protein, which contains Hem-
derivatives like hemoglobin and myoglobin, is found in human and vertebrates. In the
studies stated that, the central nervous system (CNS) and Peripheral Nervous System
(CSS) have the highest expression level, retina has a high level, however, the mainly it is
synthesized in the brain. There are some opinions about some other organs like Anterior
pituitary, adrenal gland, the testes and endocrine tissue which may synthesize it. Some
studies on Neuroglobin synthesis because of the cases caused by the damage of brain and
neurotoxic agents that result in cases such as arsenic were done.

In this study, the change of parameters in blood and brain tissues of rat which were
exposed to carbon monoxide and carbon dioxide, neuroglobin gene expression levels in
brain tissues and the histopathological changes in brain tissues aimed to be determined.
The hypothesis arose from the idea that neuroglobin synthesis will be in different amounts
by the effects of carbon dioxide and carbon monoxide.



According to the results of the study; the gases taken from the blood rats showed
that pCO2 was high in carbon dioxide group and pHCO was high in carbon monoxide
group when we compare them with the control group. The increase in oxidative stress was
due to differences between pH ve HCO3 values.

When we look at histopathological analysis, it was seen that neuronal damage in the
carbon group was in more serious levels than the carbon monoxide group. The differences
in asphyxia mechanisms because of carbon monoxide and carbon dioxide, could cause this
situation.

Globular affinity of carbon dioxide is lower than carbon monoxide and the easiness
of reversible binding to oxygen may relatively explain why the exposure to carbon dioxide
is less. In biochemical analysis, oxidant / antioxidant imbalance has been observed in both
groups when compared to the control group and an increase in oxidant activity has also
been seen. It is known that the increase in oxidant stress may lead to various metabolic
disorders in organisms. The determination of the differences between two exposures
confirm the literature. In the hypothesis of our genetic toxicology study, which was the
first study in Turkey, we anticipated that there was changes related to neuroglobin mRNA
level, however, statistically significant differences between groups during this time and
dose was not observed. When the average of the groups considered, the average of the two
groups appear to be higher than the control group.

If the level of neuroglobin mMRNA, synthesized in hypoxia and is mentioned to have
neuroprotective effect, provided and the change of the exposure time and doses of the
given gases are achieved, this study may get different results. Besides, it is known that an
MRNA is not limited with only one protein synthesis, it could synthesize more than one or
a different number of proteins depending on the environmental conditions. Therefore, we
need to remember that the protein level of neuroglobin and neuroglobin mRNA's might be
different from each other. We think that our study will be an example to experimental
animal studies which involves genetic toxicology.

In addition, we are proud to have pioneered to an undeveloped interdisciplinary
approach in terms of forensic toxicology in our country.

Keywords: Carbon monoxide poisoning, exposure to carbon dioxide, asphyxia,
neuroglobin, CO-Hb
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