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OZET

Deneysel karbonmonoksit zehirlenmesinde Idebenon’un iskemik doku hasar,

apoptoz, inflamasyon ve oksidatif hasan iyilestirici nGroprotektif etkisi

Amag: Bu c¢alisma, ¢esitli mekanizmalarla oksidasyonu onleyici etkisi olan,
hiicre ve sinir hasarin1 azaltarak bilissel fonksiyonlar iyilestirici 6zelligi bilinen ve
literatirde  yaymlarla  desteklenen  Idebenon’un  karbonmonoksit ~ (CO)
zehirlenmesinde; iskemi, inflamasyon, oksidasyon ve hiicre hasarma bagli olarak
beyinde meydana gelen sekonder hasarlar1 azaltabilecegi ya da Onleyebilecegi
hipotezi ile planland:.

Yontem: Bu c¢alismada, deneysel olarak CO zehirlenme protokold
olusturularak, 40 adet olgun disi Wistar Albino rat kullanildi. Calisma guniine kadar
ratlar 22 °C oda sicakliginda, su ve standart rat yemi verilerek standart kafeslerde
tutuldu. Deney prosediriinde, fanusa yerlestirilen ratlara CO ve hava verildi. Ratlar 5
gruba ayrildi. Grup 1 (Sham), grup 2 (CO + 2mL SF), grup 3 (CO + idebenon
100mg/kg), grup 4 (CO + idebenon 200 mg/kg), grup 5 (CO + idebenon 300mg/kg)
olarak belirlendi. Belirlenen protokole gore ratlara belirlenen dozlarda idebenon 5
gin boyunca 24 saat arayla oral olarak uygulandi. Deney protokolinin
baslangicindan 120 saat sonra ratlara anestezi uygulandiktan sonra ratlardan alinan
kan ile oksidatif hasar belirte¢ seviyeleri degerlendirildi ve beyin dokusu kraniotomi
ile ¢ikarilarak hipokampis icin histopatolojik ve biyokimyasal degisiklikler

incelendi.

Bulgular: Hipokampiis dokularinin apoptoz indeksi ve dejenerasyon grade
degerlendirmesi yapildi. Apoptoz indeksi ve histopatolojik dejenerasyon grade
acisndan gruplar arasida anlamli farklilik saptandi (p=0.001). idebenon verilmeyen
Grup 2 en yiksek apoptoz indeksine sahipken, Idebenon verilen gruplar arasinda
apoptoz indeksi en disiik olan Grup 5 olarak saptandi. Doku ve serumlardan
biyokimyasal protein seviyelerinin degerlendirilmesi yapildi ve NSE, TOS, TAS,
OSI ve MDA parametrelerinde idebenon verilen ve verilmeyen gruplar arasinda
anlamli farkliliklar saptandi (p=0.001).



Sonug: Ratlarda olusturulan deneysel CO zehirlenmesi modelinde Idebenon
uygulamasinin; CO intoksikasyonu nedeniyle meydana gelen beyin hasarma bagli

dejenerasyonu azalttigi, ayrica oksidatif strese karsi koruyucu néroprotektif etkisi
oldugu saptandu.

Anahtar Kelimeler: CO zehirlenmesi, Idebenon, N6roproteksiyon



SUMMARY

Experimental carbon monoxide poisoning and the neuroprotective effect of
Idebenone in reducing ischemic tissue damage, apoptosis, inflammation, and

oxidative stress

Objective: This study was designed to investigate the hypothesis that
Idebenone, known for its antioxidative properties through various mechanisms and
its ability to reduce cellular and neural damage while improving cognitive functions,
supported by literature, could reduce or prevent the effects occurring in the brain
secondary to ischemia, inflammation, oxidation, and cell damage in carbon

monoxide (CO) poisoning.

Method: In this study, an experimental CO poisoning protocol was
established, and 40 mature female Wistar Albino rats were used. Until the day of the
study, the rats were kept in standard cages at 22 °C room temperature, provided with
water and standard rat feed. In the experimental procedure, rats placed in the
chamber were exposed to CO and air. Rats were divided into 5 groups: Group 1
(Sham), Group 2 (CO + 2mL saline solution), Group 3 (CO + Idebenone 100mg/kg),
Group 4 (CO + Idebenone 200 mg/kg), and Group 5 (CO + Idebenone 300mg/kg).
According to the specified protocol, Idebenone was orally administered to the rats at
specified doses every 24 hours for 5 days. 120 hours after the start of the experiment,
anesthesia was applied to the rats, blood was collected, and the levels of oxidative
damage markers were evaluated. Their brains were then removed by craniotomy, and

histopathological and biochemical changes in the hippocampus were examined.

Results: Apoptosis index and degeneration grade assessment of hippocampal
tissues were performed. Significant differences were found among groups in terms of
apoptosis index and histopathological degeneration grade (p=0.001). Group 2,
without Idebenone, had the highest apoptosis index, while among the groups
receiving Idebenone, Group 5 had the lowest apoptosis index. Biochemical protein
levels from tissues and serums were evaluated and significant differences were
detected in NSE, TOS, TAS, OSI and MDA parameters between the groups given
and not given Idebenone (p=0.001).



Conclusion: Idebenone application in the experimental CO poisoning model
in rats was found to reduce degeneration in brain damage and to have a protective
neuroprotective effect against oxidative stress.

Keywords: CO poisoning, Idebenone, Neuroprotection

Vi



ICINDEKILER

ONSOZ ...ttt ii
(074 = OO OO OO SR iii
SUMMARY .ttt aa s e sasaasssaesneenerannnnennaes Y,
ICINDEKILER .....oooviiiiiitiiii ettt vii
KISALTMALAR DIZINT ..ot iX
TABLOLAR DIZINI ..ottt Xi
RESIMLER DIZINT .....coiiiiiiiiiiiceccees e, Xii
SEKILLER DIZINT .....coviiiiiiiiceece e Xiii
1. GIRIS ................................................................................................. 1
2. GENEL BILGILER .......ccoiiiiiiiiiiiiticncsiste e 4
2.1. Karbon Monoksit Zeirlenmesi ........ccccvvviiiiiiiiiiicscseee e 4
N R I T | o= OSSPSR 4
2.1.2. TOKSIKOKINELIK .......cviiiiiiiiiiiiii e 4
NG T =t o] [0 (=1 4 1Yo (o | PSSR 5
2.1.4. Maruziyet KaynaKlart .........c.ocooviiiiiiii e 6
2.1.5. PatOfizyOl0fi....cccceieeiiie e 7
2,16, KIINIK. ...t 15
20170 TANI et 18
2.1.8. TRAAVI ...t 20

2.2 TAEDENON ..ottt 23

3. GEREC VE YONTEMLER ....ccoviviiiiecicee e 29
3.1. Arastirmanm Tipi, Yeri, Zamani ve Arastirma [zni.........c.ocoeveevvrivvevenennne, 29
3.2. Arastirmanin EVICNL ...........uuuuuuiiiiiiiiiiniiiininiiennnnennnnnnsnnesnernnn——.. 29
3.3. Orneklem Biiyiikligii Ve YONtEMI.........coovvveverieirerereeeieeceereeeeee e 29
3.4. DENEY ProtOKOIU ......ccuviieeiie e 30
3.5. Dokularin Histopatolojik Analizi: ...........ccoveeiiiiiiiiiiiiiiecee e 32
3.6. Dokularin Biyokimyasal Analizi...........c.cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiecc e 36
3.7. Arastirmada Kullanilan Istatistiksel YONtem ........c.ccooveeevievveieveienieenennn, 43

vii



4. BULGULAR ...t 44

S.TARTISMA Lo s 56

5.1. Calismanin KistthliKIars ..........oooouviiiiiiiiiiiie e 63
B. SONUC ..o 65
1. KAYNAKCA e 66

viii



ABD
ANOVA
ADP
ATA
ATP
BT
CO
COHb
cGMP
cAMP
Dk

dL
DNS
DNA
EKG
HB
HBO
H&E

kg

mg
Ml

mL

KISALTMALAR DIZiNi

: Amerika Birlesik Devletleri
: Varyans analizi

: Adenin Dintkleotit Fosfat

: Mutlak Atmosfer Basinci

- Adenozin Trifosfat

- Bilgisayarli Tomografi

: Karbon Monoksit

: Karboksihemoglobin

: Siklik guanozin monofosfat

. Siklik adenozin monofosfat

: Dakika

: Desilitre

: Gecikmis Norolojik Sekel Sendromu

: Deoksiriboz nikleik asit

: Elektrokardiyografi

: Hemoglobin

: Hiperbarik Oksijen

: Hematoksilen-eozin

: Kilogram

- Litre

: Miligram

: Miyokard Enfarktusu

: Mililitre



MRI : Manyetik Rezonans Goriintileme

MDA : Malondialdehit

MPO : Miyeloperoksidaz

NMDA : N-metil-D-aspartat

n . Say1

NADPH - Nikotinamid Adenin Dinukleotit Fosfat
NBO : Normo Barik Oksijen

NLRP3 : Nod benzeri resept6r proteini 3
NRF2 - Nikleer faktor eritroid 2

NF-kB : Nukleer faktor-kappa B

NO - Nitrit oksit

ONOO - Peroksinitrit

OR : Olasilik Orani

PET : Pozitron Emisyon Tomografisinde
PG : Prostaglandin

PO2 : Parsiyel Arteriyel Oksijen Basmc1
ppm : Parts Per Million

SF : Serum Fizyolojik

SpO 2 : Standart Nabiz Oksimetresi

SPSS . Statistical Package for the Social Sciences
TBA : Tiyobarbitdrik asit

% > Yuzde

pHm : Mikrometre


https://tr.wikipedia.org/wiki/N-metil-D-aspartat

Tablo 1.

Tablo 2.
Tablo 3:
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.
Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

TABLOLAR DIZINi

Karboksihemoglobin (CO-Hb) doygunlugu (%) seviyeleri ve semptomlar

............................................................................................................. 15
CO zehirlenmesinde ciddi toksisite bulgulart ............ccccveeriiiiniieininnnn, 16
HBO tedavisinin onerildigi durumlar ............coccevviiiiiiiieniieeenn 22
Idebenon etki MEKANIZMAST ........c.cveveeeieeeeeieeeeeeeee e 24
TOS deney ProSEAUIT ....eeeiveeeeieieesiieeeieeeesieeeesee e se e sree e e e eeeeesneeas 41
TAS deney ProSeurll .....ceeoveeiiieiee e 42
Gruplarin Dagilimi .........ooooiiiiiii 44
Gruplarin COHB Yo6niinden Kiyaslanmast..........cccooocviiiiiiiinnen 44
Gruplarin Apoptoz indeksi Yoniinden Kiyaslanmast............cc.cccevene.... 45
Gruplarin Hipokampus Grade Yoniinden Kiyaslanmasi ..........cccccoeeenne 51

Gruplarim Doku Orneklerinin Biyokimyasal Parametreler Y®niinden
KIyaslanmast .....eeeieeiiiiiiiiiiiiceee i 53

Gruplarin Serum Orneklerinin Biyokimyasal Parametreler Y®niinden
KIyaSIanmast .....eueiciiiiiiiiiiiiiiee i 54

Xi



Resim 1:
Resim 2:
Resim 3-4:
Resim 5:
Resim 6:
Resim 7:
Resim 8:
Resim 9:
Resim 10:
Resim 11:
Resim 12:
Resim 13:

Resim 14:

RESIMLER DiZiNi

CO-OKSIMELIEST ...ttt 19
DENEY FANUSU ...t 31
BEYIN (OK) et 32
Grup 1 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (TUNEL)..............ccce..... 45
Grup 2 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (TUNEL)..........c...cccve.... 46
Grup 3 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (TUNEL)..........c...cc...... 46
Grup 4 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (TUNEL)..........c...c...... 47
Grup 5 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (TUNEL)...............ccv..... 47

Grup 1 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (H/E) .........ccccevcvvvevnenn. 48
Grup 2 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (H/E). .........ccccccocvevnenn. 48
Grup 3 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (H/E) .........cccccevevvevnnnn. 49
Grup 4 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (H/E) .........cccceeevvevnnnn. 49

Grup 5 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (H/E) .........ccccceeovvevienn. 50

Xii



Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:

Sekil 6:

Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

SEKILLER DiZiNi

CO’nun Hemoglobin (Hb) ve mitokondriyal etkileri .............cccccvvveennnee 8
Reactive oksijen tiirlerinin oluumu ..........cocooveviieiiieiiie e, 12
CO zehirlenmesinin iyon kanallar1 tizerindeki dogrudan etkisi.............. 14
CO zehirlenmesinin etki meKanizmast ...........cccuvvveeiieeeniiniiiiiiiieeee e 14
Idebenon Kimyasal AGIIMI .........c.c.cvoveiriiviriiiririreieiecees e, 23
Idebenonun cesitli  sitoprotektif mekanizmalar1 aym anda nasil
etkileyebilecegine dair mevcut kanitlarin sematik temsili ..................... 28
NSE Standart Grafigi.......ccoeoiiiiiieiiiiiieiieie e 37
Serum MDA Standart Grafigi ........ccoooovvviiiiiiie e 39
Doku MDA Standart GrafiZi.........ccooverviiiieiiieniieiie e 40

Xiii



1. GIRIS

Karbon monoksit (CO) zehirlenmesi, modern dinyada zehirlenme morbidite
ve mortalitesinin ana nedenlerinden olup akut ve kronik hipoksik merkezi sinir
sistem (MSS) hasari, kardiyak hasar ve diger organ hasarlar1 ile kendini gosteren
onemli acil durumlardan biridir (1). CO zehirlenmesi zehirlenmeye bagli 6lumler
arasinda Onlenebilir nedenlerin basinda gelmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
her yil 50.000 zehirlenme vakasmnin rapor edildigi ve bu vakalardan binin tzerinde
kisinin hayatin1 kaybettigi bildirilmektedir (2). Mortalite ve morbidite oran1 fazla
olan CO zehirlenmesinde vakalarinin %23-47’sinde gecikmis norolojik sekel

gorulmektedir (3).

CO, demirli hem igeren bir¢cok proteine yiuksek afiniteyle baglanir.
Olusturdugu karboksihemoglobin (COHb) ile oksihemoglobin disosiyasyon egrisini
sola kaydirarak dokulara oksijen sunumunu azaltir (4). CO-Hb kompleksinin neden
oldugu hipoksi, CO zehirlenmesinin temel patofizyolojik mekanizmas1 olarak kabul
edilirken, son arastrmalar CO'nun nitrik oksit salimi, reaktif oksijen tlrlerinin
Uretimi ve iyon kanallar1 Gzerindeki dogrudan etkisinin klinigin olusumunda 6nemli
bir rol oynadigin1 géstermektedir (5). CO zehirlenmesinde en ¢ok etkilenim merkezi
sinir sistemi (MSS) ve kardiyovaskuler sistem tzerinde olup mortalite ve morbidite
blyik 6lcide bu iki sistemin etkilenmesine baghdir (6,7). CO’nun MSS Uzerindeki
hasari ile iliskili mekanizmalar ve tedavi yontemleri kesin olarak agiklanamamakla
birlikte; ciddi MSS hasarini1 6nleme konusunda reaktif oksijen saliniminin anahtar
roliniin 6nemi yapilan caligmalarda gosterilmistir (8). CO, cesitli mekanizmalar
Uzerinden hidrojen peroksit Gretimini ve lipid peroksidasyonunu tetikleyerek beyinde
oksidatif stres olusumuna yol acar. Bunun sonucunda olusan serbest radikaller,
santral sinir sisteminde doku hasar1 meydana getirirler. Lipid peroksidasyonu sonucu
olusan Malondialdehit (MDH), oksidatif stres belirtegleri total antioksidan seviye
(TAS), total oksidan seviye (TOS) oksidatif hasar1 gostermede yaygin olarak

kullanilan parametrelerdendir (9).



Akut CO zehirlenmesi sonrasi vakalarin %15-40’inda gorulebilen gecikmis
ensefalopati (DNS); demans, piramidal veya ekstrapiramidal sistemlerin islev
bozukluklarin1 kapsayan norolojik ve psikiyatrik semptomlarla karakterize bir
durumdur (10,11). Karbonmonoksit zehirlenmesi, hala sik gorulen bir zehirlenme
tird olmasma ragmen, gecikmis ensefalopati gibi kronik sekellerinin tedavisi
konusunda yeterli tedavi modellemeleri mevcut degildir. CO intoksikasyonuna
sekonder gelisen ndropatolojik durumlarin tedavisi ve gecikmis norolojik sekelin
onlenmesinde normobarik oksijen (NBO) tedavisi ve hiperbarik oksijen (HBO)
tedavisi disinda Klinikte uygulanabilen kesin bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.
NOroprotektif etkinligi gosterilen ajanlarin ¢ogunun yuksek maliyeti, acil serviste
ulagilabilirliginin ve uygulanilabilirliginin zorlugu nedeniyle, tedavi etkinligi
kanitlanmig, oral biyoyararlanimu iyi olan, akut ve kronik siregte de kullanilabilecek

tedavi protokollerinin arastiriimasinin 6nem arz ettigi diisiiniilmektedir.

Idebenon, bir benzokinon tirevi olup ubikinonun sentetik kisa zincirli bir
analogudur (12). Mitokondride elektron tasima zinciri boyunca elektron akismi
uyararak ATP dretimini artran ve bdylece oksidan birikimini engelleyerek
antioksidan ve anti-inflamatuar goérevi yapmaktadir (13). Etkisini bir yolak Uzerinden
degil bircok mekanizma araciligi ile gostermektedir. Idebenon noroprotektif
etkilerini gucli  antioksidan, anti-iskemik, antienflamatuvar aktiviteleri ve
mitokondriyi oksidatif hasardan korumasi ile gostermektedir (14). Idebenon,
mitokondriyal ROS birikimini engelleyerek, solunum zinciri komplekslerinin
fonksiyonlarmi destekleyerek ve lipit peroksidasyonunu onleyerek noéronal sag
kalim1 desteklemektedir (15,16). Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar idebenon’un
iskemi nedeniyle olusan sinir hiicre hasarini1 azalttigini, ndrotransmiter bozukluklar1
ve/veya serebral metabolizmay1 diizelttigini, 6grenmeyi kolaylastirdigini, hafiza ve

oryantasyon uzerine etkili oldugunu gostermektedir (15,17,18).

Yapilan bu ¢alismada amacimiz ratlarda CO intoksikasyon modeli
olusturularak, guclu antioksidan, noroprotektif, sitoprotektif etkinligi bilinen ve
literatiirde yayinlarla desteklenen (15,17,18) Idebenon verildikten sonra beyin

dokusunda oksidatif stres parametreleri, apoptotik parametreler, noéronlarin



histopatolojisi ile dejenerasyonunu degerlendirmek ve noroprotektif etkinligini

goOstermektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karbon Monoksit Zehirlenmesi
2.1.1. Tarihge

CO’nun yapis1 ilk olarak 1800 yilinda William Cruikshank tarafindan
kesfedilmistir ancak 1857 yilinda ilk defa Claude Bernard tarafindan doku
hipoksisinin toksik etkileri tanimlanabilmistir. 1895 yilinda Haldane, CO’nun fareler
ve siganlar Uzerindeki toksik etkilerinin, kismi oksijen basmcinin Yyeterince
arttirilmasiyla azaltilabilecegini gostermistir. 1912 yilinda Haldane ve Douglas
hemoglobinin CO ile afinitesinin oksijene olan afinitesinden daha gii¢li oldugunu
(200-300 kat) ve bu gazm zararli etkilerinin hemoglobin ile gucli etkilesiminden
kaynaklandigini ortaya koymustur. Pineas 1924 yilinda CO zehirlenmesine bagli
globus pallidus dokusunda klasik bilateral lezyonlar saptamis ve subkortikal diffiiz
demiyelinizasyon tespit etmistir. 1976 yilinda Goldbaum ve arkadaslari CO’nun
fizyolojik etkilerinin hemoglobin ile etkilesiminin ¢ok 6tesinde hiicresel dizeyde
oldugunu ortaya koymuslardir. Douglas ve Haldane tarafindan yapilan ¢alismalarin
cogu bugun hala gecerli olsa da gecgen yiizyildaki ¢esitli ilerlemeler CO'nun hiicre ici

etkilerinin bircok mekanizma ile gerceklestiginin anlasilmasina yardimci olmustur
(2,8,19).

Gegtigimiz son yirmi bes yilda, karbon monoksit etkilerine iligskin
calismalarin sayisinda ciddi bir patlama olmustur. CO’nun neden oldugu hipoksi,
zehirlenmenin mekanizmasida dnemli rol alsa da ikincil etkilerin ¢ogu hipoksemik
hipoksi ile agiklanamamustir Ve yeni arastirmalar nitrik oksit saliimi, reaktif oksijen
tdrlerinin olusumu ve iyon kanallar1 Gizerindeki etkisinin zehirlenme mekanizmasinda

cok daha 6nemli oldugunu ileri sirmektedir (8).
2.1.2. Toksikokinetik

Karbonmonoksit, kimyasal formili CO olan induklenebilir bir gazdir.

Havaya gore bagil gaz yogunlugu 0.968’dir ve hemen hemen hava (hava=1,0) ile



aynidir (20,21). Karbonmonoksit endojen ve eksojen kaynakli olup endojen CO
uretimi, COHb’ye katkis1 yalnizca %2 olup bu oran fizyolojik araliktadir (22).
Endojen CO, nitrik oksit ile platelet agregasyonu ve diz kas gevsemesinin
diizenlenmesinden sorumludur. Eksojen yolla alinan CO ise hiicre modilasyonunu
bozarak patolojik sonuglara neden olur. Inhale edildikten sonra kisa stirede absorbe
edilen CO, kanda hemoglobine (Hb) bagli olarak taginir (22). CO, demirli hem igeren
bircok proteine yiksek afiniteyle baglanir. Hb'nin CO'ya afinitesi oksijene gore 250
kat daha fazladir (23). CO, Hb'ye baglanmak icin oksijenle rekabet eder ve oksijenin
yerini alarak oksijen tasima kapasitesini azaltir. Hb tetrameri igindeki diger
bolgelerin oksijene olan afinitesini arttirir ve oksijen salinimmi ve dagitimini bloke
eder (24).

CO, kanda bulunan hemoglobinin yan1 sira kalp ve iskelet kasinda bulunan
miyoglobin, mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz dahil olmak tzere hem igeren diger
proteinlere de baglanir(25,26). CO’nun vicuttan eliminasyonu oksijen basincina
bagimli olup COHb'nin yar1 6mrii oda havasinda 320 dakika, %100 normobarik
oksijen ile 74 dakika ve %100 hiperbarik oksijen ile 20 dakikadir (26,27).

2.1.3. Epidemiyoloji

Dunya genelinde karbon monoksit (CO) zehirlenmesi, yaygin bir 6lum nedeni
olarak 6nemli bir halk sagligi sorunu teskil etmektedir. CO zehirlenmesinin diinya
genelinde kiimulatif insidans1 milyonda 137 vaka iken mortalitesinin milyonda 4,6
0lim oldugu tahmin edilmektedir (28). Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) ise
her yil yaklagik 50.000 vaka goriildiigii ve bunlarin ¢ogunun duman inhalasyonuna
bagl oldugu belirtilmektedir (26). Ulkemizde 2008-2017 yillar1 arasinda CO
zehirlenmesi vakalarindan 2974‘t 6limle sonuglanmustir (29). Dilnya genelinde
gorilme sikligi son yillarda sabit kalirken, mortalite %36 oraninda azalmistir. Bunun
nedenleri arasinda halk egitiminin arttirilmasi, konutlarda CO gaz alarm etkinliginin
giderek artmasi ve CO zehirlenmesi ile gelen hastalarin daha etkili terapotik yonetimi
bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda CO zehirlenmesinin gorilme sikligi
cinsiyetler arasinda farklilik géstermezken, erkeklerde 6lim orani iki kat daha fazla

bulunmustur. CO zehirlenme insidansi, 0-14 yas ve 20-39 yas gruplar1 arasinda iKi



belirgin artis gostermektedir. Olen hastalarin yiizdesi yaslanmaya paralel olarak

artmakta ve 80 yas ve Uzeri hastalarda zirveye ulagsmaktadir (28).

CO zehirlenmesi magdurlarmin yaklagik %30 ila %40'1 hastaneye ulasamadan
Olmektedir. Hastaneye yatirilanlarin yaklasik %2'sinin 6ldigi, %210'unun kismen
iyilestigi ve %23 ila %A47'sinin gecikmis norolojik sekellere maruz kaldig:
bildirilmistir (3). Kazara CO maruziyeti siklikla 6limle sonuglanmazken, kasitli
maruziyetler daha cok 6limle sonuglanmaktadir (30). CO zehirlenmesi, daha ¢ok
arizali isiticilardan, yanginlardan, endistriyel kazalardan ve araba egzozlarindan

kaynaklanirken siklig1 kis ve sonbahar aylarinda artmaktadir (28).
2.1.4. Maruziyet Kaynaklar
CO gazi endojen olarak (31)
e Yagslanan eritrositlerdeki Hem kisminin pargalanmasi ile
e Miyoglobin, sitokrom ve peroksidaz gibi diger hemoproteinlerin yikimi

e Mikrozomal lipidlerin NADPH bagimli oksidasyonu gibi fizyolojik

mekanizmalar sonucu olusur.

Yakitlarin tam yanamamasindan dolay1 olusan CO gazinin eksojen kaynaklar1
sunlardir(22) :

e Yangimlar

e Kamp sobalar1 ve fenerler

e KOmur 1zgaralar1

e Benzinle galisan ekipmanlar (6rn. jeneratorler, elektrikli yikayicilar)
e Motorlu tasitlar (tekne, araba, kamyon)

e Metilen bromur

e Metilen klortr



e Dogal gaz yakan siticilar (su 1siticilari, ocaklar ve firmnlar)
e Propanla ¢alisan portatif isiticilar

e Yeralti maden patlamalar1

e Odun pelet depolamasi

e Sigara dumani

e Nargile

2.1.5. Patofizyoloji

CO zehirlenmesinde inhale edilen CO gazinin c¢ogu alveollerin kapiller
membrandan gecerek intravaskiler alanda hemoglobine baglanirken geri kalani
plazmada ¢oziinir ya da miyoglobin gibi intraseltler proteinlere baglanir (32).
CO’nun hemoglobine baglanip oksijen iletimini azaltarak hipoksi olusturmasi temel
patofizyolojik yolagi olsa da kliniginin olusumunda ¢ temel etki mekanizmasi daha
mevcuttur. Bu yolaklari; CO gazmin Nitrik oksit (NO) ile etkilesimi, reaktif oksijen

turlerinin (ROS) olusumu, iyon kanallar1 Uzerindeki etkileri olusturmaktadir (8).

Oksijen iletiminde bozulma: CO'nun klinik toksidromunu olusturmasinda
birincil patofizyolojik mekanizmasi; hemoglobine baglanarak onun hiicrelere oksijen
iletimini bozmasidir. CO, demirli hem iceren bircok proteine yiiksek afiniteyle
baglanarak karboksihemoglobin (COHb) olusturur. Hb’nin CO’ya olan afinitesi
oksijene gore 250 kat daha fazla oldugu icin CO hemoglobine baglanmak igin
oksijenle rekabet ederek onun yerini alir ve oksijenin hemoglobine baglanmasini
azaltarak Oksi-Hb disosiyasyon egrisini sola kaydirir. Sonug¢ olarak, oksijen
taginmasinin azalmasi ve dokulara oksijen iletiminin bozulmas: hipoksik hasara
neden olur (8,19,25). CO ayrica miyokard ve iskelet kasindaki miyoglobine baglanir
ve dokulara oksijen tasinmasinin bozulmasina neden olarak kardiyak fonksiyon

bozukluguna neden olur (33).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/myoglobin

Normal

CO poisoning

Sekil 1: CO’nun Hemoglobin (Hb) ve mitokondriyal etkileri (11)

Normal

CO zehirlenmesi

Hb oksijene baglanir ve
dokulara oksijen sunumunu yapar.
Mitokondride sitokrom ¢ (Cytc),
elektronunu (e—) sitokrom c oksidaz
(COX) alt birim 1'e transfer eder.
Elektron, alt birim 2'de oksijeni (02)
indirger, su olusturur ve i¢
mitokondriyal membran boyunca bir
proton (H+) tastyarak ATP Gretimini

destekler

CO, Hb'ye O2 ile rekabetci
olarak baglanir ve toplam oksijen
tasima kapasitesini azaltir. CO,
indirgenmis hem a3'e O2 ile rekabetgi
olarak baglanir. Sonug olarak: (1)
O2'nin suya indirgenmesinin
inhibisyonu (elektron tasima zincirinin
son elektron alicis1)

(2) H+'nin intramembrandz
bosluguna transferinin durmasi ile ATP
Uretiminin azalmasi

(3) Kompleks I ve I11
araciligiyla elektron tasima zincirine
giren elektronlarmn birikimi ile

sliperoksit Gretiminin artmasi




Karbon monoksit toksisitesinin klinigi yalnizca COHb aracili hipoksi ile
aciklanamaz. Ne Klinik etkiler ne de gecikmis norolojik hasar, hemoglobin ve CO
arasindaki baglanmanin derecesi ile tam olarak 6ngorulemez. Bu patofizyolojik
yolak, disik COHb seviyelerinin (%4-%5) bile bazen bilissel bozulmayla

sonuglandigini agiklamakta basarisiz olmaktadir(22).

Karbonmonoksit NO etkilesimi: CO zehirlenmesinin en temel patofizyoloji
basamaklarmdan birini, hiicresel ve sistemik genis etkileri ile bir gaz iletici olan NO

ile CO’nun etkilesimi olusturmaktadir (34).

CO plateletlerden ve diger bagl oldugu hemoproteinlerden NO salinimina
neden olarak hicre ici ve hiicre dist NO seviyelerinde hizli bir artisa neden olur. CO
sadece NO salmimini degil, nitrik oksit sentezinin belirli proformlarini aktive ederek
NO olusumunu artirir (34-36). NO fizyolojik konsantrasyonlarda toksik olmamasina
ragmen patolojik durumlarda fizyolojik konsantrasyonunun yiz katina kadar ¢ikip
belirgin bir toksisite gostererek iskemik hiicre hasarina neden olur (37). NO diz kas
hlcrelerinde guanilat siklazi modile ederek siklik guanozin monofosfat (cCGMP)
salgilanmasin1 artirir ve vazodilatasyona sebep olurken, endojen CO, NO gibi
davranarak guanilat siklaza baglanip cGMP konsantrasyonlarini artirabilir. Diisiik
endojen konsantrasyonlar fizyolojik olmasina ragmen, ekzojen nedenli CO
konsantrasyonunda asir1 artis, CGMP artis1 ile direncli vazodilatasyon gelisimine

perflizyonun bozulmasina neden olur(22).

Artan CO seviyeleri NO’nun platelet ylzey hemoproteinlerinden ayrilarak
trombositleri aktive etmesini saglar. NO olusumu trombosit-nétrofil agregatlarini ve
miyelin peroksidaz (MPO) aktivasyonunu tesvik ederek beyin mikro damar sistemine
notrofil agregasyonuna yol acar. MPO daha fazla nétrofil aktivasyonunu, yapismasini
ve degranilasyonunu tetikleyerek inflamatuar etkileri artirir. Notrofillerden gelen
proteazlarm, endotel hicre ksantin dehidrogenazini, ksantin oksidaza oksitleyerek
reaktif oksijen turlerini (ROS) irettigi disiiniilmektedir. NO salinimmin tetikledigi
MPO ve ROS, miyelin temel protein ile etkileserek lipid peroksidasyonunu katalize

ederek norolojik hasara neden olmaktadir(38,39).



Serbest radikal olan NO, mitokondri Gizerindeki CO’nun etkilerinden salinan
stiperoksit radikali ile bir reaksiyona girerek potent bir oksidan olan peroksinitriti
(ONOO-) olusturur. ONOO-, mitokondriyal islevi bozmasi, lipid peroksidasyonunu
baglatmasi, sulfidril gruplarin1 okside etmesi, transport proteinleri ile enzimlerini
inaktive etmesi ve DNA hasar1 olusturmast ile oldukga sitotoksik bir
oksidandir(34,38). CO, sitokrom C (CytC) ve nitrik oksit turevi peroksinitrite
baglanarak oksidanlarin olusumunu artirir ve bu durum endotelyal hasara yol acar.
(40). Sonug olarak CO ve NO etkilesimi ile endotel hasari, lipit peroksidasyonu,
noronal hiicre 6lumi, apoptozis, I6kositlerin sekestrasyonu ile sonuglanan bir dizi

inflamatuar cevap olusumu baslatilmis olur (8).

Reaktif oksijen turleri (reactive oxygen species) (ROS) olusumu: Canli
hicrelerde bulunan proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve DNA gibi okside olabilen
maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktiren maddelere antioksidanlar denir.
Bu siirece antioksidan savunma adi verilir. Vicuttaki dogal antioksidan molekadiller,
artan reaktif oksijen tdrlerini (ROS) belirli bir diizeyde etkisiz hale getirerek kontrol
altinda tutar (41). Yapilan ¢alismalarda CO’nun ROS salmimini artirarak, oksidatif
stresi indiikleyebilecegi gosterilmistir. CO, reaktif oksijen tirlerinin olusumunu
mitokondri ile etkilesiminin yani sira dogrudan superoksit ve hidrojen peroksit
uretimini tetikleyerek de yapmaktadir. CO’ya baghh ROS olusumunda iki énemli

mekanizma vardir (35,41);

Birincil mekanizma: Ksantin dehidrogenazin peroksit olusumuna neden olan
ksantin oksidaza doniismesidir. Artan NO konsantrasyonu ile birlikte olusan ONOO -
, nitrik oksidin kendisinden cok daha giclu bir serbest radikaldir ve stperoksit

dismutaz gibi enzimler tarafindan parcalanmaya kars: direnclidir.

Ikincil mekanizma; CO’nun mitokondriyal matris icindeki hemoprotein olan
sitokrom C oksidaza baglanarak inhibisyonu ile slperoksit birikimine neden

olmasidir.

Fakat CO'nun sitokrom C'ye baglanmasi, mitokondrinin ATP Uretme
yetenegini 6nemli 6lclide azaltmaz, elektron tasima zincirindeki diger kompleksler

elektron tasimaya devam edip superoksit Ureterek hicre ve dokularin zarar
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gormesine neden olur. Nikotinamid adenin dinikleotid fosfat (NADPH) dretimi
azalirken, ksantin oksidaz ve ROS'un mitokondriyal iretimi artar (26). In vitro sican
modelleri, bu oksidatif stresin, 6zellikle hipokampis ve korpus striatumda protein
oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu ile mitokondriyal hasara neden oldugunu
gostermektedir. CO zehirlenmesi olan hastalarda gorulen biligsel fonksiyon
bozuklugunun sebebinin  hipokampiis ve korpus striatumda artan lipit
peroksidasyonunun eslik ettigi  sitokrom oksidaz inhibisyonu oldugunu
desteklemektedir (22,42).

Karbon monoksit, mitokondriyal sitokrom oksidaza baglanarak oksijen
taginmasinda ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda azalmaya neden olur.
Baoylece iskemik ve anoksik beyin hasarina yol agarak hastalarda biligsel eksikliklere
neden olur (43). Iskemiye bagli beyin hasari; asidoz, iyonik dengesizlik,
depolarizasyon, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz gibi faktorlerden
kaynaklanabilir. Artan hicre ici kalsiyum akisi, ATP ve oksidatif fosforilasyonun
azalmasiyla birlikte, beyin hasarmi daha da artirir.  ATP seviyelerindeki diistisler,
hlicre ici proteaz ve lipazlarin aktivasyonuna yol acarak mitokondriyal membran
depolarizasyonu, hicre o6limi ve 06zellikle glutamat gibi nérotransmiterlerin
salintmina neden olabilir. Glutamat, N-metil- D -aspartat (NMDA) reseptorlerini
uyararak Ozellikle bazal ganglion ve hipokampiis noronlarinda hiicresel fonksiyon

bozuklugunu ve apoptozu daha da artirir (44).

Sonug olarak, CO zehirlenmesinden sonra meydana gelen hipoksi ve erken
donemde artan ROS seviyeleri, DNA ve RNA hasari, lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu, programlanmis hiicre 6limd ve immin sistemin aktivasyonu ile

sonuglanacaktir (45).
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Sekil 2: Reactive oksijen turlerinin olusumu: CO'nun Sitokrom C (CytC) ve nitrik
oksit ile baglanarak peroksitrit (ONOO-) olusturuldugunda hiicre hasarina
neden olan bir dizi stire¢ baslatilir (8)

Karbonmonoksit iyon Kanah Etkilesimi:

Iyon kanallari, miyokardiyal hiz/ritim, bobrek fonksiyonu, kas kasilmasi1 ve
gevsemesi ile sinir aksiyon potansiyelleri gibi bircok sistemde bulunan 6nemli

mekanizmalarin temel diizenleyicileridir (8,46).

Noronal fyon Kanallar: Noéronlarda, su ana kadar CO zehirlenmesinde

blyik rol oynayan (¢ iyon kanali belirlenmistir:

CO, beyinde hafiza olusumu ve organizasyonu icin hayati 6nem tasiyan bir
yap1 olan hipokampuste yiksek oranda bulunan gecikmis dogrultucu K akimi
olusturan Kv2.1 ve tandem P alan1 K" kanali (K2p2.1) (Trek-1) adl iki K* kanalin1
bloke ederken hem miyokardiyal hem de ndronal dokularda bulunan voltaj kapili
sodyum kanalin1 (Nav 1.5) aktive eder. Bu kanalin aktivasyonu, hicre ici sodyum
konsantrasyonunda artis ile hiicrenin depolarizasyon esigine dogru daha fazla hareket
etmesine yol acar (47,48). CO’in bu kanallar Gzerindeki etkinligi disik HbCO
konsantrasyonlarinda bile gorilebilen gecikmis norolojik sekel (DNS) ve otonomik

eksiklikleri agiklamaya fayda saglayabilir (49).

12



Kardiyak iyon kanallar: Yapilan ¢alismalarda CO gazinin nabiz, ritim ve
vaskuler tonusun birincil duzenleyicileri olan birgok farkli tipte iyon kanalini
etkiledigi diisiiniilmektedir. Ozellikle L tipi Ca*?> kanallar1 ve miyokardiyal voltaj
kapili sodyum kanallar1 (Na v 1.5), CO zehirlenmesi baglammda Onemli etkileri
olusturan iki kanaldir. L tipi Ca*? kanallar1 6ncelikle kalpte (SA ve AV diigiimleri),
kan damarlarinda (karotis govdesi) ve pankreasta bulunur (50). CO, L tipi Ca*?
kanallarmni inhibe ederek hiicreye Ca*? akisini azaltir ve AV iletimin bozulmasma,
nabzmn yavaglamasma, miyosit kontraktilitesinin azalmasina, vazodilatasyon ve

instlin sekresyonunun azalmasma neden olur (50,51).

CO gazinin, miyokardin voltaj kapili sodyum kanallarina (Na v 1.5) etkisi ile
de QT uzamasina neden oldugu diisiiniilmektedir. QT uzamasi ise kalbi polimorfik
ventrikiler tasikardi (VT) ve sonugta ventrikiler fibrilasyon (VF) ve 6lum dahil
olmak tzere tehlikeli aritmilerin gelismesine yatkin hale getirir (48). CO gazinin
iyon kanallar1 Gzerindeki bu dogrudan etkisi, CO'nun diisiik konsantrasyonlarda bile

gorilebilen miyokardiyal etkileri i¢cin mantikli bir agiklama saglamaktadir (8,27).

Diger iyon kanallari: CO'nun etkiledigi ve potansiyel olarak klinik a¢idan
anlamli etkileri olan baska iyon kanallar1 da vardir. CO, pulmoner tip Il alveolar
hicrelerde ve bobrekte bulunan epitelyal sodyum kanalin1 (ENaC) inhibe ederek CO
zehirlenmesi olan bir¢ok hastada karsilasilan akciger 6demine sebep olabilir. Ayrica
CO, karotis ve diger damarlardaki Ca kanallarma etkisi ile vazodilatasyona sebep
olmaktadir (35).
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QT Prolongation

I Ventricular Tachycardia (VT)

Ventricular Fibrillation (VF)

Sekil 3: CO zehirlenmesinin iyon kanallar1 Uzerindeki dogrudan etkisi: CO'nun
akciger, beyin ve kalpte iyon kanallar1 Uzerinde dogrudan etkileri vardir
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L CO,
‘ Mitokondri membran —~ Otofnjl #; \_l; \
NADPH Oksidaz § |
Ksantin Oksidaz sitokrom ¢ 7
Myeloperoksidaz t

Sekil 4: CO zehirlenmesinin etki mekanizmasi
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2.1.6. Klinik

Akut CO zehirlenmesinde erken semptomlar nonspesifik semptomlar olup
siklikla diger hastaliklarla karisabilmektedir. Tipik bagvuru sikayetleri arasinda bas
agrisi, bag donmesi, halsizlik, bulant: olup kis aylarinda gortlme sikliginin artmasi
nedeniyle viral enfeksiyonlarla karigsarak tanmin ge¢ konmasina ya da atlanmasina
neden olabilmektedir (22,33,52). Semptomlarin belirsiz olmasi yaklasik %30 vaka da
yanlis teshise neden olmaktadir (53). CO zehirlenmesinin  semptomlari,
zehirlenmenin ciddiyetine ve hastaligin evresine bagli olarak hafif semptomlardan

ciddi semptomlara kadar genis spektrumlu olabilmektedir. (tablo 1)

Tablo 1. Karboksihemoglobin (CO-Hb) doygunlugu (%) seviyeleri ve
semptomlar (25,54)

CO-Hb (%) klinik semptom

<1 normal aralik (endojen tretim nedeniyle)

<10 sigara igen kisinin kan1 (belirti yok)

10-20 bas agrisi, yorgunluk, kulak ¢inlamasi

20-30 bas agrisi, halsizlik, mide bulantisi, kusma

30-40 bas agrisi, bag donmesi, mide bulantisi, kusma

40-50 senkop, konflizyon, solunum ve kalp atis hizinin artmasi

50-60 koma, konviilsiyonlar, depresif solunum

60-70 koma, konviilsiyonlar, kardiyopulmoner depresyon, siklikla 6limcul
70 < Solunum yetmezligi, 610m

Bas agrisi, halsizlik, bas donmesi, mide bulantisi, kusma, gogiis agrisi,
carpint1 ve nefes darligi erken donem semptomlari olustururken, rabdomiyoliz, ¢coklu
organ yetmezligi, yaygin damar ic¢i pihtilasma, kardiyovaskuler komplikasyonlar ve
noropsikiyatrik bulgular ise ge¢ donem semptomlar arasinda yer almaktadir (53,55).
CO zehirlenmesinde akut mortalite siklikla QT uzamasi ile gelisen ventrikiler
disritmilere bagh olmaktadir. Yiksek COHb seviyeleri ve uzun sireli CO maruziyeti

ile kardiyak global hipokinezi, kardiyomiyopati, miyokardiyal iskemi ve aritmiler
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gelisebilmektedir. Bu semptomlarla iligkili olarak troponin, laktat ve B-tipi natriuretik

peptid seviyelerinde artis gorilmektedir (9).

Santral sinir sistemi, CO zehirlenmesine en duyarli sistemdir. %15-20 COHb
dizeylerinde bas agrisi, bag donmesi ve ataksi ortaya cikabilirken; daha ylksek
diizey ve daha uzun sureli maruziyetler senkop, ndbet veya komaya neden olur (22).
Santral sinir sistemi ve kardiyovaskuler sistem CO zehirlenmesine en duyarl
sistemler olsa da diger organ ve sistemlerde CO zehirlenmesinin etkilerini gosterir.
Ciddi semptomlar1 olan hastalarin beste biri ila tgte birinde CO kaynakli kardiyak
etkilenim ve duman inhalasyonu iligskili ARDS nedenli akciger 6demi gelismektedir
(22,32).

Muayene bulgular:

CO zehirlenmesinde fizik muayene bulgular1 tasikardi, takipne,
hipertansiyon, hipertermi, biling degisikligi, normal oksijenasyon duzeyleri ve
norolojik defisitleri icerir. CO zehirlenmesinin klasik patognomonik bulgusu CO
kaynakli vazodilatasyon ve doku iskemisinin sonucu olan deri ve mukozalarda kiraz
kirmizis1 renk gorilmesidir. Siklikla 6limden sonra otopside goriildiigii icin taniya
yardimc1 olmamakta ve gorilmemesi taniyr dislamamaktadir (52,56,57). Nadir
gorilen bir diger bulgu ise ciddi maruziyetlerden sonra kutandz biillerin gelismesidir
(22).

Tablo 2. CO zehirlenmesinde ciddi toksisite bulgular (57)

CO zehirlenmesinde gorulebilecek ciddi toksisite semptom ve bulgulari

Norolojik Nobet, Senkop, konvilsiyon, Koma
Metabolik Laktik asidoz (hiicresel hipoksi)

Kardiyovaskuler | Akut miyokardiyal iskemi, ventriktler aritmi, pulmoner 6dem

Gecikmis norolojik sekel (Delayed Neurological Sequelae) (DNS)

Gecikmis norolojik sekel (ensefalopati) akut CO zehirlenmesiyle iliskili en
ciddi komplikasyonlardandir. DNS, belirgin CO maruziyeti olan hastalarin ylzde 15
ila 40'inda gorulmektedir (26). Gecikmis norolojik ensefalopati gelisen vakalarin

%?25’inde ise kronik norolojik sekel kalir (58) . 30 yasin (zerindeki vakalar ve ilk
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maruziyet sonrasi biling kaybi1 gelisen vakalar DNS gelisimi igin yuksek risk
tagimaktadirlar (22) .

Klinik bulgular1 demans, piramidal veya ekstrapiramidal sistemlerin islev
bozukluklarini igeren bir dizi norolojik ve psikiyatrik semptomla karakterizedir (10).
CO maruziyetinden 4 gun ila 5 hafta sonraya kadar ortaya ¢ikabilen DNS tablosunun
yaygm oOlarak belirlenmis bir tan1 kriteri yoktur. Klinik prezantasyonlarmi kisilik
degisiklikleri veya hafif biligsel eksiklik gibi ince anormalliklerden siddetli bunama,
amnestik sendromlar, psikoz, parkinsonizm, felg, kore, kortikal korlik, afazi, apraksi,
agnozi ve periferik néropati olusturur(22,45,59,60).

Kesin noropatoloji tam bilinmemekle beraber CO-Hb kompleksine bagli
gelisen hipoksi DNS kliniginin olusumunu agiklamakta yetersiz kalmaktadir. Diisiik
CO-Hb konsantrasyonlarinda bile gelisebilen DNS tablosu altta yatan baska
patofizyolojik yolaklarin oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan ¢alismalar ile
desteklenen DNS mekanizmalar1 arasinda Oncelikli olarak ikincil hasarlar olan
apaptoz, lipid peroksidasyonu, oksidatif hasar, immin aracili hasar ve gecikmis
néroinflamasyon yer almaktadir (26,55,60). DNS gelisiminin, COHb seviyeleri ile
korelasyonu zayif olup beraberinde vazodilatasyona sekonder hipotansif atagin da
olmas1 gerektigi diistiniilmektedir. CO zehirlenmesinde hasar goren beyin
bolgelerinin  damar desteginin zayif oldugu alanlar olmasi da bulgular:
desteklemektedir (22).

Yapilan bircok c¢alisma gecikmis ensefalopatideki ndéronal nekroz ve
apoptozun yapilan norogoruntilemelerde globus pallidustaki bilateral, simetrik
lezyonlari, beyindeki yaygin demiyelinizasyon gibi patolojik bulgulari olusturdugunu
goOstermistir (10). Maruziyetten haftalar sonra yapilan otopsilerde beyaz madde,
globus pallidus, beyincik ve hipokampuste nekroz gorilmesi bu bdlgelerin

hasarlanmasi ile DNS geligimi arasindaki iliskiyi dogrulamaktadir (22).

CO zehirlenmesi sonras1 gecikmis ensefalopati icin spesifik bir tedavi veya
proflaksi bulunmamaktadir (61). Klinik uygulamada kullanilan HBO tedavisinin

faydasi olsa da etkinligi zayiftir ve mortalite ve sakatlik oranlar1 yiksek kalmaktadir
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(1). Mevcut ¢alismalar ikincil hasar mekanizmalar1 tzerinden etki edebilecek yeni

tedavi yontemlerini aragtirmaya yonelmis durumdadir.
2.1.7. Tam

CO zehirlenmesi tanisi; CO zehirlenmesi ile uyumlu semptomlar, CO gazna
maruziyet 6ykust ve CO-Hb konsantrasyonunun yiiksekligi uglusu ile konulur (27).
COHDb'nin normal seviyeleri %0 ila %5 arasindadir. CO, protoporfirinin bilirubine
doniismesinin dogal bir yan Griini oldugundan, yenidoganlarda ve hemolitik anemisi
olan hastalarda %8'e varan yuksek COHb seviyeleri olusabilir. Sigara icenlerde
karboksihemoglobin seviyeleri %10'a kadar ¢ikabilir (21,27,62).

CO zehirlenmesini tespit etmenin en hizli ve kolay yolu invaziv bir islem olan
kan gaz1 analizi ile COHb konsantrasyonunun  &lctilmesi  seklinde
gerceklestirilebilirken invaziv olmayan nabiz CO-oksimetresi yoluyla da hizli bir
sekilde gergeklestirilebilir (56,63). CO-Hb dizeyleri zehirlenme tanis1 koydursa da
CO-Hb dizeyleri ile semptomlarin siddeti veya mortalite ve morbidite riski arasinda
dogrudan bir korelasyon yoktur (24,30). Nabiz CO-oksimetresi noninvaziv
oldugundan, spesifik olmayan semptomlarla basvuran acil servis hastalarinin ilk
taramasinda ve 0zellikle Kitlesel zehirlenme durumunda saha taramasi igin faydalidir.
Ancak COHb ve OksiHb arasinda ayrim yapamamasi nedeniyle, standart bir kan
COHb olcuiminin yerine gegemeyecegi icin bagmmsiz olarak kullanilmamasi
onerilmektedir (22).

18



Resim 1: CO-Oksimetresi

COHD olgiminun yanmi sira kardiyak iskemik parametreler, tam kan sayimi
(CBC), serum karaciger enzimleri, kreatinin, Ure ve glikoz seviyeleri, kan laktat
seviyesi gibi laboratuvar belirtecleri ve gogiis rontgenindeki akciger infiltrasyonlar1
da zehirlenmenin ciddiyeti hakkinda fikir verebilir (56). Kardiyovaskiler mortalite
potansiyeli nedeniyle, EKG degisikligi veya kardiyak belirtecleri artmis olan hastalar
daha ileri kardiyak testlerden, stres testlerinden, EKO veya anjiyografiden fayda
gordr (64).

COHb diizeylerinin mortalite ve morbiditeyi gostermedeki zayiflig1 nedeniyle
baska biyobelirte¢ kullanabilmek icin birgok arastirma yapilmaktadir. CO oksidatif
stresinin potansiyel belirteci olan ve eritrositlerden salinarak beyin hasarmna yol
acabilen glutatyon, hipoksik stres sonrasinda salinan astrogliadaki yapisal bir protein
olan serum S100B, ndéronal yikimin bir yan trtinii olan serum nérona 6zgl enolaz
(NSE), bu belirteclerden bazilaridir. Serebral hasar icin kullanilan bu belirtecler, CO
zehirlenmesinden sonra yukselerek norolojik hasari, mortalite ve morbiditeyi
degerlendirse de tedavi ihtiyacin1 tahmin edecek kadar givenilir oldugu heniiz
gosterilememistir (22,30,65,66).

CO zehirlenmesinin en yaygin semptomlarindan biri biling degisikligi oldugu
icin hastalara bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans gorlntileme
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(MRI) yapilabilir (67). CO gazma maruz kaldiktan sonra norobiligsel hasar gelisen
hastalarda 12 saat icinde BT taramalarinda akut degisiklikler meydana gelmektedir.
Yapilan goriintilemelerde ¢ogunlukla globus pallidus, putamen ve kaudat nukleus
bolgelerinde simetrik diisiik yogunluklu alanlar gorulmektedir. Manyetik rezonans
goruntuleme, CO zehirlenmesinden sonra gelisen serebral beyaz madde bazal
ganglion lezyonlarinin saptanmasinda BT'den Ustindir (22,67,68). Gecikmis
norobiligsel ensefalopatinin nedenlerinden birinin beyaz madde demiyelinizasyonu
oldugu disiiniilmektedir ve MR goOruntulemesinde yaygm goérilen bulgusu
periventrikiler beyaz madde ve sentrum semiovalede T1 agirlikli gorintulerde sinyal
azalmas1 iken, T2 agirhkli gorintilerde sinyal artmis olmasidir.  Siddetli
zehirlenmelerde bu degisiklikler subkortikal beyaz madde, korpus kallozum ve
kapsulada da meydana gelebilir (68,69). BT ve MR gorintilemede ge¢ donem
goruntuleme bulgusu, néronal nekroz ve apoptoz nedeniyle sulkus genislemesi veya

ventrikiler genisleme ile kendini gosteren yaygin beyin atrofisidir (70).

CO zehirlenmesinde nérogérintilemede en umut verici yontemlerinden biri
de bdlgesel serebral perflizyonun degerlendirilmesidir. Yapilan c¢aligmalarda tek
foton emisyonlu BT (SPECT), bir iyot veya teknesyum izleyici kullanarak bdlgesel
kan akisini invazif olmayan bir sekilde Olcerek hipoperfiizyon goérilen vakalarda
gecikmis norolojik sekel (DNS) insidansmin yiksek oldugunu gostermistir. Fakat
prosedurin yetersiz olmasi ve kapsamli ¢aligmalarm bulunmamasi nedeniyle, SPECT
taramas1 su anda prognozu veya hiperbarik oksijen (HBO) ihtiyacini belirlemede
kesin bir yontem degildir (22,71).

2.1.8. Tedavi
Genel ilkeler

Hastane disinda hasta yonetiminin ilk adimi kontamine ortamdan
uzaklastirma olustururken hastane i¢i yonetimde ayrintili 0yki ve fizik muayene ile
erken tan1 koymak, hava yolu Kkontroll, intravendz erisim ve Kkardiyak
monitdrizasyon olusturur (25). COHb yar1 émrl, normal atmosferik basingta oda
havasmi (%21 oksijen) solurken ortalama 5 saatten (aralik, 2-7 saat) %100 oksijen
soludugunda yaklagik 1 saate (aralik, 36-137 dakika) diiserken, 1,5 atm basmgl
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%100 oksijenli ortamda ise 21 dakikaya diiser (72,73). Bu nedenle CO'nun kandan
uzaklastirilmas: i¢in ilk tedavi olarak yiz maskesi veya endikasyon dahilinde
endotrakeal tip yoluyla %100 normobarik oksijen (NBO2) verilmesi gerekir. CO'nun
Hb’den ayrilmasimi hizlandirmak ve CO zehirlenmesinin neden oldugu inflamasyon
ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu Uzerindeki etkileri tersine ¢evirmek igin ise
mimkin olan en kisa slrede hiperbarik oksijen (HBO2) tedavisi
diistiniilmelidir(25,26).

Potansiyel yan etkiler agisindan kan basinci, kalp hizi ve elektrokardiyografi
gibi hayati parametreler surekli izlenmeli ve kandaki kardiyak iskemik parametreler,
kan gazi analizi ve laktat dlzeyi sik araliklarla kontrol edilmelidir (56).
Hipotansiyon, kalict miyokard depresyonu yapabilecegi icin erken asamada 1V
stvilar ve inotroplarla tedavi edilmelidir. CO intoksikasyonu sonrasi troponin
diizeyleri yiiksek olan hastalarinin neredeyse dortte tgunde kardiyak fonksiyon
bozuklugu veya Takotsubo benzeri degisikliklerle birlikte kardiyomiyopati
goriildigi gozlenmistir (71). Norolojik durum takibi icin Glasgow Koma Skalasi
(GKS) sik araliklarla degerlendirilmeli ve ayrica ge¢ donem norolojik sekeller icin
bilissel islevler Ozellikle dort ila alt1 hafta sonra dizenli olarak kontrol edilmelidir
(74). Tedavinin sresi belirsiz olup ama¢ asemptomatik seyir ile birlikte COHb

diizeyini %5’in altina diigiirmektir (22).
Hiperbarik oksijen tedavisi

Hiperbarik oksijen tedavisi (HBO), belirli bir hiperbarik oksijen odasinda 2-3
atm ortam basinci altinda %100 oksijen solunmasi islemidir. 2 atm mutlak (ATA)
basingta oksijen plazmada ¢oziinerek arteriyel pO2'yi 1400 mmHg'ye yukseltirken, 3
atm mutlak basing arteriyel pO2'yi yaklasik 2000 mmHg'ye yikseltir (72,75).

HBO tedavisinin molekiler dizeydeki etki mekanizmasi tam anlasilamamais
olsa da hipoksik dokuda vazodilatasyona, perfizyon artisina, pro-inflamatuar
sitokinlerin azalmasma ve anti-inflamatuar sitokinlerin artmasma sebep olur (76).
CO'nun hemoglobinden eliminasyonunu saglarken ayn1 zamanda oksijen transferinin
inhibisyonunu, O2‘nin intramitokondriyal inhibisyonunu tersine cevirerek hiicre igi

hipoksi, oksidatif stres ve doku inflamasyonunu azaltir (56). Ayrica HBO beyin
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hasar1 igin 6nemli bir sebep olan lipid peroksidasyonunu ve beyin mikrovaskuler
endoteline B-integrin aracili nétrofil yapismasini da onleyerek néroprotektif etkilere
neden olmaktadir (76,77). Normobarik oksijen uygulamasi ile kiyaslandiginda, HBO
semptomlarm iyilesme siresini kisaltmakta, mortalite ve ge¢ noropsikiyatrik

bulgularin gelisme insidansini azaltmaktadir (78).

Tablo 3: HBO tedavisinin 6nerildigi durumlar (22,56,72)
HBO endikasyonlari

COHb seviyesi > % 25;semptomlardan bagimsiz
Gebelikte COHb diizeyi > % 15

Hamilelikte fetal sikinti

Siddetli metabolik asidoz (pH <7.25)

End organ hasar1 (myokard iskemisi, mental durum degisikligi)
(senkop, nobet, koma, GKS<15, anormal serebellar fonksiyon,

norolojik defisit)

COHb seviyesi yiizde 25'in Uzerinde olan hastalarda rutin olarak HBO
tedavisini 6nerilmesine ragmen, literatiirde net COHb seviyelerine gore belirlenmis
bir HBO tedavi Onerisi bulunmamaktadir. Hangi hastalarin HBO tedavisinden yarar
gorecegi, tedavi siresi ve kullanilacak basing diizeyleri konusu hala tartismalidir
(79). HBO tedavisinin bir diger kisitlihig: ise tedaviye ulasilabilirligin zorlugudur.
HBO tedavisi yalnizca belirli merkezlerde verilmekle birlikte siklikla bu merkezleri
Uclinct basamak hastaneler olusturmaktadir. Fakat HBO tedavisinin kullanimi1 ve
yiksek riskli hastalarm HBO olan merkeze nakledilmesiyle ilgili gereksinimler

konusunda halen net bir fikir birligi bulunmamaktadir (8).

Ciddi CO zehirlenmesinde HBO tedavisinin optimal zamanlamasi ve sayisi
belirsizdir. Maruz kaldiktan 6 saat sonra tedavi edilen hastalar, gecikmis sekel ve
mortalite agisindan daha kotl sonuglara sahip olma egilimindedir (72,73,77).
Genellikle, HBO tedavisinin ilk 24 saat icinde baslanmast Onerilmektedir. Yapilan
bir calismada, ilk 24 saat i¢inde baslatilan hiperbarik oksijen tedavisinin norobilissel

sekellerin gelisimini azalttig1 gosterilmistir.(8). HBO tedavisinin ilk seansindan sonra
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Klinik iyilesme gordlmemesi halinde, tedaviye tekrar eden seanslarla devam
edilmelidir. (72,80).

CO intoksikasyonunda HBO tedavisinin faydasina iliskin ¢ok sayida ¢aligma
olsa da HBO'nun kesin faydast heniuz tam olarak kanitlanamamistir (8). CO
intoksikasyonu her zaman akilda tutulmali ve acil standartlara gore tedavi edilmesi
gereken bir tanidir. HBO almak zere secilen tiim hastalar, CO zehirlenmesinin akut
etkilerini tersine gevirmek icin mumkin olan en kisa strede 2,5 ila 3 mutlak
atmosferde (ATA) en az bir kere tedavi almalidir. Geg sekeller olusabileceginden

taburculuk sonras1 uzun dénem ndrolojik agidan takip 6nerilmektedir (56).
2.2. Idebenon

Idebenon (C19H3005), mitokondriyal elektron tasima zincirinde bir elektron
dondri olan koenzim Q10’un (CoQ10) sentetik bir analogudur (81) (Sekil5).

| O
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Sekil 5: idebenon Kimyasal A¢ilimi

CoQ10 noroprotektif bir ajan olmasina ragmen suda az ¢ézlinmesi ve biyik
molekil Kkitlesi nedeniyle biyoyararlanimi diisiiktiir. Bu sorunlarm giderilmesi icin
CoQ10’un hidrofilik analogu olan idebenon kesfedilmistir (8).
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Tablo 4. idebenon etki mekanizmasi

Reaktif oksijen temizleyicisi (82)

ROS-NLRP3 inflamatuar sinyal yolunun inhibisyonu (15,81)

NF-xB sinyal yolunu inhibe ederek lipopolisakkaritlerin neden oldugu inflamasyonu azaltir
(16)

Membran lipid peroksidasyonunun inhibisyonu (18)

NRF2'nin niikleer aktivasyonunu uyarir ve Bcl-2/Bax oranimi diizenler (16)

Sitokrom C aracil1 kaspaz-3 aktivasyonunu engeller (14)

Voltaja duyarl kalsiyum kanallarinin inhibisyonu yoluyla anti-iskemik etki (83)

Sinir blylme faktori sentezini uyarir (83)

Eritrosit hiicresi zari stabilizasyonu (83)

Glutamatin neden oldugu norotoksisiteyi azaltir (83)

Hafiza ve 6grenme fonksiyonunu gelistirir: (83)
1. sinaptik uzun vadeli giiclenme yoluyla;
2. kolinerjik ve serotonerjik fonksiyon bozuklugunun tersine cevrilmesi yoluyla;

3. iskemi kaynakl1 bozulmanin tersine ¢evrilmesi yoluyla;

Iskemi kaynakl1 artan laktik asit ve azalan ATP seviyelerinin tersi yonde diizeltilmesi (83)
-Serebral glukoz kullaniminda iyilesme

-ATP sentezinin uyarilmasi

Trombosit agregasyonunun inhibisyonu (84)

Reaktif oksijen temizleyicisi

Serbest radikaller, normal metabolik slire¢ler sirasinda endojen olarak dretilir
ve hicre cogalmasi, iyilesme ve apoptoz gibi islevlerde haberci olarak gorev
yaparlar. Reaktif yapilar1 nedeniyle, serbest radikaller lipidler, nukleik asitler ve
proteinler basta olmak Uzere tim hiicre bilesenleriyle etkilesime girerek zarar verme

potansiyeline sahiptirler. Serbest radikal olusumundaki artisa veya antioksidan
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savunma sistemindeki yetersizlige bagh olarak organizmada oksidatif stres olusur.
Bu durum inflamasyon gibi zararli sirecleri tetikler (85). Oksidatif strese bagli
olarak pro-apoptotik proteinlerin sitoplazmik salmimi ile mitokondriyal membran
potansiyelinin stabilizasyonu bozulur. Apoptozun "i¢sel mitokondriyal” yolu aktive
olur (16).

Idebenon anti-inflamatuar etkilerini birden ¢ok etki mekanizmasiyla
olusturmaktadir. Bu mekanizmalarindan biri oksidatif stresi azaltmak igin
antioksidan etkiler gostermesidir (86,87). Idebenon oksidatif strese bagli bozulan
mitokondriyal membran potansiyelini arttirarak fizyolojik kosullar1 eski haline
getirir. idebenon’un antioksidan etkinligini sadece membran potansiyelini stabilize
etmesi ile degil aym1 zamanda asir1 ROS Uretimi baskilamasi ve mitokondriyal
solunum zinciri komplekslerinin (kompleks I ve 111) fonksiyonlarin1 desteklemesi ile
de gosterir (14).

Idebenon’un bir diger etki yolag1 ise NAD(P)H dehidrojenaz [kinon]-1
tarafindan indirgenip, boylece elektronlarmi1 mitokondriyal solunum zincirine
aktararak ATP (retiminin artmasma ve sonu¢ olarak hicresel oksidatif stresin
azalmasma yol agmasidir (88,89). Idebenon, reaktif oksijen tirlerini (ROS)
temizleme ve oksidatif stresi azaltma yetenegi sayesinde, Nikleer Faktor Kappa Beta
(NF-xB) sinyal yolunun aktivasyonunu baskilar ve bdylece proinflamatuar genlerin

transkripsiyonunu 6nler (82,90).

NF-kB sinyal yolunu inhibe ederek lipopolisakkaritlerin neden oldugu

inflamasyonu azaltir

NF-xB, LPS'ye yanit olarak c¢esitli sitokin reseptorlerin, proinflamatuar
molekiillerin gen ekspresyonunu diizenleyerek hiicre apoptozunu, bagisikligi, hicre
artigini ve yaslanmay1 kontrol eden dnemli bir transkripsiyon faktoriduir (91). NF-xB
protein kompleksi genellikle sitoplazmada IxB inhibitér proteinine (IxBa) bagl halde
transkripsiyonel olarak inaktif halde kalir. BOylece c¢ekirdege translokasyonu ve
DNA’ya baglanmasi engellenmis olur. Fosforilasyon ile IkB’ler bozunmaya ugrar ve
NF-kB aktivasyonuna neden olur. Kontrolli aktivasyon hiicrelerin hayatta kalmasi

icin dnemli iken kontrolstiz aktivasyon bircok otoimmun, inflamatuar hastalik ve
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kanser gelisimi ile iliskilendirilmistir (90). Yapilan ¢aligmalarda idebenonun LPS ile
uyarilan makrofajlarda IxBa fosforilasyonunu ve bozulmasini 6nemli 6lglde inhibe
ederek NF-«B sinyal yolunu modiile ettigi ve inflamasyonu baskiladigi gosterilmistir
(82).

ROS-NLRP3 inflamatuar sinyal yolunun inhibisyonu

Beyinde noronal aktiviteyi senkronize ederek ndronal homeostazisini
diizenleyen iki tip noroglial hicre vardir; mikroglia ve astrositler. Lipopolisakkarit
(LPS) wuyarimi veya anormal amiloid plak (AB) birikimi gibi noropatolojik
durumlarda, bu noroglial hucreler, inflamatuar mikroglia ve reaktif astrositler haline
gelerek, reaktif oksijen turlerinin (ROS) uretimini ve NLRP3 aktivasyonunu tetikler.
Sonug olarak kaspaz-1 aktivasyonu ile proinflamatuar sitokinler IL-1B ve IL-18
salinir ve noroinflamasyon baslar. idebenon, BV2 mikroglial hiicrelerinde ve
astrositlerde LPS kaynakli hicre i¢ci ROS dretimini, mitokondriyal membran
potansiyeli bozulmasin1 ve NLRP3 ile iligkili ndroinflamasyonu inhibe eder. AP

iliskili astroglioz ve néroinflamasyonu baskilar (15,81).
Membran lipid peroksidasyonunun inhibisyonu

Lipid peroksidasyonu, artan oksidatif stresin énemli bir sonucu olup néron
saglig1 ve ndronun hayatta kalmasi igin zararli bir durumdur (92). Malondialdehit
(MDA), lipid peroksidasyonunun son drund olup merkezi sinir sisteminde lipid

peroksidasyonunun bir belirtecidir (18,82).

Idebenon, artan lipit peroksidasyonuna kars1 giivenilir bir ajandir ve lipit
peroksitlere  karst1  koruyucu etkileri  gesitli ¢alismalarda  gosterilmistir
(89,93,94)idebenon oksidatif stresi azaltmasi, antioksidan enzimleri artirmasi ve lipid
peroksidasyonunu inhibe edici etkisiyle MDA seviyesinde diisiise neden olur (95).
Bu etkilerini esas olarak lipit peroksidasyonu ve ferroptoz ile bilinen glutatyon
peroksidaz-4'in (GPx-4) ekspresyonunu ve glutatyon dizeylerini artirarak saglar.
Demir iligkili lipit peroksit birikiminin ndron saghigma zararli oldugu ferroptoza
neden olacagi bilinmektedir. GPx-4, ferroptozun aracilik ettigi hiicre 6lumuni onler.

Idebenon hiicresel glutatyon seviyelerini ve GPx-4 ekspresyonunu arttirarak noronal
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sag kalmmi destekler (18). Sonug¢ olarak idebenon, antioksidan enzim aktivitesini
moddle ederek ROS olusumunu ve lipid peroksidasyonunu etkili bir sekilde inhibe
eder ve (GPx-4) ekspresyonunu artirarak noroprotektif etkinlik gosterir (17,96,100).

Trombosit agregasyonunun inhibisyonu

Idebenon trombositlerde arasidonat ve ADP tarafindan indiiklenen
agregasyonu inhibe eder. Ayrica trombositlerde CAMP artis1 yaparken prostoglandin
ve tromboksan B2 uretimini azaltir. Insan trombositlerinde yapilan bir arastirmada
Idebenonun aspirinden 8 kat daha etkili olarak trombosit agregasyonunu inhibe ettigi

saptanmustir (84).
p52Shc'nin inhibisyonu ve Lin28A'nin ekspresyonu

Son ¢alismalar da idebenon’un cesitli molekiler kompleksler igin gerekli bir
adaptor protein olarak gdrev yapan p52Shc'nin fonksiyonunu rekabetci bir sekilde
inhibe ettigi rapor edilmistir (96). IP3-kinaz yolu yoluyla Akt kinazi asir1 aktive ettigi
gosterilmistir. Akt, iyi tanimlanmis bir "hayatta kalma kinazidir" ve insulin
duyarliigim artirirken, strese, hipoksiye ve ilaca maruz kalmaya karsi genel direnci
artiran bir dizi sinyal yolunu kontrol eder. Bu durum hiicresel metabolizmanin
degistirilmesi, inflamasyonun azaltilmasi, lipit metabolizmasmin arttirilmas: ve
mitokondriyal fonksiyonun degistirilmesi gibi idebenon ile g6zlemlenen koruyucu
etkilerin bir kismin1 aciklayabilir (97-99). idebenon, néroproteksiyondan sorumiu
oldugu gosterilen RNA baglayict protein Lin28 A'nin ekspresyonuna yol agmustir.
Lin28A, metabolizmay1, yaslanmayi, stres tepkisini, hiicre hayatta kalmasini temel
olarak etkileyen ve ayni zamanda doku onarimini artiran bir¢ok hiicresel RNA'nin

yuksek oranda korunmus bir diizenleyicisidir (97,100) .
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Sekil 6: idebenonun ¢esitli sitoprotektif mekanizmalar1 ayn1 anda nasil
etkileyebilecegine dair mevcut kanitlarin sematik temsili (97)

Yapilan bu c¢alismada amacimiz ratlarda CO intoksikasyon modeli
olusturularak, gicli antioksidan, noroprotektif, sitoprotektif etkinligi bilinen ve
literatiirde yaymlarla desteklenen (15,17,18). Idebenon verildikten sonra beyin
dokusunda oksidatif stres parametreleri, apoptotik parametreler, noéronlarin
histopatolojisi ile dejenerasyonunu degerlendirmek ve noroprotektif etkinligini

gOstermektir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmamn Tipi, Yeri, Zamam Ve Arastirma izni

Bu ¢ahsma Karadeniz Teknik Universitesi Farabi Hastanesi Tip Fakiiltesi
Acil Tip Anabilim Dali’'nda planlandi. 2023/27 protokol numarasi ile 02.08.2023
tarihinde Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanligi’'ndan onay alindiktan sonra Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde ylrataldu. Histopatolojik arastirmalar
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim
Dali’nda gergeklestirildi. Biyokimyasal degerlendirmeler Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali’nda gerceklestirildi.

3.2. Arastirmanin Evreni

Arastirmanin evrenini, Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nde yetistirilen Wistar Albino cinsi disi ratlar olusturdu.
3.3. Orneklem Biiyiikliigii ve Yontemi

Bu caligmada, 40 adet olgun 250+ 25 gr Wistar Albino cinsi disi ratlar
kullanildi. Grup basina diisen rat sayilar1 hesaplanirken, istatistiksel glc analizleri
yanisira mortalite oranlar1 da dikkate alindi. Calismanin etki buytikligiini 2, p degeri
%5, calismanin giictini %80 ve her gruba esit sayida rat dagilacag varsayilarak grup
basina g-power Uzerinden en az 6 rat gerektigi hesaplandi. Karbon monoksit
zehirlenmesi icin mortalite oram1 %20 hesaplanarak c¢alismada grup basma dahil
edilecek rat sayis1 8 olarak belirlendi. Caligma giintine kadar 1 hafta boyunca ratlar,
22 * 1°C oda sicaklhiginda, 12:12 aydinlik- karanlik dongusu altinda, su ve standart
rat yemi verilerek standart kafeslerde tutuldu. Deneyden 1 saat 6nce ratlarin kuyruk

veninden kan alimin1 kolaylagtirmasi amaci ile oda sicakligi 27+£1°C ye getirildi.

Hayvanlar rastgele 5 gruba ayrilarak ve kontrol grubu hari¢ diger gruplara

5000 ppm CO, ratlarda bilin¢ degisikligi olana kadar deney fanusu igerisinde inhale
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ettirildi. (Resim 2) Biling degisikligi goruliinceye kadar ratlara CO verilmeye devam
edildi. Biling degisikligi sonras1 hayvanlardan oda havasinda kuyruk venlerinden
aliman 0,5 ml kandan kan gazi analiz cihazi ile COHb konsantrasyonu calisildi.
Bilinci yerinde olmayan ve COHb konsantrasyonu %20 (izerinde olan ratlar, basarili
bir akut CO zehirlenmesi modeli olarak kabul edildi. 3,4 ve 5. gruplara belirlenen
dozlarda idebenon tedavisi ilk doz CO zehirlenmesinden 3 saat sonra baslanarak 5
gun 24 saat ara ile oral olarak 2 ml SF ile verildi.

3.4. Deney Protokolu
Cahisma icin 5 grup planlanmstir:

1)Grup | (Sham grubu-SF, n=8); Deney fanusu icerisine yerlestirilen ratlar
15 dakika boyunca oda havasinda solutuldu ve fanustan ¢ikardiktan sonra 2 ml serum

fizyolojik (SF) oral olarak 24 saat arayla toplam 5 giin boyunca uyguland:.

2) Grup Il (CO grubu+SF, n=8); Deney fanusu igerisine yerlestirilen ratlar
biling degisikligi oluncaya kadar (yaklasik 15 dk) 5000 ppm CO gaz karisimi ile
51t/dk dan solutuldu. Fanustan ¢ikarildiktan sonra CO dizeyleri kuyruk veninden
alinan 0,5 ml kandan 0l¢ildi ve 2 ml SF oral olarak 24 saat arayla toplam 5 giin
boyunca uygulandi. Ilk doz CO gaz1 zehirlenmesinden 3 saat sonra verilerek 5 giin

boyunca 24 saat aralikla tekrarland.

3) Grup Il (CO + idebenon 100mg/kg grubu, n=8); Deney fanusu
icerisine yerlestirilen ratlar biling degisikligi oluncaya kadar (yaklasik 15 dk) 5000
ppm CO gaz karisimi ile 5It/dk dan solutuldu. Fanustan ¢ikarildiktan sonra CO
dizeyleri kuyruk veninden alman 0,5 ml kandan 6lclldu ve idebenon 100 mg/kg
dozunda oral olarak 24 saat ara ile glinde 1 defa 2 ml SF icinde, 5 giin boyunca
uygulandi. ik doz CO gaz1 zehirlenmesinden 3 saat sonra verilerek 5 giin boyunca
24 saat aralikla tekrarlandu.

4) Grup IV (CO + idebenon 200mg/kg grubu, n=8); Deney fanusu
icerisine yerlestirilen ratlar biling degisikligi oluncaya kadar (yaklasik 15 dk) 5000
ppm CO gaz karisimi ile 5It/dk dan solutuldu. Fanustan ¢ikarildiktan sonra CO

dizeyleri kuyruk veninden alinan 0,5 ml kandan 6lctldu ve idebenon 200 mg/kg
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dozunda oral olarak 24 saat ara ile giinde 1 defa 2 ml SF icinde, 5 giin boyunca
uyguland. ilk doz CO gaz1 zehirlenmesinden 3 saat sonra verilerek 5 giin boyunca
24 saat aralikla tekrarlandi.

5) Grup V (CO + idebenon 300mg/kg grubu, n=8); Deney fanusu icerisine
yerlestirilen ratlar biling degisikligi oluncaya kadar (yaklasik 15 dk) 5000 ppm CO
gaz karisgimu ile 5It/dk dan solutuldu. Fanustan gikarildiktan sonra CO dizeyleri
kuyruk veninden alinan 0,5 ml kandan 6lgildi ve idebenon 300 mg/kg dozunda oral
olarak 24 saat ara ile giinde 1 defa 2 ml SF iginde, 5 giin boyunca uygulandi. i1k doz
CO gaz1 zehirlenmesinden 3 saat sonra verilerek 5 gin boyunca 24 saat aralikla
tekrarland1.

Deney protokollniin baslangicindan 120 saat sonra ratlara anestezi (Xylazine
5mg/kg, ketamin 50 mg/kg) uygulandiktan sonra dekapitasyon yontemi ile 6tenazi
uygulanarak ratlardan serum oksidatif hasar ve antioksidan aktivite dizeylerini
degerlendirmek Uzere kan alindi ve beyin dokusu kraniotomi yapilarak ¢ikarildi.
(Resim 3,4). Hipokamps icin histopatolojik ve biyokimyasal inceleme yapildi.

Resim 2: Deney Fanusu
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Resim 3-4: Beyin (0k)

3.5. Dokularin Histopatolojik Analizi:
Beyin Hipokampus Histopatolojik Analizi:

Parafine gomulu beyin dokular1 histopatolojik degerlendirme igin doner kollu
mikrotomla (Leica RM2255, Nussloch, Germany) 5 um lik kesitler alinarak H&E
boyasi ile boyandi. Degerlendirme, KTU Tip Fakiltesi, Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’'nda DP 71 (Olympus, Tokyo, Japan) kamerali dijital fotograf
makinasina sahip 1sik mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan) yapildi. Elde edilen
kesitlerden fotograflarm cekilmesi icin ayni diizenek kullanildi. Fotograflar dijital
ortama aktarildi. Hazirlanan preperatlar, 60 °C’lik etivde 1 saat bekletildikten sonra

asagidaki protokol uygulandi.

Hematoksilen eozin boyama protokol.
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Islem siras1  Kimyasal / soliisyon / boya / islem  Bekleme Suiresi

1- Ksilen.......ooooooiiiiiiiiiiii i 2x5dk
2- % 100°lik alkol..............coooveeen. 5 dk

3- % 96’lik alkol...................oeeell. 5 dk

4- % 70°’lik alkol...............oooeeiennl. 5 dk

5- Distile su...........cocooviiiiiiii, 2-3 dk
6- Hematoksilen.....................o...... 2.30 dk
7- Musluk suyu.............oooeiiiinnnn 5 dk

8- Asitalkol ..................... 1 kez batirilip ¢ikarilir
9- Distile su...........cocooeiiiiiiii, 1dk
10- AmonyaKklt Su.............ooeiiiinn 10 sn
11- Distile su...........cocooiiiiiiiii, 1dk
12- EOzZIN ... 1.45 dk
13- Distile su...........cocooeiviiiiii, 1dk
14- % 70’lik alkol.............ooiiiinin. 5 dk
15- % 96’k alkol............oooviinniiann. 5 dk
16- % 100’Lik alkol...............coeeeaee. 5dk

17- Ksilen ... 2 x5dk
18- Entellan ile kapatildi

Histopatolojik Degerlendirme

Alnan doku pargalart %10 ‘luk notral formalin ile 48 saat tespit edilerek
histopatolojik inceleme icin dereceleri gittikgce artan alkol serilerinde dehidrate edildi
ve Xylen’de seffaflastirilarak parafin bloklara gémuldu. Parafin bloklardan tam
otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 5 pm kalinhiginda Kesitler
alinarak detayli degerlendirilme icin Hematoksilen-Eozin (H&E)ile boyandi.
Olgtimler ve diger incelemeler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Stereoloji Laboratuarinda bulunan dijital fotograf makinesi (Olympus, DP71,
Japan) atagmanli 151k mikroskobunda (Olympus BX 51, Japan), DP Controller
(Olympus Micro DP71/DP70/DP30BW Ver. 03.03) programi kullanilarak yapildi ve

cekilen fotograflar dijital ortama aktarildi.

Beyin hipokampus dokusunun degerlendirmesinde noronal degisiklikler

histolojik olarak skorlandi (101). Buna gore;

Grade 1; hafif biiziigmiis noronlar sitoplazmik vakuolizasyon olan /olmayan

grup,
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Grade 2; orta derecede biiziismiis noronlar (eozinofilik sitoplazma), ve artmis

nikleer bazofili / veya vakuolll sitoplazma ve vezikdler niikleus,

Grade 3; siddetli biiziismiis ndronlar (eozinofilik sitoplazma), piknotik

nukleus.

Hipokampuiste 100 piramidal hiicre sayilarak dejeneratif piramidal néron
yizdesi 151k mikroskop altinda 200X blyltmede Analysis 5 Research program
(Olympus Soft Imaging Solutions, Minster, Germany) kullanilarak sayildi. Hicre
govdesinde biiziisme, sitoplazmada nissl kayb1 ve eozinofili, koyu renkli, kiigtilmiis
nukleuslu hiicreler dejeneratif noronlar olarak degerlendirildi (101)

Beyin Hipokampus Apoptotik Analizi:

Hipokampiste apoptotik néronlarin tespiti icin TUNEL metodu kullanildi. Bu
metodun uygulanmasinda, dokular standart takip isleminden gegirildikten sonra,
parafine gémuli dokulardan ayni sekilde 5 pm lik kesitler alindi. Boyama isleminden

sonra yine ayn1 mikroskop ve fotograf makinesi kullanilarak, fotograflar ¢ekildi.

Apoptozis degerlendirmesi deoksiribonlkleik asit (DNA) fragmantasyonu
g0z Unune almarak gergeklestirildi. Bu baglamda, niikleusu kahve rengi boyanan
hicreler TUNEL pozitif (+) olarak kabul edildi (102) Apoptotik indeks (Al) icin her
deney hayvanindan elde edilen kesitlerde 5 ayr1 bdlgede apoptotik ve normal

hlcreler sayilarak Al hesaplandi (103)
Al = TUNEL (+) hiicre sayis1/ toplam hiicre sayis1 X 100

TUNEL boyamada in situ cell death detection kit kullanildi. Hazirlanan
preparatlar 60 °C’lik etlivde 1 saat tutulduktan sonra deparafinize edilerek asagidaki

prosedir uygulandi.
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TUNEL boyama protokolu

Kimyasal / soliisyon / boya / islem

Bekleme sliresi

10-

11-

12-

13-
14-
15-
16-
17-
18-
19-
20-
21-

KSIlON. .
%100 etanol.........covuiiiii
%095 etanol.......o.oii i
9070 etanol.......o.vneinii i
Distile su ile yikanir

%3’lik H202’de bekletilir..............ccooiiieiiiiiiiiiin...
Distile su ile yikanir

PBS (fosfat tampon soliisyonu)’de yikanir..................
Oda 1sisinda Large Volume UV (Ultra -V) blok soltisyonda
75 pg Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50
pl TdT/dUTP karisimu ile dokularin Gzeri kaplanir ve
37°C’lik etuivde 1,5 saat nemli ortamda tutulur.

PBS’de yikanir.............ooiiiiiiii e
100 p Converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde
damlatilir ve 37°C’lik etlivde bekletilir.

PBS’de yikanir.............coooiiiiii e
100ul DAB ile karanlikta oda 1sisinda bekletilir. ...........
Distile su ile yikanir

HE ile 15 sn boyanir Ve ¢esme suyu ile yikanir

% 70°lik etanol....... ...

% 95°1lik etanol..........ccoiiiiii

% 100’k etanol..........coveiiiiiii e
KSilen. ...

Kurutulup tzerine Entellan damlatilarak lamelle kapatilir

3x5 dk
5dk
5dk
5dk

15 dk

2x15dk
10 dk

2x5 dk

30 dk

2x5 dk
3-5dk

2x5 dk
2x5 dk
2x5 dk
2x5 dk
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3.6. Dokularin Biyokimyasal Analizi
Rat Serum ve Beyin Hipokampus Dokusu Biyokimyasal Analizi:
Rat Noron Spesifik Enolaz (NSE) Duzeylerinin Belirlenmesi

Rat serum ve doku orneklerinde NSE seviyeleri Uretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kiti (Bioassay
Technology Laboratory, Cat No: E0O541Ra, Shanghai, China) kullanilarak belirlendi.

Orneklerin ELISA Pleytine Aktarilmasi ve Olgiime Hazirlanmasi
e -80 °C’deki muhafaza edilen serumlar oda sicakligina getirildi.

e Dokular tartilarak pH:7.4 fosfat tampon salin (PBS) c¢ozeltisi ile

homojenize edildi.

e Homojenizasyon igin 9500 rpm (4x10s, 4°C)’ de Ultra-Turrax

homejenizator (model T25, Jane and Kunkel, Germany) kullanildi.

e NSE standartlar1 Kit prosedirlerine uygun olarak hazirrlandi ve 50 pL

olacak sekilde kuyucuklara yiklendi.

e ELISA pleytinde numuneler icin ayrilan kuyucuklara 40 pL serum ve
doku ornekleri ilave edildi ve sadece numune kuyucuklarma 10 pL anti-
NSE antikor eklendi.

e Daha sonra kor (blank) kuyucugu hari¢ her bir kuyucugua 50 pL
streptavidin-HRP cdzeltisi ilave edildi.

o Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de calkalayicida 60 dakika inkiibasyona
birakildi.

e Inkiibasyon sonrasinda pleyt, once igindeki sivi uzaklastirilip yikama
tamponu ile pleyt yikayicisi ile 5 kez yikandi.
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Numunelerin Renklendirilmesi ve Olglim

e Renklendirme icin her bir kuyucuga once 50 pL Substrat ¢ozeltisi A
eklendi. Ardindan bitliin kuyucuklara 50 pL Substrat c¢ozeltisi B ilave
edildi. 37°C’de karanlikta 10 dakika inktbasyona birakildi.

e Daha sonra her bir kuyucuga 50 pL renklenmeyi durdurma cozeltisi

eklendi ve numunelerin renginin sariya dondigi gozlendi.

e Orneklerin absorbanslar1 BIO-RAD (iMark, Japan) marka mikro pleyt
okuyucuda 450 nm dalga boyunda 6lguld.

e Serum Orneklerinin sonuclart ng/mL ve doku 6rneklerinin sonuglar1 ng

NSE/mg protein olarak verildi.

e Bu galismanin % CV degeri %4.93 olarak bulundu.

R2=0.995

Absorbans (450 nm)
O T

o
o1

o

o

10 20 30 40 50
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 7. NSE Standart Grafigi
Serum Malondialdehit (MDA) Duzeyinin Belirlenmesi

Serum Ornekleri biyokimyasal analizler yapilana kadar -80 C°’ de saklandi.
Serum Orneklerinde malondialdehit miktar1 Yagi (1984) tarafindan gelistirilen
TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substance) methodu kullanilarak tayin edildi
(104). Lipid peroksidasyon drtnu (MDA) ile tiyobarbiturik asit (TBA) arasindaki
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reaksiyon sonucu olusan kirmizt renk spektrofotometrik olarak o6lculdi.
Tiyobarbitlrik asit ile reaksiyona girerek ayni rengi veren suda ¢ozinir maddeleri
uzaklastirmak igin serum lipidleri proteinle fosfotungistik asit/sulfirik asit sistemiyle
cokturuldd.

Deneyin vapilist :

1. Bir deney tiplne 150 uL serum, 1.2 mL H>SO4 ve 150 mL fosfotungistik
asit eklendi, iyice karistirildi.

2. Karisim 1800 g’ de 10 dk. santrifiij edildi ve st faz atildi.

3. Geriye kalan c¢okelek tzerine 2 mL saf su eklendi ve yeniden ¢dzuniinceye

kadar karistirict yardimiyla karistirildi.

4. 1 mmol 1,1,3,3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCl i¢inde 50 °C’ de 1
saat inkilbe edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA

cozeltisinden galisma standartlar1 hazirlandh.

5. Standartlar da dahil her bir tiipe 500 uL TBA eklendi ve 1 saat 100 °C’ de
inkube edildi.

6. Inkiibasyonun ardindan tiipler 1800 g’de 10 dk. santrifiijlendi.
7. Ustteki berrak kisim almarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

Standart konsantrasyonlarma karsi elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak standart grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanarak serum MDA miktari

nM olarak belirlendi.
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Sekil 8. Serum MDA Standart Grafigi
Ratlarda doku Malondialdehit (MDA) Duizeyinin Belirlenmesi

Rat dokularinda MDA dizeyi Mihara ve Uchiyama tarafindan gelistirilen
metod ile tayin edildi (105)

Orneklerin Hazirlanist :

Dokular tartilarak 0,5mL/L triton-X 100 iceren %1,15 KCI c¢ozeltisi ile
homojenize edildi (% 10 agirlik/hacim). Homojenizasyon icin 9500 rpm (4x10s,
4°Cy’ de Ultra-Turrax homejenizator (model T25, Jane and Kunkel, Germany)
kullanild.

Deneyin Yapilisi :

1. 500 pL homojenata 3 mL % 1° lik H3PO4 eklenerek karistirildi.

2. Karisima 1 mL % 0,672 lik tiyobarbitirik asit (TBA) eklendikten sonra 45

dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
3. Oda sicaklhiginda 4000 rpm’ de 10 dakika santriftij edildi.

4. Organik faz alinarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.
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1 mmol 1,1,3,3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCI iginde 50 °C’ de 1
saat inkube edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA c¢o6zeltisinden 50,
25,10, 5, 2.5,1,25, 0.625, 0.312, 0156 nmol/mL ¢alisma standartlar1 hazirlandi. Elde
edilen sonuglarla standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak doku MDA
miktart nmol MDA/mL olarak hesaplandi. Sonuglar, nmol MDA /g islak doku

olarak verildi.

0.9

0.8
€07
o 0.6
~— 05
04
0.3
0.2
0.1

0

R2=0.9971

n

53

Absorbans

0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (nM)

Sekil 9. Doku MDA Standart Grafigi
Toplam Oksidan Seviye Tayini (TOS)

Serum ve doku orneklerinde TOS duzeyleri ticari kitler kullanilarak 6lctldi
(Rel Assay, Cat No:RL0024, Gaziantep Turkiye). Kolorimetrik 6lcim prensibine
dayali bu yontemde; ornekteki oksidanlar Fe?* iyon-o-dianisidin kompleksini Fe**
iyonuna kumilatif olarak oksitler. Fe** iyonlar1 da asidik ortamda “Ksilenol
Turuncusu” ile renkli bir kompleks olustururlar. Olusan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak o6lculir ve Ornekte bulunan oksidan miktariyla orantili

olarak artar. Standart konsantrasyonu 10 pmol H2O.esdegeri/L’dir.
Deneyin yapihsi:

TOS dlglimleri Tablo 5°e uygun olarak gergeklesti.
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Tablo 5. TOS deney prosedri

Reaktifler Ornek (uL) Standart (L)
Standart - 45
Numune 45 -
Reaktif | (Tampon Cozeltisi, 25 mM, pH 1.75
300 300
H>S04)

30 s sonra 530 nm’de ilk absorbans (Al) okuma

Reaktif 11 (Substrat Cozeltisi, 25 mM, pH 1.75
H2S04, 5 mM Fe?* iyonu, 10 mM o-dianizidin)

15 15

Oda sicakliginda 10 dk bekleme ve 530 nm’de ikinci absorbans (A2) okuma

Hesaplama:

Her bir 6rnek ve standart icin elde edilen A2 absorbansindan Al absorbansi
cikarilarak absorbans degisimi hesaplandi (AA = A2-Al).

(AA Ornek)
Sonug = X Standart Konsantrasyonu (umol/L)
(AA Standart)

Serum 6rneklerinin sonuglar1 pmol H202 Esdegeri /L ve doku orneklerinin

sonuglar1 umol H20, Esdegeri /g protein olarak verildi.
Toplam Antioksidan Seviyenin Tayini (TAS)

Serum ve doku drneklerinde TAS tayini kolorimetrik ticari kitler kullanilarak
yapild1 (Rel Assay, Cat No: RL0017, Gaziantep Turkiye). Bu dlglim metodunun
prensibi, 6rnekteki antioksidanlarin koyu mavi yesil renkli ABTS radikalini renksiz
ABTS formuna déniistiirmesi esasina dayanir. Ornegin total antioksidan seviyesi,
660 nm’deki Glcllen renk siddeti ile ters orantilidir. Bu metodun standart ¢ozeltisi
troloks esdegeri (Vitamin E analog) ile hazirlanir. Standart konsantrasyonu 1.0 mmol
esdegeri/L dir.
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Deneyin yapihsi:

TAS olcumleri Tablo 6’da verilen deney prosedurine uygun olarak

gerceklestirildi.

Tablo 6. TAS deney proseduri

) . Standart
Reaktifler Ornek (pL) H20 (pL)
(uL)
Deiyonize su - - 15
Standart - 15 -
Numune 15 - -
Reaktif I (Tampon Cozeltisi, 0.4 mol/L pH
300 300 300
5.8 Asetat Tamponu)
30 s sonra 660 nm’de ilk absorbans (Al) okuma
Reaktif 11 (Prokromojen Cozeltisi, 0.4
mol/L pH 3.6 Asetat Tamponu, 30 mmol/L 45 45 45

ABTS)

Oda sicakliginda 10 dk bekleme ve 660 nm’de ikinci absorbans (A2) okuma

Hesaplama:

Her bir 6rnekte, standart ve su icin tespit edilen absorbanslarm (A2 ve Al)
farki almarak absorbans degisimi hesaplandi (AA = A2-Al).

(AAH?0) - (AAOrnek)
TAS=

(AAH20) - (AAStandart)

Serum orneklerinin sonuglart mmol troloks esdegeri/L ve doku 6rneklerinin

sonuglart mmol troloks esdegeri /g protein olarak verildi.
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Hesaplanmasi

TOS/TAS orani alinarak OSI degeri hesaplandi. Hesaplama sirasinda, TAS
degerlerinin birimi, mmol Troloks esdegeri /L cinsinden pumol Troloks esdegeri/L

cinsine donistiiriildii ve asagidaki formil kullanilarak hesaplandi.
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OSI = [(TOS, pmol H202 esdegeri/L) / (TAS, umol troloks esdegeri /L) X
100]

Beyin Dokusunda Protein Tayini

Beyin dokusu homojenatlarmda NSE, MDA, TAS ve TOS seviyelerini
standardize etmek icin bulunan degerler doku protein seviyelerine bdlunerek
degerlendirildi. Protein tayini Bradford metoduna (106) gore yapildi. Bu metodun
prensibi, organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue G250’nin fosforik asitli
ortamda proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 600 nm’de
maksimum  absorbans gOstermesi esasma dayanmaktadir (106) Protein

konsantrasyonlar1 mg/mL olarak hesaplandi.
3.7. Arastirmada Kullanilan Istatistiksel Yontem
Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS for mac versiyon 26 yazilimi kullamlarak
yapilmustir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik
grafikleri) ve analitik yontemlerle (Kolmogorov- Smirnov/ Shapiro-Wilk testleri)
incelenmistir. Tanimlayic1 analizler normal dagilan degiskenler igin ortalama ve
standart sapmalar kullanilarak verilmistir. Normal dagilim gosteren numerik veriler
bagimsiz gruplar Anova (post hoc bonferoni), Normal dagilim gostermeyen veriler
icin Kruskall Wallis Testi (post hoc Mann Whitney U Testi) yapilmistir.
Caligmadaki istatistiksel analizlerde p<0.05’in altindaki degerler istatistiksel olarak

anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

CO intoksikasyon deney modeli olusturularak yapilan deney sonucunda tiim
gruplara ait ratlarin beyin hipokampuis dokular1 histopatolojik ve biyokimyasal olarak
incelendi. Ratlardan alinan kan ve hipokampis dokusunda TAS, TOS, MDA, NSE

seviyeleri igin inceleme yapild:.

Calismada toplamda 40 rat kullanild1 fakat her gruptan birer ratin COHb
diizeyi vyetersiz numune olmasi nedeniyle calisilamadigi igin COHb duzeyi
saptanamayan ratlar deneyden ¢ikarildi. Her grup 7 rat olacak sekilde deneye devam
edildi. Gruplarin detayli 6zellikleri Tablo 7°de sunuldu.

Tablo 7. Gruplarin Dagilimi

Grup No Ozellik n %
Grup 1 Kontrol 7 20
Grup 2 CO Zehirlenmesi + SF 7 20
Grup 3 CO Zehirlenmesi + 100mg/kg idebenon 7 20
Grup 4 CO Zehirlenmesi + 200mg/kg idebenon 7 20
Grup 5 CO Zehirlenmesi + 300mg/kg idebenon 7 20
Total 35 100

Gruplara ait COHb dizeylerinin degerlendirmesinde; Ratlarm COHb

diizeylerinin karsilastirilmasi Tablo 8’de sunuldu.

Tablo 8. Gruplarmm COHb Yo6niinden Kiyaslanmasi

N Ort SS Medyan p
COHB% Grup2 7 42,09 7,82 37,20
Grup3 7 43,87 6,77 41,70 0,211
Grup4 7 47,24 5,58 45,70
Grup5 7 47,04 6,03 44,80

Kruskall Wallis Testi

Buna gore CO gazina maruz birakilan gruplarm COHb dizeyleri kendi
aralarinda benzerdi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmadi (p=0,211).
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Gruplara

degerlendirmesinde;

ait

hipokampds

dokulariin apoptoz indeks

Gruplarin hipokampus apoptoz indeksi yoniinden kiyaslanmasi Tablo 9’da

sunuldu. Apoptoz indeksi yoninden gruplar arsinda anlamli fark saptandi (p =

0.001). Yapilan post hoc analizi; idebenon verilmeyen Grup 2'nin en yiiksek apoptoz

indeksi konsantrasyona sahip oldugunu, ardindan Grup 3'Un geldigini ve Grup 1'in en

diisiik seviyede oldugunu gostermektedir. Idebenon verilen gruplar arasmda Grup

5’in apoptoz indeks yonunden en diisiik seviyede oldugu saptandi. Gruplar arasinda

anlaml iliski Tablo 9’da detayli sekilde sunuldu. Her parametre icin 'Post hoc'

situnu, gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar1 Ozetler ve hangi gruplarin

digerlerinden 6nemli 6lclide farkli oldugunu gostermektedir.

Tablo 9. Gruplarm Apoptoz indeksi Y6niinden Kiyaslanmasi

N Ort SS Medyan p Post hoc
Apop % Grupl 7 0,11 0,02 0,11 0,001 G2>G3>G4>G5>G1
Grup2 7 0,38 0,09 0,34
Grup3 7 0,30 0,05 0,30
Grup4 7 0,25 0,02 0,25
Grup5 7 0,20 0,03 0,20

Kruskall Wallis Test

o {

Resim 5: Grup 1 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (TUNEL) Normal
yapida piramidal néron (Ok), apoptotik piramidal néron(Ok bas1)

45



Grup l'de c¢ogunlukla normal bir beyin hipokampus ve piramidal néron

histolojik yapisi gozlendi (Resim 5).

Y

Resim 6: Grup 2 beyin hipokampise ait fotomikrograf. (TUNEL) Normal yapida
piramidal néron (Ok), apoptotik piramidal néron (Ok basi)

Grup 2‘de ¢ogunlukla kromatini yogunlasmis piknotik cekirdekli dejeneratif
apoptotik piramidal néronlar izlendi (Resim 6).

Resim 7: Grup 3 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (TUNEL) Normal yapida
piramidal néron (OKk), apoptotik piramidal néron (Ok bas1)

Grup 3’te apoptotik néronlar grup 2’e gore daha az miktarda izlendi (Resim
7)
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Resim 8: Grup 4 beyin hipokampise ait fotomikrograf. (TUNEL) Normal yapida
piramidal néron (Ok), apoptotik piramidal néron (Ok basi)

Resim 9: Grup 5 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (TUNEL) Normal yapida
piramidal néron (OKk), apoptotik piramidal néron (Ok bas1)

Grup 5’te normal piramidal néron histolojik yapist yaninda dejeneratif

apoptotik ndron sayis1 azalmis olarak izlendi (Resim 9).

Gruplara ait beyin hipokampis dokularimin 1sikh mikroskobik

degerlendirmesinde;

Beyin dokusunun H/E ile yapilan boyamasinda, hiicre gdvdesinde biiziisme,
sitoplazmada nissl kaybi ve eozinofili, koyu renkli, kiigiilmiis nukleuslu hicreler
dejeneratif noronlar olarak degerlendirildi. Resim 10-11-12-13-14’te normal ve
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dejeneratif noronlar histopatolojik olarak gosterilmektedir. Buna gore beyin

dokusunun hipokampusunin degerlendirmesinde;

Grup l'de c¢ogunlukla normal bir beyin hipokampus ve piramidal néron

histolojik yapisi g6zlendi (Resim 10).

Resim 10: Grup 1 beyin hipokampdse ait fotomikrograf. (H/E) Normal yapida
piramidal néron (Ok), grade 1 piramidal noron (Centikli Ok), Grade
2 piramidal ndron (Ok bas1), grade 3 néron (Uggen)

Grup 2’te normal piramidal noronlarin yaninda yaygin olarak tim
katmanlarda eozinofilik sitoplazmali ve piknotik cekirdekli dejeneratif piramidal

néronlar izlendi (Resim 11).

Resim 11: Grup 2 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (H/E) Normal yapida
piramidal néron (Ok), grade 1 piramidal néron (Centikli Ok), Grade
2 piramidal néron (OK bas1), grade 3 néron (Uggen)
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Grup 3’te dejeneratif noronlar grup 2’ye gore daha az miktarda izlendi
(Resim 12).

Resim 12: Grup 3 beyin hipokamplse ait fotomikrograf. (H/E) Normal yapida
piramidal néron (Ok), grade 1 piramidal noron (Centikli Ok), Grade
2 piramidal ndron (Ok bas1), grade 3 néron (Uggen)

Resim 13: Grup 4 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (H/E) Normal yapida
piramidal néron (Ok), grade 1 piramidal néron (Centikli Ok), Grade
2 piramidal néron (OK bas1), grade 3 néron (Uggen)
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Grup 5’te normal piramidal néron histolojik yapisi yaninda eozinofilik
sitoplazmal1 ve piknotik cekirdekli dejeneratif piramidal ndron sayisi azalmis olarak
izlendi (Resim 14).

Resim 14: Grup 5 beyin hipokampuse ait fotomikrograf. (H/E) Normal yapida
piramidal noron (Ok), grade 1 piramidal ndron (Centikli Ok), Grade 2
piramidal néron (Ok basi), grade 3 néron (Ucgen)

Gruplara ait beyin hipokampls dokularinin dejenerasyon grade

yoninden degerlendirmesinde;

Gruplarin HipokampUs grade yoniinden kiyaslanmas: Tablo 10°da sunuldu.
Her parametre icin 'Post hoc' sttunu, gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklari
Ozetler ve hangi gruplarin digerlerinden Onemli 6lgide farkli oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 10. Gruplarin Hipokampus Grade Y6ninden Kiyaslanmasi

N Ort SS Medyan p Post hoc
Normal Grupl 7 77,71 2,22 78,00 G1>G4>G3>G2
Grup2 7 43,14 4,38 45,00 G5>G3>G2
Grup3 7 55,00 4,80 57,00 0,001
Grup4 7 63,43 1,90 63,00
Grup5 7 67,00 2,16 67,00
Grade 1 Grupl 7 13,29 1,80 14,00 G2-G3>G1
Grup2 7 21,14 3,72 21,00 G2-G3>G4-G5
Grup3 7 21,00 2,89 22,00 0,001
Grup4 7 14,43 0,98 14,00
Grup5 7 13,86 1,68 14,00
Grade 2 Grupl 7 529 111 5,00 G2>G5>G1
Grup2 7 14,86 2,12 15,00 G2>G3
Grup3 7 10,57 2,51 11,00 0,001 G3>G1
Grup4 7 12,00 1,29 12,00 G4>G1
Grup5 7 11,14 1,07 11,00
Grade 3 Grupl 7 3,71 0,95 4,00 G2>G3>G5>G1
Grup2 7 20,86 3,02 22,00 G2>G4>G1
Grup3 7 13,43 2,82 13,00 0,001
Grup4 7 10,14 1,95 10,00
Grup5 7 8,00 0,82 8,00
One Way Anova Testi

Normal Grade derecelendirmesi yonunden gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptand: (p=0,001). Yapilan post hoc analizde Grup 1’in en ylksek
ve Grup 2’nin en disiik degerlere sahip oldugu tespit edildi. Grup 1 ile Grup 5
arasinda normal hiicre yoninden anlamli farklilik saptanmadi ancak diger gruplar

arasinda anlamli iligki Tablo 10°da detayh sekilde sunuldu.

Grade 1 derecelendirmesi yoniinden yapilan post hoc analizde Grup 3’in en
yiksek degerlere sahip oldugu tespit edildi. Grup 2 ile Grup 3 arasinda ve Grup 4 ile
Grup 5 arasinda anlamli iligski saptanmadi ancak diger gruplar arasinda anlaml iliski
Tablo 10°da detayl sekilde sunuldu.

Grade 2 ve Grade 3 derecelendirmesi yoniinden idebenon verilen ve

verilmeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptand: (p=0,001).
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Yapilan post hoc analizde Grup 2’in en yuksek ve Grup 1’nin en diisiik degerlere
sahip oldugu tespit edildi. Grade 3 hiicre sayis1 Grup 2’de en ylksek olup idebenon
verilen gruplar arasinda Grup 5’te Grup 3’ten anlamli olarak diisiik saptandi. Gruplar

arasinda anlamli iligki Tablo 10°da detayl sekilde sunuldu.

Gruplara ait hipokampls dokularindan biyokimyasal doku protein

degerlendirmesinde;

Gruplarm  doku  Orneklerinin  biyokimyasal parametreler  yonlnden
kiyaslanmas1 Tablo 11°de sunuldu. Her parametre icin 'Post hoc' sutunu, gruplar
arasidaki istatistiksel farkliliklar1 6zetler ve hangi gruplarin digerlerinden 6nemli

Olclide farkli oldugunu gostermektedir.

NSE (mg protein) yoniinden Idebenon verilen ve verilmeyen gruplar arasinda
anlamli fark saptand: (p = 0.001). Yapilan post hoc analiz Grup 2'nin en yiksek
konsantrasyona sahip oldugunu, ardindan Grup 3'Un geldigini, Grup 4 ve Grup 5'in

benzer diizeyde oldugunu ve Grup 1'in en diisiik seviyede oldugunu gostermektedir.

TOS (umol H202 Eq./g protein) yoniinden idebenon verilen ve verilmeyen
gruplar arsinda anlamli fark saptandi (p = 0.001). Yapilan post hoc analiz Grup 2'nin
en yiksek seviyede oldugunu, ardindan Grup 3, Grup 4 ve Grup 5'in geldigini ve

Grup 1'in en diisiik seviyede oldugunu gostermektedir.

TAS (mmol trolox eqlL/g protein) yoniinden Idebenon verilen ve verilmeyen
gruplar arsinda anlamli fark saptand: (p = 0.001). Yapilan post hoc analiz Grup 1'in
en yuksek seviyesine sahip oldugunu Grup 5 ile anlamli fark olmadigini, diger
gruplarm ise daha diisiik seviyelerde oldugunu gostermektedir. Yiiksek doz Idebenon

verilen Grup 5'in Grup 2 ve Grup 3'ten daha yiiksek oldugu saptandi.

OSI yonunden gruplar arsinda anlamli fark saptandi (p = 0.001). Yapilan post
hoc analiz Grup 2'nin en yiiksek degere sahip oldugu, ardindan Grup 3, Grup 4 ve

Grup 5'in geldigi ve Grup 1'in en diisiik degere sahip oldugu gozlemlendi.
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MDA (nmol /gram islak doku) yoninden gruplar arsinda anlamli fark

saptandi (p = 0.001). Yapilan post hoc analiz Grup 2'nin en yuksek, Grup 3'ln orta,

Grup 4 ve Grup 5'in benzer ve Grup 1'in en diisiik seviyede oldugu belirtildi.

Tablo 11. Gruplarm Doku Orneklerinin  Biyokimyasal Parametreler
Yoniunden Kiyaslanmasi

N Ort SS Medyan p Post hoc

NSE Grupl 7 0,49 0,11 0,53 G2>G3>G4-G5>G1
(mg protein) Grup2 7 6,03 1,10 6,02

Grup 3 7 2,47 061 241 0,001*

Grup4 7 1,46 0,46 1,72

Grup5 7 154 042 1,42
TOSmmol Grupl 7 0,32 0,08 0,30 G2>G3-G4-G5>G1
H202 Eq./g Grup2 7 1,83 0,39 184
protein Grup3 7 0,76 0,29 0,72 0,001*

Grup4 7 0,69 0,28 0,59

Grup5 7 0,57 0,17 0,59
TASmmol Grupl 7 0,26 0,06 0,25 G1-G5>G2-G3
troloxeqlL/g Grup2 7 0,12 0,02 0,12
protein Grup3 7 0,15 0,06 0,15 2'001*

Grup4 7 0,20 0,05 0,20

Grup5 7 0,24 0,04 0,25
D-OSI Grupl 7 0,12 0,02 0,12 G2>G3>G4-G5>G1

Grup2 7 1,48 0,30 1,50

Grup3 7 0,50 0,05 0,551 0,001*

Grup4 7 0,35 0,11 0,40

Grup5 7 0,27 0,03 0,27
D-MDA Grupl 7 385 51,45 400 G2>G3>G4-G5>G1
nmol /gram  Grup 2 7 1402 219 1402
islak doku  Grup 3 7 817 124 838 0,001*

Grup4 7 621 156 641

Grup5 7 600 119 592

*Kruskall Wallis Testi, ** One Way Anova Testi

Gruplara ait kan serumlarmmdan biyokimyasal protein seviyelerinin

degerlendirmesinde;
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Gruplarm  serum orneklerinde biyokimyasal parametreler yoninden

kiyaslanmas1 Tablo 12°de sunuldu.

Tablo 12. Gruplarm Serum Orneklerinin Biyokimyasal Parametreler
Yoniunden Kiyaslanmasi

N Ort SS  Medyan p Post hoc
NSE Grup 1 719 125 6,72 G2>G3>G1
(mg protein) Grup 2 28,75 8,65 28,08
Grup 3 9,76 1,85 09,38
Grup 4 10,02 3,57 8,41 0,001
Grup 5 795 153 7,80

TOS mmol  Grup 1
H202 Eqg/L  Grup 2

285 0,56 2,97 G2>G3>G4-G5>G1
9,57 0,66 9,82

Grup 3 613 034 615 0,001
Grup 4 505 0,37 4,89
Grup 5 455 0,35 4,50

TASmmol  Grup 1
trolox/egL  Grup 2

3,76 0,20 3,66 G1>G5>G3-G4>G2
1,21 0,30 1,22

SV IEN] ENTENTENEENEIENE ENJ ENEENEENEENE ENE ENTENEENE ENE ENTENTENEENE EN] IENTENEEN

Grup 3 2,72 0,18 2,74 0,001
Grup 4 2,72 0,27 2,67
Grup 5 3,18 0,18 3,19
(O] Grup 1 0,08 0,02 0,08 G2>G3>G4>G5>G1
Grup 2 0,83 0,20 0,81
Grup 3 0,23 0,02 0,22 0,001
Grup 4 0,19 0,02 0,19
Grup 5 0,14 0,01 0,14
MDA nM Grup 1 544 0,79 5,23 G2>G3-G4>G5-G1
Grup 2 13,84 1,93 14,42
Grup 3 790 097 7,88 0,001
Grup 4 7,35 0,71 7,40
Grup 5 6,08 0,18 6,18

*Kruskall Wallis Testi,

NSE (mg protein) yonlnden yapilan post hoc analizde Grup 2'nin en yiksek
konsantrasyona sahip oldugunu, ardindan Grup 3’'iin geldigini ve Grup 1'in en diisiikk
seviyede oldugunu gostermektedir. Grup 4 ve Grup 5’in arasinda anlamli fark

olmadigi, Grup 5 ve Grup 1 arasinda da anlamli fark olmadig1 saptandi.
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TOS (umol H202 Eq./g protein) yoniinden idebenon alan ve almayan gruplar
arasinda anlaml fark saptand: (p = 0.001). Yapilan post hoc analiz Grup 2'nin en
yiksek seviyede oldugunu, ardindan Grup 3, Grup 4 ve Grup 5'in geldigini ve Grup
1'in en diisiik seviyede oldugunu gostermektedir.

TAS (mmol trolox eql/g protein) yoniinden Idebenon alan ve almayan
gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p = 0.001). Yapilan post hoc analiz Grup 1'in
en yuksek seviyesine sahip oldugunu, diger gruplarm ise daha diisiik seviyelerde
oldugunu gostermektedir. Grup 5'in Idebenon verilmeyen Grup 2 ve diisiik doz
Idebenon verilen Grup 3'ten daha yiiksek oldugu belirtildi.

OSI yoninden tim gruplar arasinda anlamh fark saptandi (p = 0.001).
Yapilan post hoc analiz Grup 2'nin en yiksek degere sahip oldugu, ardindan Grup 3,
Grup 4 ve Grup 5'in geldigi ve Grup 1'in en diisiik degere sahip oldugu gézlemlendi.

MDA (nmol /gram 1slak doku) yoniinden idebenon alan ve almayan gruplar
arasinda anlamli fark saptandi (p = 0.001). Yapilan post hoc analiz sadece CO
maruziyeti olan Grup 2'nin en yiiksek, Idebenon verilen Grup 3 ve Grup 4’iin orta ve
Grup 1'in en diisiik seviyede oldugu belirtildi. Yiiksek doz Idebenon verilen Grup 5

ve Grup 1 ile arasinda anlamli farklilik saptanmadi.
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5.TARTISMA

CO zehirlenmesinde en ¢ok etkilenim, yiiksek metabolik hizlarindan 6tiri
merkezi sinir sistemi (MSS) ve kardiyovaskuler sistem tzerinde olup bu iki sistemin
etkilenimi mortalitenin ana nedenlerindendir (1). Hastalarm %23 ila %47'sinde
maruziyetten haftalar sonra gecikmis norolojik sekel, zayif konsantrasyon, bilissel
bozulma, hafiza kayb1 gibi ndrolojik hasar bulgular1 gelisebilmektedir (3). Ne klinik
etkiler ne de gecikmis norolojik hasar, hemoglobin ve CO arasindaki baglanma orani
ile tam olarak 6ngorilememektedir. Bu durum CO toksisitesine bagli DNS ve diger
bircok Klinik durumun patolojisini agiklamakta yetersiz kalmaktadir (1). CO
maruziyeti sonrast en 6nemli sekellerden olan gecikmis nérolojik sendromun (DNS)
Onlenmesinde guniimizde normobarik oksijen tedavisi (NBO) veya hiperbarik
oksijen tedavisinin (HBO) faydasina iliskin ¢ok sayida c¢alisma olsa da (16,107),
HBO'nun ciddi zehirlenmelerle iligkili akut ve gecikmis komplikasyonlari
Onlemedeki etkinligi tartigsmalidir (108-110). Bu durum, temel mekanizmanin sadece
doku hipoksisine bagli komplikasyonlarla sinirli olmadigi gergeginden kaynaklanir.
CO-Hb kompleksinin neden oldugu hipoksinin karbonmonoksit intoksikasyonunun
patofizyolojisindeki rolu tartigmasiz olsa da yeni arastirmalar CO’nun nitrik oksit
salinimi, reaktif oksijen turleri olusumu ve iyon kanallar1 Uzerindeki dogrudan
etkisinin klinigin olusumunda ¢ok O©nemli oldugunu gostermektedir (8). Bu
calismada amacimiz ¢esitli mekanizmalarla oksidasyonu 6nleyici etkisi olan, hicre
ve sinir hasarini azaltarak biligsel fonksiyonlar1 iyilestirici 6zelligi bilinen ve
literatiirde yaymlarla desteklenen idebenon’un (14,15,18,82,111) karbonmonoksit
(CO) zehirlenmesinde, beyinde iskemiye, oksidasyona, apoptoza sekonder meydana
gelen degisikliklere etkisini degerlendirmektir. Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, bir
rat modelinde idebenon’un akut CO zehirlenmesinin neden oldugu nérolojik hasari

onemli 6lciide zayiflattigimni bildiren ilk caligmadir.

Deneysel karbonmonoksit intoksikasyon modeli sonras1 15 dk 5000 ppm CO
gaz1 maruziyetinin 47 + 7 ppm COHb seviyelerine yol agtigi ve gruplar arasinda

COHb dizeyleri agisindan sonuglar1 etkileyebilecek istatistiksel anlamli farlilik
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saptanmadig1 gorilmiistiir (p=0,211). Sonug¢larimiz CO zehirlenmesinin apoptoz,
lipit peroksidasyonu ve oksidasyona neden oldugunu gosterdi. Bu durumun doku
dejenerasyon ve apoptozunu artirdigi, lipit peroksidasyon Grini olan MDA
proteininin ekspresyonunda Onemli artisa neden oldugu gosterilmistir. TOS
diizeyinin TAS diizeyine orami olarak ifade edilen oksidatif stres indeksi (OSi)'nin
arttig, buna karsilik antioksidan durum (TAS) degerlerinin belirgin bir sekilde
yiikseldigi gdzlemlenmistir. Calismamiz Idebenon’un CO zehirlenmesinin neden
oldugu serebral hiicre apoptozunu ve néron dejenerasyonunu azaltabildigini
gostermistir.  Beyin hipokampls dokusundan ve kan serumlarindan yapilan
biyokimyasal protein seviyelerinin degerlendirilmesinde NSE, TOS, TAS, OSI ve
MDA parametrelerinde Idebenon verilmeyen gruba gore verilen gruplar arasinda
anlamli farkliliklar saptanmistir (p=0.001). Idebenon uygulanmasi ile total oksidatif
durum (TOS) ve oksidatif stres indeksinin (OSI) azaldig1, antioksidan durum (TAS)
degerlerinin ise anlamli derecede yiikseldigi goriilmiistiir. Lipit peroksidasyon drdn(

olan MDA proteininin ekspresyonunda anlamli azalma saptanmustir.

CO zehirlenmesinin, doku hipoksisinin yan1 swra dogrudan hiicresel
degisiklikler ile apoptoza ve néron dejenerasyonuna neden oldugu bilinmektedir
(27). CO hipoksisi sonucu olusan serbest radikaller ve oksidatif stres néronal
nekrozu ve apoptoz surecini tetikleyerek norolojik hasara neden olmaktadir (109).
Nekroz, ATP'den bagimsiz hiicre ve organel sismesi, plazma zari biitiinliigiiniin
kayb1 ve hicre lizizi ile karakterize edilirken, apoptoz, hucre bizilmesi, kromatin
yogunlagmasi Ve spesifik proteazlarin aktivasyonu ile gelisen ATP bagimli bir
strectir. R. Tofighi ve arkadaslar1 CO’ya maruz kalan sinir hicrelerinde in vitro
deney modeli ile hipoksiden bagimsiz apoptozun ndronal hasar yaptigini kanitladi
(112). Bu durum CO zehirlenmesinde sadece hipoksi odakli tedavilerin degil
antiapoptotik tedavilerin 6nemini ve sayisini giderek artirmaktadir. Fan ve ark.
intraperitoneal metan enjeksiyonu ile sigcanlarda uzun sireli CO'ya maruz kalma
sonrasinda metan agisindan zengin salin sollisyonunun néroprotektif, antiapoptotik
etkisinin hipotezini ortaya koymustur. Biligsel degerlendirme, histolojik analiz ve
inflamatuar faktorleri degerlendirdikleri ¢alisma sonucunda Metan’in hipokampds ve
serebral korteks noron hasarmi azaltarak biligsel fonksiyonlar1 iyilestirdigini

saptamiglardir. Ayn1 grup, metan agisindan zengin salinin de histolojik seviyelerde
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noronal korumay1 sagladigmi dogrulamistir (113,114). Bagka bir ¢calismada CQO'ya
maruz birakilan fareler tzerinde artan COHb ve MDA konsantrasyonunun Hemin
uygulamasi sonrasi azaldigi saptanmistir. Histolojik olarak tedavi uygulanmayan
grupta hemin uygulanan gruba gore, hipokampusin CALl bdlgesindeki hicrelerde
dejenerasyon oldugu ve normal piramidal hiicre sayisinin daha az oldugu
belirtilmistir (81). Ratlar zerinde yapilan baska bir ¢alismada hidrojenden zengin
salin soliisyonlarmin antioksidan ve antiapoptotik etkiye sahip oldugu, nekrozu ve
noronal apoptozu azalttigi ve CO zehirlenmesi sonrasi davranis bozukluklarini
iyilestirdigi goriilmistir (115). Wz wang ve arkadaslar1 CO zehirlenmesinin
tedavisinde Ginaton’un nitrik oksid sentezi (zerinden, serebral hasar ve apoptoz
Uzerine iyilestirici etkisi oldugunu otaya koymuslardir (116). Li ve ark. CO'ya maruz
birakilan ratlar Uzerinde N -butilftalidin (NBP) ile ndroproteksiyonun arastiriimasini
amaglayan bir calisma gerceklestirdiler. NBP uygulanmasindan sonra apoptotik
hiicre sayisinda NBP almayan grup ile arasinda anlamli bir fark gézlendigini ve
NBP’nin antiapoptotik etkinlik gosterdigini saptamislardir (108). Ratlarda yapilan
baska bir ¢alisma, CO'ya maruz kalmanin ardindan bilissel islev bozuklugunun
altinda yatan mekanizmalar1 ve NBP tedavisinin hipokampusin hasar1 Uzerinde
noroprotektif etkinligini inceledi. Histolojik c¢alismalar, NBP ile tedavinin
hipokampusteki hasar1 6nemli dl¢lide hafifletebilecegini gosterdi (117). Gorbani.M.
ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ratlar Uzerinde olusturulan CO intoksikasyon
modeli sonrasi GCS-F’nin apoptozu azaltarak beyin hasarmni iyilestirici etkilerinin
oldugunu belirtmislerdir. Tlnel boyama ile CO ile zehirlenen grupta apoptotik hiicre
sayisinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis oldugunu goéstermislerdir ( P
<0.05) (118). Bizim ¢alismamizdan farkli olarak beyin édemi ve MBP, STAT3 ve
pSTAT3 ile HO-1 proteinlerinin  seviyesini  Western  blotlama ile
degerlendirmiglerdir.  Bizim ¢alismamizda ise apoptoz ve dejenerasyon
degerlendirmesi; H/E boyama ile apoptotik hiicreler morfolojiye gore gradeleme
yapilarak ve TUNEL boyama ile TUNEL+ hiicrelerin saptanmasi ile apoptoz indeks
hesaplanarak yapilmigtir. Apoptoz indeksi degerlendirmesinde kontrol grubu ve
idebenon verilen gruplara gére CO grubunda istatistiksel olarak anlamli artis
saptanmustir. Ayrica idebenon verilen gruplar arasinda da artan dozda idebenon

uygulamasinin apoptozu istatistiksel olarak anlamli azalttigi saptanmistir. Noéronal
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dejenerasyonun histopatolojik incelemesinde; kontrol grubu ve idebenon verilen
gruplara gére CO grubunda grade 3 hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli artis
saptanmustir. Bu veriler idebenon’un antiapoptotik ve CO zehirlenmesinin neden
oldugu hipokampal CAL bolgesindeki ndronal hiicre 6limuni hafifletme yetenegini
acikga goOstermektedir. CO zehirlenmesinde noron dejenerasyon ve apoptozunu
degerlendirirken birgok calismada da incelendigi gibi (109,113,114,119) bizde
calisgmamizda hipokampis noéronlarmi histopatolojik degerlendirdik. Hipokampal
HT22 noronlari ve glial D384 hicrelerinin CO gazinin hedef aldig: hicre tiplerinden
oldugu ve DNS gelisen vakalarda bu hicrelerde etkilenim oldugu bilinmektedir
(120). Nabeshima ve ark. CO'ya maruz kalmanin neden oldugu gecikmis amnezinin,
hipokampal CA1 alt alanindaki gecikmis néron o6liminden kaynaklanabilecegini
bildirdi (121). Hipokampal CAl alt alaninda gecikmis ndron Olimandn
patogenezinde etkili olan mekanizmalarm ise; inflamasyon, mitokondriyal oksidatif
stres, mitokondriyal fonksiyonun inhibisyonu, lipid peroksidasyonu ve apoptotik
tepkiler oldugu gosterilmistir (55). Bu nedenle ¢alismamizda hipokampiis néronlarini

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeyi amagladik.

Karbonmonoksit, mitokondriyal sitokrom oksidaza baglanarak oksijen
tasinmasinda ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda azalmaya neden olur. CO
maruziyeti sonrasi1 serbest radikallerin ¢coklu doymamis yag asitleriyle etkilesmesi
sonucu olusan lipid peroksidasyonu, klinigin olusumunda énemli patofizyolojik bir
strectir. MDA lipid peroksidasyonunun son 0rini ve yaygm kullanilan
belirteclerindendir (9). MDA, beyindeki 6nemli bir protein olan MBP yapisin1 ve
fonksiyonunu etkileyerek demiyelinizasyon olusumuna neden olur (118). Kaveh
Tebrizvan ve meslektaglari, CO ile zehirlenmis siganlara resveratrol uygulamasi
sonucunda MDA seviyelerinin azaldigini agiklamistir (122). Meryem Gorbani ve
arkadaglarmm yaptigi calismada CO ile zehirlenmis siganlarda beyin dokusu MDA
ekspresyonunun arttigini, GCS-F uygulamasinin MDA seviyelerini azalttigmi
belirtmistir (118). Zeynep keke¢ ve arkadaslarmin CO ile zehirlenmis siganlarda
antioksidan olan NAC uygulamas1 sonras1 oksidatif stres belirteglerinden olan MDA
ekspresyonunda azalma saptandigini  belirtmiglerdir (123). Pin  Wang ve
meslektaslar, CO ile zehirlenmis si¢anlarin serumunda, serebral korteksinde ve

hipokampdstinde bir lipit peroksidasyon belirteci olarak plazma MDA seviyelerinin
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arttigini  tespit etmislerdir (124) . Yapilan bircok calisma benzer sekilde CO
maruziyetinin MDA dlzeyini artirdigmi  gostermistir (122,125,126). Bizim
calismamizda; plazma ve doku MDA dizeyleri bakilmis olup, kontrol grubu ve
idebenon verilen gruplara gére CO grubunda istatistiksel olarak anlamli artis
saptanmistr. Fakat plazma MDA diizeyinde Idebenon 100mg/kg ve 200mg/kg
verilen gruplarda anlamhi farklilik yoktu. 300 mg/kg verilen grupta ise kontrol
grubuna benzer seviyelerde saptandi. Idebenon gruplarinda MDA diizeyinin CO
grubuna kiyasla anlamli derecede daha diisiik olmasi, idebenon'un beyin dokusunda
CO'ye bagl oksidatif hasara karsi koruyucu bir etki sagladigimi ve lipid
peroksidasyonunu engelleme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
Idebenon, artan lipit peroksidasyonuna kars: guivenilir bir ajandir ve lipit peroksitlere
kars1 koruyucu etkileri cesitli ¢alismalarda gosterilmistir (89,93,94). idebenon
oksidatif stresi azaltmasi, antioksidan enzimleri artirmas1 ve lipid peroksidasyonunu
inhibe edici etkisiyle MDA seviyesinde diisiise neden olur (95). Ayn1 zamanda demir
iliskili lipit peroksit birikiminin non-apoptotik programli hicre O6lumi olan
ferroptozise neden olacagi bilinmektedir. GPx-4, ferroptozun aracilik ettigi hicre
olimind onler. idebenon hiicresel antioksidan olan glutatyon seviyelerini ve GPx-4
ekspresyonunu arttirarak lipit peroksidasyonunu onleyici etkisi ile néronal sag kalimi
desteklemektedir (18).

CO zehirlenmesinin patofizyolojisinde anahtar rol alan yolak ROS
olusumudur. Reaktif oksijen tdrlerinin  olusumunu mitokondride sitokrom c
inhibisyonunun yani sira dogrudan slperoksit ve hidrojen peroksit Gretimini
tetikleyerek de yapmaktadir (9). Zhang ve Piantadosi siganlarda CO maruziyeti
sonrasi serebral oksidatif hasarin olusumunda hipoksinin dogrudan etkisi olmadigini
ancak mitokondri tarafindan Uretilen ROS'un ana patolojik yolak oldugunu
gOstermistir (127). Doku hipoksisine bagli olarak zehirlenmede reaktif oksijen
urunlerinin sentezi artar (41). CO zehirlenmesi olan hastalarin tedavi planlamasinda
mevcut seceneklerin smirli olmasi nedeniyle antioksidan tedavilerin, o6zellikle
oksijen radikallerinin oksidasyonu sonucu inflamasyona ikincil olarak meydana
gelen hasar1 6nleme acisindan Onemi hizla artmaktadir. CO zehirlenmesinde
antioksidanlarin  etkinligini gOsteren literatirde yaynlanmis birgok ¢alisma

bulunmaktadir (9). CO zehirlenmesinin tedavisinde oksidatif strese iliskin gok sayida
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strateji denenmekte olup bunlar arasinda serbest radikal temizleyiciler, monoamin
oksidaz inhibitorleri, N -metil -d -aspartat blokerleri ve HBO tedavisi en bilinen
guncel tedavilerdir. Wang.P ve arkadaslar1 siganlar Uzerinde CO intoksikasyon
modeli ile MDA ve antioksidan enzim diizeylerini zamana bagl degerlendirmis olup
korteks ve hipokampuste ndron hasarinda ROS ve lipit peroksidasyonunun dnemini
belirtmistir (124). Yong Peng Yu ve arkadaslarinin H,S'in, ROS'u ve reaktif nitrojen
turlerini temizleyerek néronlar1 oksidatif strese karsi koruyan antioksidan ve anti-
apoptotik etkilere sahip oldugunu gostermistir. H2S'nin, antioksidan 0Ozellikleri
yoluyla akut CO zehirlenmesini tedavi etmek icin bir secenek oldugunu
belirtmiglerdir (128). Fakat Hidrojen sulfit (H2S) zehirli bir gaz ve cevre kirletici
olarak bilinmesi nedeniyle nadiren tedavi edici bir gaz olarak kabul edilmektedir.
Havva sahin kavakli (129) ve arkadaslarmin acil servise basvuran karbonmonoksite
maruz kalmis insanlar (zerinde yaptigi calismada TOS arttigini, tedavi sonrasi
kontrol grubuna gére TOS, OSI diizeylerinde anlamli diisiisii saptarken TAS
dizeyinde anlamli istatistiksel bir degisiklik tedavi ile de saptamamistir. Bu durum
mevcut hipoksiyi gideren tedavilerin antioksidan diizeylerini yeterince etkilemedigini
diistindiirmektedir. Sahin A. ve ark. yaptigi deneysel rat modelinde, bizim
calismamizca benzer sekilde, Resveratroliin, CO’nun neden oldugu beyin iskemik
hasarmi histopatolojik olarak anlamli diizeyde iyilestirdigini gostermislerdir. Daha
sonra, oksidatif stresin endeksleri olan malondialdehit, glutatyon, katalaz, stperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz seviyeleri ile inflamatuvar belirtecler olan timor
nekroz faktori-a, interlokin-6 ve interlokin-1B seviyelerini degerlendirmis ve
Resveratroliin CO zehirlenmesine bagli oksidatif stresi, inflamasyonu, iskemik hasar1
azaltabilecegini gostermislerdir (130). Bizim c¢alismamizda ratlar (zerinde beyin
dokusunda ve kanda CO zehirlenmesi sonucu ROS’a bagl olusan hiicre hasarini (9)
onlemede idebenon’u artan dozlarda uygulayarak degerlendirdik. Elde ettigimiz
sonuclar; Idebenon’un Total oksidatif durum (TOS) ve TOS dizeyinin TAS
diizeyine oranmin yiizde derecesi olarak ifade edilen oksidatif stres indeksini (OSI)
artirdigini, total antioksidan durum (TAS) degerlerinin ise istatistiksel olarak anlaml
derecede yiikseldigini gostermistir (p=0,001). Blitlin oksidan parametreleri ayn1 anda
Olcmek ve degerlendirmek zor olacagindan sadece birka¢c parametrenin genel

oksidasyonu gostermede yetersiz kalacagi i¢in ¢alismamizda total oksidatif ve
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antioksidatif durum analizi yapilmistir. Calismamiz idebenon’un CO zehirlenmesine
bagli oksidatif stresi azaltarak Klinik sonuglar1 iyilestirebilecegini gdstermektedir.
Yapilan bir c¢ahsmada Idebenon 6n tedavisinin (24 saat), H202'ye bagh
mitokondriyal ROS birikimini bloke ettigi ve solunum zincirindeki kompleks | ve
[11'tn aktivitesi Gzerindeki H202 nin neden oldugu baskilayici etkileri dGnemli 6l¢ude
diizenleyerek mitokondriyal solunum fonksiyonlarmi eski haline getirdigi
gosterilmistir (101). Bu durum Idebenon’un antioksidan etkilerini; CO’in solunum
zincirindeki kompleks 1 ve 1II'in Gzerindeki etkilerini dizenlemesi, mitokondri
membran potansiyelini stabilize ederek asmr1 ROS (retimini baskilamasi ile
gerceklestirdigini desteklemektedir (88,89,100).

Idebenon elektron tasima zinciri boyunca elektron tasiyict gérev yapan
bdylece ATP dretimini artiran, superoksit radikallerinin dogrudan uzaklasmasimni
saglayan, lipit peroksidasyonunu engelleyen ve ndronal 6lumi azaltan bir
antioksidan ve anti-apoptotik gorevi yapmaktadir Friedreich ataksisi, demans
tedavisinde kullanilmakta olup bircok néromuskuler ve mitokondriyal hastaliklar igin
Klinik arastirmalar yurutilmektedir (131). Cesitli ¢alismalar Parkinson hastahigi,
Huntington hastaligi, amyotrofik lateral skleroz, Friedreich ataksisi, optik ndropati ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu iliskili bircok hastahkta Idebenon’un
noroprotektif etkilerini gostermistir (86,111,132). Yapilan in vitro ve in vivo
calismalar Idebenon’un iskemi nedeniyle olusan sinir hiicre hasarini azalttigimni,
nérotransmiter bozukluklar1 ve/veya serebral metabolizmay1 diizelttigini, 6grenmeyi
kolaylastirdigini, hafiza ve oryantasyon Uzerine etkili oldugunu g6stermektedir
(15,17,18). Bizim ¢alismamizda da dokuda bakilan OSi ve MDA gibi oksidatif stres
belirteclerinin Idebenon verilen grupta verilmeyen gruba gore istatistiksel olarak
anlamli gelmesi Idebenon’un antioksidatif etkinligini desteklemektedir. Fakat
idebenon verilen gruplar arasinda diisiik doz idebenon tedavisi alan Grup 3 ile
anlamli fark varken Grup 4 ve Grup5 arasinda istatistiksel anlamli fark olmamasi

hangi doz etkinligi konusunda net bir fikir olugturmamaktadir.

Y Nagai ve ark. ratlar tzerinde Idebenon’un beyindeki etki bélgeleri ve
dagilimi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada temporal korteks, talamus dorsomedial

cekirdegi, subtalamik cekirdek, hipokampus, kaudat-putamenin olasi etki bdlgeleri
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oldugunu saptamiglardir. 10mg/ kg intravenéz, 100 mg/ kg oral ve 30 mg/kg
intraperitoneal uygulanan idebenon’un serebral metabolizma aktivitelerinin benzer
ve serebral etkinlikte oldugunu saptamislardir (42). Bircok deneyde, Idebenon’un
antioksidan etkilerini 2 mikroM konsantrasyonda gosterdigi belirtilmistir ve bu doz,
ilacin oral olarak alinan dozlarinin hastalarda olasi plazma seviyeleri araligmin
icinde yer almaktadir.(97). Idebenon’un mitokondri tizerinde aktivite gostermek icin
mikromolar dozlar gerekliyken (93) MSS uzerindeki etkinligini nano-molar
konsantrasyonlarda gosterdigi belirtilmistir (42). Bu nokta da olan tutarsizlik
Idebenon’un farkli hiicresel bolimlere (yani sitoplazma, membranlar ve mitokondri)
ne 6lgude ayrildigi ve bu dagilimin dokuya 6zgl olup olmadig: ve in vitro ve in vivo
farklilik goOsterip gosteremeyecegi konusunda yalnizca ¢ok smirli bilgi mevcut ve
hala tartisiimaktadir (87,97). Klinik calismalarda idebenon’un 2250 mg/giin'e kadar
olan dozlarda guvenli oldugu ve oral iyi tolere edildigi gorilmiistiir. Bizde
calismamizda oral biyoyararlanimmin iyi olmasi, hizli emilmesi ve serebral etkin doz
araliginda olmasi nedeniyle daha énceki ratlar zerindeki ¢alismalarda denendigi gibi
100mg/kg, 200 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarinda idebenon uyguladik (42,131).
Calismamizda 200mg/kg ve 300 mg/kg idebenon verilen gruplarda apoptotik anlamli
farklilik olmasi fakat TAS, TOS, NSE, MDA konsantrasyonlar1 agisindan benzerlik

saptanmasi Yiksek dozlarda antioksidan etkinligini sorgulatmaktadir.

Bu c¢alisma, Idebenon’un CO zehirlenmesine karsi potansiyel koruyucu
etkilerini degerlendiren ilk ¢alismadir. Ancak, bu sonuglarm insanlarda dogrulanmasi
gerekmektedir. Insanlarda CO zehirlenmesine kars1 idebenon etkinligini ve
giivenilirligini degerlendirmek igin daha fazla arastirma gerekmektedir. Bu sonuglar,
CO zehirlenmesi sonras1 erken dénemde Idebenon tedavisinin oksidatif stres ve
apoptozu azaltabilecegini, doku koruyucu etkileri olabilecegini ve sonug olarak

Klinik sonuglar1 iyilestirebilecegini gostermektedir.
5.1. Calismanin Kasithhklar:

Calismamiz, etik kurul kosullar1 geregi smirli sayida rat kullanilarak
gergeklestirildiginden, tedavi ve kontrol gruplari arasindaki farkliliklar:
karsilastirmak igin yeterli sayida 6rnege sahip olmayabilir. Bu kontrolli bir ¢alisma

olmasina ragmen, Klinik uygulamada gorulen tipik CO zehirlenmesi vakalarini taklit
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etmemis olabilir. Ek olarak, bu calisma sadece biling diizeyi bozulana kadar
uygulanan CO dozuna bagl histopatolojik hasar1 ve antioksidanlarin bu hasara kars1
terapotik etkisini inceledi. Daha yiksek doz zehirlenme konsantrasyonlari
arastirilmamustir. idebenon dozu olarak 100 mg/kg, 200 mg/kg ve 300 mg/kg doz
uygulamas: arastirilmis, daha yiiksek dozlar kullamilmamustir. Ayrica Idebenon

tedavisi sonrasi ratlarda DNS gelisimi acisindan takip yapilamamaistir.
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6. SONUC

Bu c¢alisma da ratlarda deneysel ortamda olusturulan CO zehirlenmesi
modelinde idebenon uygulamasinin beyin ndrodejenerasyonu uzerinde iyilesme
sagladigi goriilmiistiir. Ayrica giderek artan dozlarda verilen idebenon doz
uygulamasinin beyin dejenerasyonu ve oksidatif stres belirtecleri olan TAS, TOS,
MDA, NSE diizeylerini azalttigi goriilmiistiir.

Calismamizin sonucuna gore CO zehirlenmesinin kronik dénem etkilerini
ortadan kaldirmak icin idebenon dogru bir secenek olabilir ancak CO zehirlenmesine
kars1 idebenon etkinligini, giivenilirligini ve etkin dozu degerlendirmek icin daha

fazla insan ¢alismalarina ihtiya¢ vardir.
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