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ÖZET

Kronik alkol tüketen ratlarda Pseudomonas aeruginosa ile

indüklenmiş pnömoni modelinde biyokimyasal hücresel hasar göstergeleri ve

in situ hücre ölümü

Bu çalışmada kronik alkol kullanımı sırasında Pseudomonas aeruginosa

(P.aeruginosa) pnömonisi varlığında karaciğer ve akciğerde oluşan hücresel

değişiklerin; apoptotik metabolik yollar ve oksidan stres ile ilişkisinin araştırılması

amaçlandı.

Erkek wistar ratlar;  normal katı diyet verilen sham (n=6), normal sıvı diyet

verilen (n=8) ve  etanollü sıvı diyet verilen (n=7) kontrol grupları,   normal sıvı diyet

verilen ve P.aeruginosa pnömonisi oluşturulan (n=7) ve  etanollü sıvı diyet verilen ve

P.aeruginosa pnömonisi oluşturulan (n=5) pnömoni grupları şeklinde beş gruba ayrıldı.

İn situ hücre ölümüne TUNEL yöntemi ile bakıldı. Hücresel hasarın ve konak yanıtının

biyokimyasal göstergeleri için serum ALT ve LDH aktiviteleri ile doku ve serum

malondialdehid (MDA) düzeyi, serum ve doku paraoksonaz ve arilesteraz ve doku

kaspaz-3 aktiviteleri ölçüldü.

Etanollü sıvı diyet verilmiş kontrol ve etanollü sıvı diyet verilmiş pnömoni

gruplarının her ikisinde serum ALT aktiviteleri diğer gruplara göre anlamlı olarak

yüksekti (p<0.05). Tüm gruplarda sham grubuna göre karaciğer MDA düzeyi artmıştı,

ancak sadece etanollü diyet verilen pnömoni grubunda fark istatistiksel olarak

anlamlıydı (p<0.05). Akciğer MDA düzeyleri arasında fark saptanmadı. Karaciğerde

TUNEL pozitif hücre artışı etanollü diyet verilen kontrol ve pnömoni gruplarında  ve

normal sıvı diyet verilen pnömoni grubunda, sham ve normal sıvı diyet verilen kontrol

grubuna göre daha yüksekti (p<0.05). Karaciğer ve akciğer kaspaz-3 aktiviteleri gruplar

arasında farklı değildi. Serum paraoksonaz aktivitesi pnömoni gruplarında daha düşük

olmakla birlikte gruplar arasında fark bulunmadı.
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Etanollü sıvı diyet verilen ve  pnömoni oluşturulan  grupta artmış karaciğer MDA

düzeyinin varlığı ve serum paraoksonaz aktivitesindeki düşme eğilimi, kronik alkol

kullanımı sırasında gelişen enfeksiyonun karaciğerde serbest oksijen radikalleri

aracılıklı hasarı artırırken, antioksidan kapasitede de azalmaya neden olduğu şeklinde

yorumlanabilir.

Anahtar kelimeler: Alkol, P.aeruginosa, MDA, Paraoksonaz, TUNEL, Kaspaz-3
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SUMMARY

In situ cell death and biochemical cellular damage indicators in

Pseudomonas aeruginosa induced pneumonia model in chronic alcohol

ingesing rats

Our aim was to investigate whether cellular alterations occurred in liver and lung

tissue in presence of chronic alcohol ingestion and Pseudomonas aeruginosa

(P.aeruginosa) pneumonia related to oxidative stress and insitu cell death.

Male wistar rats were divided into five groups:  the sham group (n=6) fed by

normal solid diet, two control groups, one fed by normal liquid diet (n=8), and the other

fed by liquid diet with ethanol (n=7), two pneumonia groups which induced by

P.aeruginosa,  one fed by normal liquid  diet (n=7),  and the other fed by liquid diet with

ethanol  (n=5).  TUNEL analysis was performed to confirm insitu cell death. Serum

ALT and LDH activity, and tissue and serum malondialdehyde (MDA) levels, and

tissue and serum paraoxonase and arylesterase activities, and tissue caspase-3 activities

were determined as cellular damage and host response biochemical indicators.

Serum ALT activities of both ethanol control and ethanol pneumonia groups were

higher than the other groups (p<0.05) Liver MDA levels were increased including both

control and pneumonia groups than sham group, but the difference was only statistically

significant in ethanol plus pneumonia group (p<0.05). Lung MDA levels were not

different among groups. The number of TUNEL positive cells in the liver was higher in

the both ethanol given (control and pneumonia) groups and normal liquid diet plus

pneumonia group than sham and control group fed by normal liquid diet (p<0.05). Liver

and lung caspase-3 activities were not different among groups.  Although serum

paraoxonase activities were lower in the pneumonia groups, it was not statistically

significant.
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The existence of increased liver MDA levels and declining tendency of activitiy

of in the serum paraoxonase activities in the ethanol pneumonia group may be

interpreted as growing infection during chronic ethanol ingestion causes both increased

liver damage through free radical and decrease antioxidant capacity.

Key words: Alcohol, P.aeruginosa,  MDA, Paraoxonase, TUNEL, Caspase-3
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1. GİRİŞ VE AMAÇ

Uzun süreli alkol kullanımı önemli bir sosyal ve sağlık sorunudur. Hafif dozda

alkol alımından bağımlılık düzeyine ulaşan yüksek doz alkol tüketimi tüm dünyada

yaygındır. Orta düzeyde alkol alımı immün sistemi koruyucu etki gösterebilir iken, aşırı

ve sürekli alkol alımı zarar verici niteliktedir (48,162). Uzun süreli ve yüksek dozda

alkol tüketimi başta karaciğer, pankreas ve gastrointestinal sistem olmak üzere birçok

organ ve sistemi etkilemektedir. Alkol karaciğerde iki oksidatif süreç sonrasında önce

asetaldehite sonra asetata dönüşür (23).  Alkolün uzun süreli kullanımı asetaldehidin

karaciğer hücrelerinde birikimine bağlı olarak karaciğer fonksiyonlarında azalmaya

neden olmakta ve hücre hasarı oluşturmaktadır (93,95). Asetaldehitin birikimi redükte

glutatyon düzeylerinde azalmaya yol açar ve lipid peroksidasyonunun başlamasına

neden olur (17,18,95). Apoptoz ve nekroz hücre ölümündeki iki önemli mekanizmadır.

Alkole bağlı hepatositler, nöronlar ve intestinal epitel hücreleri gibi çeşitli hücrelerde

apoptotik değişimler gözlenmiştir. Bu hücrelerdeki değişiklikler TNF-α up-regülasyonu

ve mitokondriyal kaspaz-3 aktivasyonu ile ilişkilendirilmiştir (16,107,108).

Lakton hidrolaz ailesinden bir enzim olan paraoksonaz ester bağlarını hidrolize

eder.  Özellikle paraoksonaz 1 (PON1) karaciğerde eksprese olur ve seruma salınır (35,

49). Oksidatif stres varlığında azalmış PON1 aktivitesinin lipid peroksidasyonunun bir

göstergesi olabileceği ileri sürülmektedir (11). Serumda ALT gibi klasik karaciğer

enzim aktivitelerindeki artış yanında, doku lipid peroksidasyonu, PON1 aktivitesindeki

değişim ve diğer oksidatif stres göstergelerindeki değişiklikler karaciğer hücre hasarının

biyokimyasal göstergeleri olarak kullanılabilir (11,44,45,70,78,135).

Uzun süreli alkol kullanımının immün sistem üzerindeki etkileri nedeniyle

organizmada enfeksiyon hastalıklarına yatkınlık ve enfeksiyon hastalıklarında artış

görülmektedir (17,48). Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) immün sistemi

baskılanmış kişilerde yaşamı tehdit eden enfeksiyonlara neden olmaktadır. P.

aeruginosa kistik fibrozisli ve kronik alkol kullanan hastalarda önemli pnömoni etkeni

olarak rol alır (40,103,154). P.aeruginosa ile oluşturulmuş deneysel pnömoni
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modellerinde programlanmış hücre ölümünün gerçekleştiğini ileri süren çalışmalar

yanında (25,55,73,89), P.aeruginosa’ya bağlı oluşan pnömoni modelinde solunum epitel

hücrelerinde apoptotik değişimlerin gözlenmediğini bildiren yayınlar da vardır (68,131).

Bu çalışma, kronik alkol kullanımına bağlı karaciğer ve akciğer dokularında

meydana gelen hücresel değişiklerin ve bu değişikliklerin oksidatif stresle ve insitu

hücre ölümü ile ilişkisini araştırmak ve kronik alkol kullanımı sırasında meydana gelen

fırsatçı akciğer enfeksiyonunun varlığının ve şiddetinin bu değişiklikler üzerine etkisi

olup olmadığını ortaya koymak amacıyla planlandı.
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2. GENEL BİLGİLER

Çoğu gelişmiş ülkede alkol alımı sosyal bir sorundur. Hafif dozda alkol alımından

bağımlılık düzeyine ulaşan yüksek doz alkol tüketimi tüm dünyada yaygındır. Hafif ve

orta düzeyde alkol alımının bazı sistemler üzerine yararlı etkileri olduğu ancak uzun

süreli ve yüksek doz alkol alımının zararlı etkileri olduğu bilinmektedir (48).

Dünyada önemli ölüm nedenlerinden birinin alkole bağlı karaciğer sirozu olduğu

belirtilmiştir. Kronik alkol kullanımı sonrası sıklıkla nörolojik, kardiyak, muskuler ve

pankreatik hastalıklara da rastlanmaktadır (23). Alkolün toksik etkileri alkol alımından

sonra serum alkol düzeyi ile direkt ilişkilidir. Alkol alındıktan sonra karaciğerde

metabolize olur. Alkol metabolizması sonrası oluşan toksik metabolitlerin karaciğerde

birikimi sonucu öncelikle karaciğer hasarı gelişir ve bunun sonucunda karaciğer

fonksiyonlarında bozulma olur. Karaciğer fonksiyonlarındaki bozulma sonucu karaciğer

yağlanması ve siroz gibi birçok patolojik süreç gelişir (23, 95,126).

2.1. Alkol (Etanol) Metabolizması

Etanol (CH3CH2OH) hem yağda hem suda çözünebilen küçük bir moleküldür. Bu

nedenle barsaktan pasif difüzyonla emilir. Etanol esas olarak karaciğerde, daha az

oranda böbrek, akciğer, mide ve diğer dokularda metabolize olur. Ağız yolu ile alınan

etanolün küçük bir kısmı (%5) gastrik mukozal hücrelerden giriş yapıp burada

metabolize olurken kalanı kana geçer. Bunların %85-98’i karaciğerde metabolize olur.

Yalnızca %2-10’u akciğer ve böbrekler yoluyla atılır (96).

Etanol metabolizması karmaşık süreçleri içerir. Bireysel özelliklerden oldukça

etkilenir. Emilimi, atılımı ve dağılımı kişiden kişiye farklılıklar gösterir (96).

Etanolün metabolizmasıyla ilişkili enzimler alkol dehidrogenaz (ADH),

asetaldehit dehidrogenaz (ALDH) ve mikrozomal etanol okside edici sistem
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(MEOS)’den oluşur (96). Karaciğerde alkol metabolizmasından sorumlu başlıca üç

yolak tanımlanmıştır (23,70, 92-96).

1- ADH yolağı: sitozolde yerleşik

2- MEOS yolağı: Hepatosit endoplazmik retikulumunda yerleşik

3- Katalaz yolakları:  Hepatosit peroksizomlarında yerleşik

Ayrıca nonoksidatif alkol metabolizmasının varlığına dair kısıtlı yayın vardır (23).

2.1.1. Alkol dehidrogenaz (ADH) yolağı

Karaciğerde etanol metabolizmasının ana yolu nikotinamid adenin dinukleotidi

(NAD+) indirgen nikotinamid adenin dinukleotid (NADH)’a indirgeyerek, etanolü

asetaldehite yükseltgeyen sitozolik bir enzim olan alkol dehidrogenaz aracılığıyla

gerçekleşir. Metabolizma ile ortamdan uzaklaştırılmazsa, asetaldehit karaciğerde toksik

etkiler gösterir ve kan yoluyla diğer dokulara geçip onlar üzerinde toksik etkiler

gösterebilir (23, 96).

İnsan ADH enzimi, dimerik çinko bağımlı bir metalloenzimdir. Bu enzim 7. gen

üzerinde kodlanmıştır. ADH1-ADH7 arasında sınıflandırılmıştır (23). ADH enzimi,

alkol substratının zincir uzunluğuna özgüllüğü değişen izoenzim ailesine sahiptir.

Etanol için en fazla özgüllüğü olan ADH sınıf 1’dir. ADH1 için her biri allelik

varyantlar gösteren 3 gen bulunmaktadır. ADH1 karaciğerde bol miktarda

bulunmaktadır. Etanol için düşük Km değerine sahiptir. 0,05-4 mM’lık bu Km değeri

yüksek affiniteyi göstermektedir. Sınıf IV ve Sınıf II enzimler etanol metabolizmasına

az katkıda bulunsalar da, bunlar toksik etkilere katkıda bulunabilirler. Etanol

konsantrasyonu üst gastrointestinal yolda oldukça yüksek konsantrasyonlarda olabilir ve

burada sınıf IV enzimleri (gastrik ADH) tarafından oluşturulan asetaldehit ağır

alkoliklerde kanser gelişme riskini artırır (96).

ADH etanolü asetaldehite dönüştürür. Asetaldehit ise aldehit dehidrogenaz

(ALDH) enziminin katalizi ile asetata dönüştürülür. Karaciğerde temel toksik etki

asetaldehitin birikmesine bağlı oluşur (23,95,122). ADH, etanolü ne kadar hızlı
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asetaldehite dönüştürürse veya ALDH asetaldehiti ne kadar yavaş asetata dönüştürürse

alkole bağlı belirtiler o ölçüde belirgin olur.

Şekil 1. Etanol Metabolizması. ADH: Alkol Dehidrogenaz, ALDH: Asetaldehit Dehidrogenaz (96)

ADH enziminin alfa, beta ve gamma alt birimleri olmak üzere üç adet alt birimi

tanımlanmıştır. Her alt birim farklı bir gen tarafından kodlanmıştır (70,93,95). Değişik

ırklarda değişik ADH gen polimorfizmi bildirilmiştir. Özellikle ADH2*2 ve ADH3*1

izoenzimlerinde polimorfizm olduğu belirtilmiştir (23). ADH’ın vücudun farklı

bölgelerinde yerleşmiş izoformları olduğu gösterilmiştir (23).

2.1.1.1.Gastrik ADH

İnsan midesinde Sınıf I, III ve IV ADH izoenzimlerinin hem düşük hem de

yüksek Km değerinde bulunduğu gösterilmiştir (23,93).  Alkol oral olarak alındığında

aynı miktarın intra venöz (İV) verilmesine göre, serumda anlamlı şekilde düşük olarak

saptanmaktadır. Bu fark alkolün ilk geçiş metabolizması olarak bilinir. Gastrik ADH

etnik ve cinsiyet farklılıkları gösterir. Aynı doz alkol verilen kadınlarda erkeklerden

anlamlı olarak daha yüksek serum alkol düzeyleri saptandığı bildirilmiştir. Ancak yaş
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ilerledikçe (50 yaşın üstünde) bu farkın ortadan kalktığı belirtilmektedir. Bu düşük ilk

geçiş metabolizmasının kadınlarda düşük gastrik ADH aktivitesine, özellikle sınıf III

izoenzime bağlı olduğu belirtilmiştir (23).

2.1.1.2. Kolonik ADH

Hem insan hem de rat kolon mukozasında ADH saptanmıştır. Kolonda bulunan

bakteriler alkol metabolizmasında rol almaktadırlar. Normal insan flora üyesi olan bazı

bakteriler yüksek ADH aktivitesine sahip olup mikroaerobik koşullarda etanolden

asetaldehit oluşumuna neden olurlar (23,145,147). Buna bakteriyokolonik yol

denmektedir (145). Bu yolda etanol bakteriyel ADH aracılığı ile metabolize olmakta ve

yine oluşan asetaldehit bakteriyel veya kolonik mukozal ALDH aracılığı ile asetata

dönüştürülmektedir. Ayrıca intrakolonik asetaldehit portal ven aracılığı ile absorbe

edilip karaciğerde okside edilmektedir (23). ALDH aktivitesi kolonik mukozada

düşüktür ve bu nedenle kolonda asetaldehit birikimi olur ve bu da alkole bağlı

gastrointestinal belirtilerin ortaya çıkmasına neden olur (23).

2.1.1.3. ALDH

Oluşan asetaldehitin yaklaşık %90’ı karaciğerde asetata metabolize olur. Major

enzim mitokondriyal ALDH (ALDH2)’dır. Bu enzim asetaldehiti asetata dönüştürürken

NADH oluşur. İnsan karaciğerinde asetaldehit oksidasyonunun %80’den fazlası

ALDH2 tarafından gerçekleştirilir. ALDH2’de yaygın allelik varyant asetaldehit

metabolizmasının kapasitesini büyük oranda azaltır. Kalan asetaldehit oksidasyonu

sitozolik ALDH (ALDH1) yoluyla oluşur. Diğer ALDH’lar çeşitli organik alkoller,

toksinler ve çevresel kirleticiler üzerine etkilidirler. Toksik etkisi olmayan asetat, asetil

CoA’ya dönüşüp Krebs döngüsüne girebilir veya yağ asit sentezine katılabilir (96).

ALDH enziminin etanol metabolizmasından sorumlu olan ALDH2 enzimini

kodlayan gen 12. kromozomda yer almaktadır. ALDH2 enzimindeki polimorfizm,

kişilerde asetaldehit miktarının daha fazla birikmesinden sorumlu tutulmuştur (70).
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2.1.2. Mikrozomal etanol okside edici sistem (MEOS)

Karaciğerde etanol oksidasyonunun diğer bir temel yolu etanolü asetaldehide

yükseltgeyen MEOS’dur (Şekil 2). Diğer birçok ilaç gibi etanol, karaciğer endoplazmik

retikulumunda yer alan mikrozomal enzimler aracılığı ile de metabolize edilir. Temel

ilişkili mikrozomal enzim, elektron vericisi olarak indirgen adenin dinukleotid fosfat

(NADPH), elektron alıcısı olarak O2’yi kullanan sitokrom P450 karma fonksiyonlu

oksidaz izoenzimi (CYP2E1)’dir (96). Akut alkol alımından farklı olarak kronik alkol

alımında CYP2E1 denilen özgül bir sitokrom P450 enziminin aktive olduğu

gösterilmiştir. Bu enzim sitokrom P450’nin etanolü indükleyen fraksiyonudur.

CYP2E1’in Km’si göreceli olarak yüksektir (23). MEOS’un etonole ilgisi ADH’dan

daha azdır. Bu yol orta derece alkol alanlarda etanol metabolizmasının %10-20’sinden

sorumludur (96). Yüksek konsantrasyonda alkol veya kronik alkol kullanımında MEOS

anlamlı şekilde yükselir (23). CYP2E1 göreceli olarak NADP kullanarak yüksek

indirgeme potansiyeline sahiptir. Bu durum serbest oksijen radikali oluşumuna neden

olur (82,95). Bu enzim aynı zamanda birçok hepatotoksik bileşiğin metabolize

edilmesinde de rol oynamaktadır. Kronik alkol kullanımı sırasında başka ilaçların

alınması durumunda bu enzim nedeniyle diğer ilaçların da metabolizması

etkilenmektedir. CYP2E1 etanolle aşırı indüklendiğinde karaciğer hasarına neden

olmaktadır (95).

Şekil 2. Endoplazmik retikulumda MEOS (CYP2E1 dahil) tarafından katalizlenen reaksiyon (96).
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2.1.3. Katalaz yolağı

Katalaz yolağı etanolün metabolize edilmesinde tanımlanmış üçüncü yoldur. Bu

yol karaciğer peroksizomlarında yer alan katalaz enzimi aracılığı ile gerçekleşir.

Katalaz, peroksizomlarda yağ asitlerinin beta oksidasyonu sırasında oluşan hidrojen

peroksit (H2O2) varlığında rol oynar. Katalaz yolağı H2O2 varlığında invitro olarak

etanolü okside eder. Fizyolojik koşullarda çok az rol alan bir sistemdir. Alkolün az

miktarda alındığı durumlarda NAD’nin kofaktör olarak rol almasına gerek duyulmadan

çalışan bir sistemdir. Bu yolun sonunda da asetaldehit oluşur (23,70). Kronik alkol

kullananlarda yağ asitlerinin oksidasyonuna katkı verebilir.

2.1.4. Nonoksidatif yol

Akut alkol intoksikasyonunda yağ asitlerinin etil esterlerinin pankreas, karaciğer,

kalp ve yağ dokusunda yüksek konsantrasyonlarda biriktiği ancak bunun

doğrulanmamış bir hipotez olduğu belirtilmektedir (23).

2.1.5. Etanol oksidasyonu sırasında oluşan metabolik değişiklikler

Hem ADH hem de ALDH, NAD+’nin NADH’a indirgenmesini gerektirir

(23,70,94). İndirgenmiş NADH artışı, laktat piruvat oranındaki değişime neden olur,

sonuçta sitozolün redoks sisteminde değişim gözlenir (23). Temelde bu redoks

dengesizliği karaciğer hasarının nedenidir. NADH/NAD+ oranındaki artış, alfa

gliserofosfat konsantrasyonunda yükselmeye ve bu da karaciğerde trigliserit

depolanmasına neden olur. Ayrıca NADH artışı yağ asit sentezinde artışa neden olur ve

yağ asitleri karaciğerde birikir (23,70,95,122). Karaciğerde sentezin artması, hepatik

lipoprotein sekresyonunda azalma, yağ dokusunda yağ asitlerinin büyük oranda hareketi

ve yağ asit oksidasyonundaki azalma sonucunda karaciğerde yağ asit birikimi olur

(94,95).
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Alkol alımından sonra glikojen depolarında azalma veya karbonhidrat

metabolizmasında oluşan anormalite sonucu ciddi hipoglisemik tablolar görülebilir.

(23).

Alkol alımı ile birlikte esansiyel amino asitlerin alımı interfere olur. Aromatik

amino asitlerde artış olur. Bu artış hepatik ensefalopatiye neden olur. Karaciğerde

albümin yapımı azalır. Azalan albümin sonucunda karın içinde anormal sıvı (asit)

birikimi olur. Azalmış üre yapımı sonucunda amonyak düzeyleri artar ve hepatik

ensefalopati gelişir (95). Alkol alımı ile birlikte B1 (tiamin), B2 (Riboflavin), B6

(piridoksin) C ve folik asit eksiklikleri gelişir. Ayrıca siroz gelişen hastalarda belirgin

olarak vitamin A eksikliği gelişir (95).

2.2. Alkol ve Serbest Radikaller

Kronik hastalıkların patogenezinde oksidatif stres önemli rol oynar. Kronik alkol

kullanımına bağlı alkolik karaciğer hastalığının patogenezinde de oksidatif stresin

önemli rol oynadığı gösterilmiştir (93,116,132). Oksijen radikalleri oluşumunda artış

veya antioksidan kapasitede azalma sonucunda karaciğer hücrelerinde hasar gelişir.

Alkol kullanımı sırasında etkilenen karaciğer organelleri mikrozomlar ve mitokondridir

(126). Kronik alkol alımında hem ADH hem de CYP2E1 aracılığı ile oluşan asetaldehit

oksidatif strese neden olmakta ve bunun sonucunda oluşan oksijen radikalleri aracılığı

ile lipid peroksidasyonu oluşmaktadır (17). Etanole bağlı serbest oksijen

radikallerindeki artıştan NADH/NAD+ oranındaki artış sorumlu tutulmuştur.

NADH/NAD+ oranındaki artış demirin serbestleşmesine neden olur. Bu durumda

etanolün indüklediği CYP2E1 enzimi aktivitesi artar. CYP2E1’deki artış süper oksit

artışına ve bu durumda NADPH varlığında lipid peroksidasyonuna neden olur (132). Bu

oksidatif durum mitokondrial DNA hasarına da yol açar. CYP2E1 yanında,

asetaldehitin birikmesi de membranlarda lipid peroksidasyonuna, protein ve DNA

hasarına neden olmaktadır (132).
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Alkole bağlı oksidatif karaciğer hasarında süperoksit (O.
2) anyonu merkezi rol

oynar. Mitokondride süperoksit dismutaz enzimi (SOD) bulunur. SOD, O.
2 anyonunu

H2O2’e katalize eder. Alkole bağlı karaciğer hastalığında karaciğer hasarının şiddeti ile

SOD düzeyleri arasında zıt ilişki olduğu belirtilmiştir. Yapılan çalışmalarda Cu/Zn-

SOD’un veya mitokondriyal Mn-SOD’un alkole bağlı karaciğer hasarını önlediği

gösterilmiştir (124,132,166,167). SOD1 knockout farelerde yapılan bir çalışmada alkole

bağlı karaciğer hasarı çok daha şiddetli bulunmuştur (79). Oluşan H2O2, mitokondriyal

Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve peroksizomal katalaz enzimleri ile yıkılır. Demir

varlığında (Fenton reaksiyonu) H2O2 hidroksil (.OH) radikali gibi daha reaktif

radikallere dönebilir. Oluşan .OH, klorür (HOCL-) radikalleri ve nitrik oksit (NO) aracılı

peroksinitrit (ONOO-) radikalleri hücrelere hasar verir (126). Demir düzeyleri sıklıkla

alkol kullananlarda artar. Bu durum serbest radikal aracılı doku hasarına katkı sağlar

(126). Alkole bağlı karaciğer hasarında NO’nun etkileri tartışmalıdır. NO’nun karaciğer

hücrelerinin apoptoza gidişini önlediği ve antiapoptotik etki gösterdiğini öne süren

görüşler yanında (82,130), kronik alkol alımı sırasında iNOS ekspresyonun arttığını ve

artmış NO düzeylerinin ONOO- artışına neden olduğunu ve bu durumun hasarı

artırdığını belirten görüşler de vardır (106,173).

Alkol alımında serbest radikal aracılı hasarda rol alan diğer bir mekanizma, yağ

molekülleri üzerine olan etkiler ile gelişir. Oksidatif stres sonucunda oluşan serbest

radikaller doymamış yağ asitlerinden elektron alabilir ve lipid radikaller oluşturur. Lipid

radikaller O2 ile reaksiyona girip sonuçta lipid peroksidasyonu gelişir (95,126).

Kronik alkol kullanıcıları günlük kalorilerinin %50’sini alkolden sağlar. Bu

durum gastrik malabsorbsiyona neden olur ve sonuçta diyetle antioksidan alımı düşer

(132). Alkol kullanımı sırasında glutatyon (GSH) ve vitamin E gibi antioksidan

savunmada yer alan maddelerin düzeylerinde azalma görülür. GSH birçok hücre içi ve

hücre dışı sıvıda bulunan antioksidan bir tiyoldür. GSH ağırlıklı olarak karaciğerde

sentezlenir. Protein ve DNA sentezinde, aminoasitlerin taşınmasında ve bazı enzimlerin

aktivitesinde rol alır. GSH inflamatuar sitokin kaskadının kontrolü, toksik moleküllerin

atılımı ve konjugasyonu ve reaktif oksijen radikallerinin detoksifikasyonunda önemli
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rolü olan bir antioksidandır (17). Kronik alkol kullanımında asetaldehit artışı

karaciğerde GSH sentezinde, GSH-Peroksidaz ve GSH-S-transferaz düzeylerinde

azalmaya neden olur (92). Sonuçta, artmış serbest oksijen radikal ürünleri ve azalmış

antioksidan aktiviteye bağlı olarak hücresel hasar gelişir (95,126).

Etanolün indüklediği karaciğer hasarında S-Adenozil metiyonin (SAM) düzeyinde

azalma saptanmıştır. SAM’da azalma protein sentezinde ve nükleik asit sentezinde son

derece önemli olan metilasyonun bozulması ile sonuçlanmaktadır. SAM yetersizliği

membranlarda hasara ve sonuçta karaciğer hasarına neden olmaktadır (42,61,95).

2.3. Alkol ve Paraoksonaz

Paraoksonaz (PON) enzimi yüksek dansiteli lipoprotein (HDL) ile ilişkili,

antioksidan özelliği olduğu düşünülen, karaciğerde sentezlenen bir ester hidrolazdır. İlk

kez insan serumunda ve diğer memeli türlerinde organo fosfatları hidrolize eden

esterazlar olarak tanımlanmıştır (2,3,49). Organofosfatları hidrolize eden iki tip esteraz

tanımlanmıştır: Birinci grupta, A tip esteraz olarak bilinen ve p-nitrofenil asetat gibi

aromatik esterler içeren organofosfatları (paraokson) hidrolize eden paraoksonazlar;

ikinci grupta, paraokson ve diğer organofosfatlar ile inhibe olan ve B tip esterazlar

olarak tanımlanan, karboksiesteraz ve kolinesterazlar yer alır (2,3,4,35,49,175). Enzimin

aktivitesi ve stabilitesi için kalsiyum gereklidir. Paraoksonazı kodlayan gen insanda 7.

kromozomda, farelerde 6. kromozom üzerinde kodlanmıştır. Paraoksonaz gen ailesi üç

üye içerir; PON1, PON2 ve PON3. PON1 karaciğer ve plazmada bulunur. PON3

karaciğer, böbrek, kalp, beyin gibi birçok dokuda bulunur (13,35,49).

PON-1’in organofosfat substratlarına karşı hidrolitik aktivitesi vardır. Parokson

dışında fenil asetat, tiyofenilasetat, 2 neftil asetatın ve lakton halkası içeren çeşitli

maddelerin de PON1 enzim aktivitesi için substrat olduğu bilinmektedir (34,36).

Paraokson, PON1 varlığında p-nitrofenole dönüşür. Reaksiyon sonucunda oluşan p-

nitrofenol 405 nm’de görünür bölgede absorbans verir (115). PON1’in kullandığı ikinci

substrat fenil asetattır. Fenil asetat, arilesteraz aktivitesinin ölçülmesinde kullanılan bir
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substrattır. Arilesteraz (aril-ester hidrolaz) (AE) da bir paraoksonaz olarak

sınıflandırılmaktadır (98,99). PON1 arilesteraz aktivitesi ile fenil asetatı fenol ve asetata

hidrolize eder. Fenol 270 nm’de absorbans verir (60).

Serum PON-aktivitesi, yenidoğan ve prematüre infantlarda erişkin düzeyin yarısı

kadardır. Doğumdan bir yıl sonra erişkin düzeylerine ulaşır. İleri yaşta PON-1

aktivitesinin azaldığı belirlenmiştir (13). Serumdaki PON düzeyi ve aktivitesi bireyler

arasında değişkenlik gösterdiği gibi etnik ve coğrafi farklılık da göstermektedir (35,87).

PON1’in düşük dansiteli liporotein (LDL)’nin oksidasyonunu önlediği ve

oksiLDL oluşumunu azaltarak koroner arter hastalıklarında koruyucu rolü olduğu

belirtilmektedir. Ayrıca PON1’in HDL’deki ApoA1 ile olan ilişkisine bağlı HDL’nin

koroner arter hastalıklarındaki koruyucu etkisine katkı sağladığı belirtilmektedir (13,

39). PON1 bir antioksidan olarak kabul edilmekte ve alkolik karaciğer hastalığında

prognostik bir belirteç olarak önerilmektedir (127). Hafif alkol kullanımının insan ve

ratlarda karaciğer mRNA upregülasyonuna neden olduğu ve PON1’i uyardığı, ancak

ağır alkol kullananlarda benzer durumun gözlenmediği bildirilmiştir (30,135).

PON1’in sentezinde karaciğer anahtar rol oynar. Klinik ve deneysel çalışmalarda

azalmış PON1 düzeylerinin karaciğer hücre hasar göstergesi olabileceği belirtilmiştir

(6,11,80,104).

2.4. Alkol ve İmmün Sistem

İmmün sistemin fizyolojik işlevi enfeksiyonları engellemek ve yerleşmiş

enfeksiyonları yok etmektir. İmmün sistem doğal ve kazanılmış bağışıklık

mekanizmalarını içerir. Konak savunma mekanizmaları enfeksiyonlara karşı ilk

koruyucu engeli oluşturan doğal bağışıklık ve daha sonra devreye giren ve kısmen daha

yavaş olan ancak daha etkili savunma sağlayan edinsel bağışıklığı kapsar.  Epitelyal

bariyerler, fagositer hücreler (nötrofil, makrofaj gibi), kompleman sistemi ve doğal
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öldürücü (NK) hücreler doğal bağışıklıkta rol alırken; T ve B lenfositler ve antikorlar da

temel olarak edinsel bağışıklıkta rol alır. Ayrıca immün sistemin düzenlenmesinde ve

aktivasyonunda birçok sitokin ve sitokin benzeri molekül görev alır (1,24,81). Akut

veya kronik alkol kullanımının immün sistemin özgül elemanları üzerine baskılayıcı

etkileri vardır ve bu durum enfeksiyon hastalıklarına yatkınlığı arttırdığı gibi

enfeksiyonun şiddetini de artırır. Alkolün immün sistem üzerine baskılayıcı etkilerini

anlamak alkol kullanan bireylerde oluşan enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde yeni

tedavi edici yaklaşımları belirlemek açısından önemlidir (50). Enfeksiyon hastalıklarına

karşı savunmada makrofaj ve nötrofil gibi hücreler mikroorganizmalarla ilk karşılaşan

hücreler olmaları ve fagositoz yapma özellikleri nedeniyle anahtar rol oynarlar. Alkol

bu hücreler üzerine çeşitli yollar ile etki etmektedir. Alkol makrofajlarda fagositozu

inhibe eder ve dolayısı ile fagositoz ile mikroorganizmaların hücre içi öldürülmeleri

engellenmiş olur (18). Alkolik bireylerin kanlarından izole edilmiş olan nötrofillerde

fagositoz mekanizmasının migrasyon ve kemotaksis gibi iki önemli bölümünde,

fonksiyonlarının azaldığı ve bozulduğu gösterilmiştir (50,153). Kronik alkol

kullanımında NK hücreleri sayıca azalırken aynı zamanda öldürme işlevleri de

azalmaktadır (50,153).

Alkolik bireylerde sitotoksik ve yardımcı T lenfositlerinde sayıca azalma

gözlenmektedir. Kronik alkol kullanımında major histokompabilite kompleks (MHC)-

II ekspresyonu azalmakta, ayrıca alkol kullanımına bağlı olarak yardımcı T lenfosit

(Th) lerin Th1-Th2 dönüşümü değişmektedir (50,153).

Deneysel olarak yapılan çalışmalarda alkol verilen farelerde B lenfositlerde sayıca

azalma gözlenmiştir. Alkolik bireylerde dolaşımdaki B lenfositlerinde önemli bir

etkilenme olmamasına karşın IgG ve IgA alt gruplarında artış olduğu belirtilmiştir (50).

Sitokin ve benzeri maddeler immün sistem hücreleri arasında haberleşmeyi sağlar.

Alkol varlığında TNF-α, IL-1 ve IL-6 düzeyleri değişmektedir (31,50,153,164,171).

Akut alkol alımında TNF ekspresyonu baskılanırken, kronik alkol kullanımında

dolaşımdaki TNF-α, IL-1 ve IL-6 düzeyleri artmaktadır (12,50,171).
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Kronik alkol alımına maruz kalan karaciğerde C1, C3, C8 ve C9 kompleman

komponentinin biriktiği ve alkol ile C3’ün karaciğer sentezinin arttığı gösterilmiş,

bunun karaciğer yağlanmasına katkı sunduğu belirtilmiştir (20,21). Etanol ile faktör B,

C1qA up-regüle, Faktör H, MASP-2, Faktör D ve terminal komponentlerden C6, C8α

ve C9 down-regüle olmaktadır. Sonuçta kronik alkol kullanımı klasik ve alternatif yolun

başlangıç komponentlerini indüklerken, terminal yol komponentlerini baskılamaktadır.

Alkolün indüklediği karaciğer hasarına çözünür düzenleyici moleküllerin katkı sunduğu

belirtilmektedir  (21).

2.5. Alkol ve Akciğer Enfeksiyonu

Uzun süreli alkol kullanımının immün sistem üzerindeki etkileri nedeniyle konak

hücrelerinde enfeksiyon hastalıklarına yatkınlık ve enfeksiyon hastalıklarında artış

görülmektedir (153). Özellikle toplumdan kazanılmış pnömoni, tüberküloz, bakteriyel

peritonit, spontan bakteriyemi gibi klinik tablolar ve herpes, hepatit viruslarını da içeren

viral enfeksiyonlar alkol kullanan kişilerde artmış olarak bildirilmiştir (48). Alkolün

immün sistem üzerinde düzenleyici etkisinin olduğu bildirilmiştir. Lenfosit

populasyonunda azalma veya lenfoid organların yapısında ve fonksiyonlarında

değişikliğe neden olmaktadır (48). Alkol kullanan bireyler özellikle akciğer

enfeksiyonuna yatkınlık göstermektedirler. Hem gram pozitif hem de gram negatif

mikrobiyal etkenler pnömoni yapmaktadır (50). Alkol kullanan bireylerde kullanmayan

bireylere göre pnömoni görülme sıklığı artmıştır (144). Toplumdan kazanılmış, özellikle

P.aeruginosa ve Acinetobacter türlerine bağlı pnömonili bireylerde alkol kullanım

öyküsü öne çıkmaktadır (63,103). Alkol kullanımı bağımsız olarak akut respiratuar

distress sendromu (ARDS) riskini ve ciddiyetini arttırmaktadır (17,57). Alkolün konak

hücrede pnömoniye yatkınlığı arttırmasında birçok mekanizma rol almaktadır. Kronik

alkol kullanımı konak hücrenin doğal ve kazanılmış bağışıklık mekanizmaları üzerine

etki ederek yatkınlığı artırmaktadır. Özellikle fagositoz mekanizmasındaki bozulma,

alveolar makrofajların fonksiyonunda meydana gelen değişiklikler enfeksiyon

yatkınlığını artırmaktadır (50).
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Karaciğer ve gastrik mukoza ADH enziminin izoformlarına yüksek afinitededir.

Ancak yüksek düzey alkol varlığında özellikle MEOS (CYP2E1) ile alkol metabolize

edilmeye çalışılır (17,92). Akciğerlerde ADH enzimi yoktur; bu nedenle akciğerlerde

alkol metabolizması CYP2E1 ile olmaktadır (17). Hem ADH hem de CYP2E1 ile

alkolün metabolize olması sonucu oluşan asetaldehit serbest oksijen radikallerinin

artışına neden olur. Oluşan radikal ürünler dokulara zarar verir.

Akciğer dokusundaki hasar sadece artan radikal ürünler nedeniyle değil, aynı

zamanda azalmış olan antioksidan savunma sistemi nedeniyle de olur. Akciğerde

glutatyon antioksidan savunma mekanizması olarak merkezi bir rol oynar (17). Normal

şartlarda alveolar tip II hücrelerinde GSH, hem plazmaya göre hem de diğer hücre dışı

sıvılara göre birkaç yüz kat daha fazla miktarlarda bulunur. Alkol kullanan ancak her

hangi bir karaciğer hasarı olmayan ve sağlıklı alkol kullanıcısı bireyler olarak

tanımlanan kişilerde alkol öyküsü olmayan bireylere göre alveolar epitelyal sıvıda

GSH’ın %80 daha az olduğu belirtilmektedir. Azalmış glutatyon düzeyi alveolar tip II

hücrelerinin ve alveolar makrofajların işlevini azaltır.  Sonuçta epitelyal sekresyonlarda

azalma, oksidan streste artma ve fagositozda bozulma olur ve akciğer dokusunda

zedelenme ve enfeksiyona yatkınlık gelişir (16,17,18). Kronik Alkol kullanımında

akciğer savunma mekanizmasındaki değişiklikler Şekil 3’de gösterilmiştir
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Orofarinks

Sekresyonlarda ↓

Gingival bütünlükte ↓

Bakteriyel patojen kolonizasyonunda ↑

↓↓

Glottis

Öksürük refleksinde ↓

Aspirasyonda↑

↓ ↓

Hava Yolları

Mukosilyar fonksiyonda ↓

↓ ↓

Doğal Bağışıklık Sistemi

↙↘

Alveolar makrofajlar ve nötrofil fonksiyonlarında ↓

( adezyon, kemotaksis, fagositoz, sitokin, kemokin üretimi gibi)

↓↓

Edinsel Bağışıklık Sistemi

↙↘

Hücresel ve humoral bağışıklık yanıtta ↓

↓

Akciğer enfeksiyon gelişimi

Şekil 3. Kronik Alkol kullanımında akciğer savunma mekanizmasındaki değişiklikler (Kaynak
63’den düzenlenmiştir)
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2.6. Apoptoz - Programlanmış Hücre Ölümü

Apoptoz, multisellüler organizmalarda görülen, organizmanın yararı için

öldürülüp uzaklaştırılan spesifik hücreler için düzenlenmiş bir süreçtir. Apoptoz

fizyolojik olarak embriogenez, erişkinlerde hormonal involüsyon (menstrual siklus),

dokuların şekil değişikliği veya tamiri, intestinal kript epiteli gibi prolifere hücre

popülasyonunun azaltılması, timus gelişimi sırasında immün hücrelerin ölümü gibi

olaylarda izlenir. Kanser, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar veya DNA hasarı oluşan

diğer patolojik süreçlerde de hasarlı hücrelerin eliminasyonu sırasında apoptoz görülür

(141,150).

Apoptoz hücre dışı ve hücresel düzeylerde oluşan çeşitli sinyaller aracılığı ile

tetiklenir. Apoptoz, çevresel yaşam sinyallerinin ve büyüme faktörlerinin yetersizliği,

Fas-Fas ligand veya TNF aracılı ölüm reseptörlerinin aktivasyonu, iskemi, toksinler ve

radyasyon gibi hücre dışı sinyaller ile veya DNA hasarı, hücre içi Ca++ düzeyi artışı,

hücre içi pH azalışı ve metabolik ve/veya hücre siklus bozuklukları gibi hücre içi

sinyaller ile başlatılabilir (141,150).

2.6.1. Apoptotik yollar ve kaspazlar

Apoptoz oluşumunda ölüm reseptör yolu ve mitokondriyal yol olmak üzere iki yol

tanımlanmıştır.  Hücresel düzeyde etkili temel fizyolojik faktör, CD95L olarak da

tanımlanan Fas ligand (FasL) ve tümör nekroz faktör (TNF)’dir. Ölüm faktörleri olarak

belirtilen bu proteinlerin ilgili reseptörlerine bağlanması ile apoptoz başlatılır (65,150).

2.6.1.1. Ölüm reseptörü yolu

Ölüm reseptör yolu, CD95 ve TNF gibi ölüm reseptör süperfamilyası üyeleri

tarafından tetiklenir. CD95L (FasL) veya TNF ekstrasellüler reseptörlerine bağlanarak,

kaspaz 8 aktivasyonu ile sonuçlanan DISC (Death Inducing Signaling Complex)

oluşumuna neden olur (65). Daha sonra DISC, FADD (Fas-associated protein with a
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death domain) denen moleküle bağlanır. Bu bağlanma kaspaz-8 aktivasyonuna neden

olur. Kaspaz 8 ölüm sinyalinin iletiminde rol alan proteazlardandır. Kaspaz-8’in aktive

olması ile diğer kaspaz kaskadı kendi kendine aktive olarak, prokaspaz-3 ve kaspaz-3’ü

aktive eder ve ölüm sinyalini nükleusa kadar iletirler (Şekil 4). Bu sürecin sonunda

kromozomal DNA yıkıma uğrar (41,59,65,141,150).

2.6.1.2. Mitokondrial yol

Hücresel streslerle aktive edilir. Oluşan sinyal veya intrasellüler değişiklik

sitozole sitokrom c salınımına neden olur. Sitokrom c, Apaf-1 ve prokaspaz-9’a

bağlanarak apoptozom oluşturur ve kaspaz 9 aktivasyonunu sağlar. Bunun sonucunda

prokaspaz-3 kaspaz-3’e dönüşür (Şekil 4) ve sonuçta ölüm sinyali nukleusa iletilir ve

apoptoz gerçekleşir (65,141).

Şekil 4. Apoptotik Yollar (Kaynak 65’den düzenlenmiştir)
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2.6.1.3. Kaspazlar

Sistein proteazlardır. Sitoplazmada inaktif öncüller olarak bulunurlar. IL-1 beta

converting enzim (ICE) prekürsörü olarak tanımlanırlar. İnsanda yaklaşık 14 kaspaz

tanımlanmıştır. Bu enzimler tetrapeptid motifler olarak bilinirler ve proteinleri aspartat

kalıntılarının karboksil bölgesinden bölerler. Bu nedenle c-asp-ase adını alırlar.

Başlatıcı ve effektör kaspazlar olarak iki grupta sınıflandırılmışlardır. Başlatıcı

kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10) efektör kaspazları (kaspaz 3, 6, 7) aktive ederler (65,141,

150).

Bazı kaspazlar özellikle efektör kaspazlar, DNA tamir enzimleri, lamin, gelsolin

bir p53 inhibitörü olan MDM2, protein kinaz Cδ  gibi canlı hücre proteinlerini parçalar

ve inaktive ederler. Belli kaspazlar örneğin kaspaz 3, kinaz P-21’in aktive ettiği protein

kinaz2’den negatif düzenleyici domainlerini alabilirler. Bunun sonucunda plazma

membran tomurcuklanması tetiklenir. Kaspazla aktive olmuş DNaz (CAD) normalde bir

inhibitor olan iCAD (DNA fragmentasyon faktör (DFF)) ile bağlanarak inhibe olur.

Ancak apoptoz sırasında iCAD, kaspazlar ile inaktive edilir ve bu da aktif

endonukleazların salınmasına ve sonuçta karakteristik olarak internukleozomal DNA

parçalanmasına neden olur (65,150).

Kaspazların özellikle kaspaz 3’ün apoptozdaki bu merkezi rolünden dolayı

hayvan ve insan çalışmalarında patolojik süreçlerdeki kaspaz aktivitesi araştırılmaktadır

(74,86,102,118,177).

2.6.2. Apoptoz ve alkol

Kronik alkol kullanımı ciddi ve potansiyel olarak ölümcül karaciğer hastalıklarına

neden olmaktadır. Kronik alkol kullanımı sırasında karaciğer hücrelerinde apoptotik

değişikliklerden nekroza varan düzeyde doku hasarı görülmektedir. Apoptoz ve nekroz

hücre ölümündeki iki önemli mekanizmadır. Alkole bağlı hepatositler, nöronlar ve
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intestinal epitel hücrelerinde apoptotik değişimler gözlenmiştir (52,107,108). Alkole

bağlı hepatositlerdeki apoptozun karaciğer hastalıklarının gelişiminde rol aldığı

bildirilmiştir (176). Alkol aracılı apoptoz multifaktöryel bir süreç olarak

tanımlanmaktadır.  Bu süreçte,

1) Oksidatif stres mekanizmaları

2) Özellikle TNF-α, TGF-β gibi sitokinler

3) Ölüm reseptör yolları (TNF-reseptör ve Fas/CD95 gibi) rol almaktadır (52,

108).

Alınan alkol miktarı ve süresi, hücrelerin apoptoze mi yoksa nekroza mı

gideceğini belirlemektedir. Yüksek miktarlarda alkol alımı apoptozda azalma ancak

nekrotik hücre sayısında artış yapmaktadır. Olasılıkla bu durumun mikrozomal sitokrom

komponentlerinin uyarılmasından kaynaklandığı ve özellikle CYP2E1e bağlı olduğu

düşünülmektedir. Düşük doz alkol alımında daha çok apoptoz gözlenmekte ve burada

da Fas reseptör sistemi rol almaktadır (52,108).

2.6.3. Apoptoz ve bakteriyel enfeksiyonlar

Bakterilerin tetiklediği apoptoz çeşitli mekanizmalar ile gerçekleşmektedir.

Bakteriler tarafından salgılanan çeşitli moleküller apoptotik mekanizmaları

tetikleyebilmektedir. Por-oluşturan toksinler, diğer toksinler, efektör proteinler,

süperantijenler, moleküllerin aktive ettiği endojen ölüm mekanizmaları,

lipopolisakkaritler gibi farklı yapı ve moleküller apoptozu tetiklemektedir (54,88,165).

Birçok bakterinin farklı moleküller aracılığı ile sonuçta Fas/FasL ve

mitokondriyal yolu tetikleyerek apoptozu başlattığı bildirilmiştir. Ancak halen

bakterilere ilişkin yollar tam olarak anlaşılamamış olup, bu yöndeki çalışmalar devam

etmektedir (54,62,84). Bakterilere bağlı apoptoz iki yönlü değerlendirilmektedir:

1-Hücrelerde apoptozun indüksiyonu hücre bütünlüğünü bozar ve bakterilerin

submukozaya, kana ve uzak organlara yayılımının artmasına neden olarak enfeksiyonun

ilerlemesine neden olur.

2-Bakteri ile infekte hücrelerde apoptotik cisimciklerin fagositozu ile patojen

hızla ortadan kaldırılır (54).
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Belirtilen her iki görüş nedeniyle bakterilerin indüklediği apoptoz bazen konağın

yararına bazen de zararına olabilmektedir. Bu nedenle bakterilerin tetiklediği apoptotik

yolların tanımlanması yeni tedavi yaklaşımlarında yol gösterici olabilecektir.

2.7. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) gram negatif nonfermentatif aerobik bir

basildir. P.aeruginosa özellikle immün yetmezlikli ve kistik fibrozisli hastalarda hastane

enfeksiyon etkenleri arasında önemli yer tutmaktadır. Yanık ünitelerinde baskın

patojenlerdir. P. aeruginosa fırsatçı bir patojen olarak kabul edilir. P.aeruginosa

suşlarına bağlı olarak endokardit, solunum sistemi enfeksiyonları, bakteriyemi, menenjit

ve beyin absesi, kemik, eklem enfeksiyonları ve üriner enfeksiyonlar gelişmektedir (10,

40,85). P.aeruginosa suşları çeşitli genler aracılığı ile hücre dışı proteinler ile ilişkili

virulans faktörleri salgılar. Adezinler, pyosiyanin, proteazlar, hemolizinler, ekzotoksin

ve ekzoenzim S, biyofilm yapımı P.aeruginosa suşlarında tanımlanmış bazı virulans

faktörleridir (32).

2.7.1. Pseudomonas aeruginosa pnömonisi alkol ve apoptoz

P.aeruginosa suşları ile enfeksiyonlar özellikle normal konak savunmasının

bozulduğu durumlarda gelişmektedir. Doku bütünlüğünün bozulduğu, immün sistemin

baskılandığı durumlarda fırsatçı enfeksiyonlara neden olmaktadırlar. Özellikle

P.aeruginosa pnömonisi uzun süre hastanede yatan ve solunum cihazına bağlı

hastalarda, kronik obstüriktif akciğer enfeksiyonu olan hastalar ve kronik alkol kullanan

kişilerde artmıştır (27,43,103).

P.aeruginosa ile oluşturulmuş deneysel pnömoni modellerinde CD95/CD95L up-

regülasyonu olduğu gösterilmiştir. Bu reseptör ligand bağlanmasının kaspazları aktive

ettiği ve mitokondriyal değişim sonucu apoptozun gerçekleştiği ileri sürülmektedir

(25,73,89,142). P.aeruginosaya bağlı oluşan pnömoni modelinde solunum epitelinde

apoptotik değişiklikleri inceleyen ve virulans özelliklerinin apoptotik değişimdeki rolü
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üzerine yapılan çalışmalar vardır (5, 68, 72,146, 160).

2.7.2. Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonu ve paraoksonaz

Birçok bakteri gibi P.aeruginosa suşları da çoğalmak için atmosfer, besin gibi

çevresel faktörlere ve çeşitli virulans özelliklerine gereksinim duyar. Bazı bakteriler

kendi aralarında haberleşmeyi sağlayan ve toplu yaşam koşulları oluşturan bazı

sinyaller salgılar. Bu toplu yaşama çabası otoindüksiyon fenomeni veya “quorum

sensing” (QS) ve burada rol alan sinyaller de otoindükleyici sinyaller olarak

isimlendirilmektedir (152). Çoğu otoindükleyici serbestçe diffüze olup membrandan

geçip transkripsiyon ailesinden LuxR’ye bağlanarak aktivitenin düzenlenmesini bozar.

Gram pozitif bakteriler 5-17 aminoasit uzunluktaki otoindükleyicileri sentezlerken,

gram negatif basiller küçük açil-homoserin lakton (AHL) olarak isimlendirilen

molekülleri sentezlerler. P. aeruginosa suşları da AHL olarak bilinen quorum sensing

sinyaller oluştururlar. P.aeruginosa ile oluşan enfeksiyonların başlangıç döneminde

quorum sensing molekülleri miktar olarak düşüktür. Ancak bakteri çoğalmaya devam

ettikçe otoindükleyici miktarı artar ve başlangıçta düşük olan bakteri miktarı da gittikçe

artar ve biyofilm denen oluşumu gerçekleştirir (152). P.aeruginosa sentezlediği

ekzotoksin A, alkalin proteaz, elastaz ve piyosiyanin gibi virulans faktörleri aracılığı ile

quorum sensingi düzenler ve bu da biyofilm oluşumunun başlangıcını kontrol eder (32).

P.aeruginosa suşlarında tanımlanmış iki grup AHL vardır. Bunlar Las ve rhl

sistemleridir. LasI N-3-oxododecanoyl homoserine lactone (3OC12-HSL) sentezleyen

bir enzimi kodlar iken, LasR 3OC12-HSL’na yanıt veren transkripsiyon faktörüdür.

RhlI, N-butanoyl homoserine lactone (C4-HSL) sentezleyen bir enzimi kodlar. RhR ise,

C4-HSL yanıt veren transkripsiyon faktörüdür. C4-HSL üretimi, 3OC12-HSL ile pozitif

olarak düzenlenir (152). P.aeruginosa QS sinyalleri P.aeruginosa enfeksiyonlarında ve

konağın bu enfeksiyonlara immün yanıtında kritik rol oynar (128,156).

Endojen paraoksonaz substratları tam olarak bilinmemektedir. PON1, 2 ve 3’ün

birden fazla substratı kullandığı, arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesi olduğu
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bilinmektedir. Ayrıca PON enzimlerinin laktonaz aktivitesi olduğu bildirilmiştir (37).

Her üç PON enzimi ile lakton hidrolizi gerçekleşmektedir. PON1 ve PON3 yirminin

üzerinde aromatik ve alifatik laktonu hidrolize eder iken PON2 bu yönden daha zayıftır.

Doymamış yağ asitlerinin lakton metabolitleri her üç PON enzimi için substrat görevi

yapmaktadır. P.aeruginosanın salgıladığı AHL ürünleri özellikle PON2 aracılığı ile

inhibe olmaktadır. Son çalışmalar insan ve fare PON1 enziminin P.aeruginosa QS

sistemi üzerinde düzenleyici rolü olduğunu göstermektedir (121).  PON2’nin hem

bakterinin AHL sinyalleri aracılığı ile virülansını azalttığı hem de enfeksiyona konağın

yanıtını modüle ettiği düşünülmektedir (37,157).

P.aeruginosa ile akciğer enfeksiyonu geliştiğinde ortamda artan 3OC12-HSL

molekülleri hava yolu epitel hücrelerine diffüze olmaya başlarlar. Bu durum quorum

sensing genlerinin aktivasyonuna yol açar.  Bu arada PON enzimleri enfeksiyon

bölgesine salınır ve quorum sensing sinyallerini yıkar.  Quorum sensing sinyallerinin

yıkılması sonucu bakteriler biyofilm oluşumuna gidemez veya çok az oranda biyofilm

yaparlar. Bunun sonucunda konakta daha az şiddette enfeksiyon gelişecektir (152).

P.aeruginosa suşlarından 3OC12-HSL defektif olanların biyofilm oluşumunun azaldığı

gösterilmiştir (32,152).

P.aeruginosa quorum sensing sistemi üzerinde paraoksonazın rolü Şekil 5’de

gösterilmiştir (152).
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Şekil 5. P.aeruginosa quorum sensing sistemi üzerinde paraoksonazın rolü (Kaynak 152’den
düzenlenmiştir)

A: Çoğalan P.aeruginosa suşlarından 3OC12-HSL salınımı
B: 3OC12-HSL moleküllerinin hava yolu epiteline difüzyonu
C: PON enzimlerinin infekte bölgeye salınımı ve 3OC12-HSL moleküllerini inaktive etmesi
D: Virulans faktörlerinin salınımının azalması ve biyofilm oluşumunun engellenmesi
E: PON enzimlerinin 3OC12-HSL inaktive etmesi sonucu, 3OC12-HSL moleküllerine bağlı konak

savunma mekanizmalarında düzenlemeler (sitokin salınımı gibi)

Quorum sensing moleküllerinden 3OC12-HSL ve diğer uzun zincirli AHL’lar

memeli hücrelerinde proinflamatuar mediyatörlerin salınımını arttırdığı ve apoptozu

indüklediği ve QS defektli suşların daha az virülan oldukları belirtilmektedir. (37).
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2. GEREÇ VE YÖNTEMLER

Çalışma için Pamukkale Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kuruluna başvuruldu

ve etik kurul onayı (Ek-1) alındı. Çalışma öncesi alkol ve enfeksiyon modeli için ön

denemeler yapıldı. Deney hayvanlarında alkol modeli için yapılan ön denemelerde,

etanollü diyet verilen ratlarda karaciğer üzerine etkiler histolojik olarak gözlendikten ve

enfeksiyon modeli için ön denemelerde uygun doz ve süre belirlendikten sonra çalışma

modeli oluşturuldu.

Deneysel çalışmalarda kullanılan kimyasallar analitik saflıkta olup Sigma-

Aldrich, Merck, Fluka-Riedel-deHaen’den sağlanmıştır.

3.1. Çalışma Grupları

Çalışmada erkek Wistar ratlar kullanıldı. Her gruptaki ratların ortalama

ağırlıklarının diğer bir gruba benzer olmasına dikkat edildi ve ratlar beş gruba ayrıldı.

Aşağıda belirtilen sayılarda rat kullanılarak çalışmaya başlandı.

1- Normal katı diyet verilen sham grubu ( S) (n=6)

2- Normal sıvı diyet verilen kontrol  (NSK) grup (n=8)

3- Normal sıvı diyet verilen ve P.aeruginosa pnömonisi oluşturulan (NSP) grup

(n=8)

4- Etanol (alkol)lü sıvı diyet verilen kontrol (ESK) grup (n=8)

5- Etanollü sıvı diyet verilen ve P.aeruginosa pnömonisi oluşturulan (ESP) grup

(n=8)

3.1.1. Alkol verilen ve normal kontrol grubu için sıvı diyet

Diyet içeriği daha önce tanımlanan izokalorik sıvı diyet temel alınarak hazırlandı

(91,170). Alkol verilen gruplara günlük enerji kalorisinin %36’sını alkolden sağlayacak

şekilde (Tablo 1) düzenlenmiş olan sıvı diyet verildi (91, 170).
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Tablo 1. Sıvı diyetin protein, karbohidrat ve yağ içerikleri

İçerik (g/L)

Kontrol gruplar için normal
sıvı diyet

Alkol verilen gruplar için
etanollü sıvı diyet

Kazein 41.4 g 41.4 g

Maltodekstrin 115.2 g 25.6 g

Zeytin yağı 28.4 g 28.4 g

Mısır Yağı 8.5 g 8.5 g

Ayçiçek yağı 2.7 g 2.7 g

Etanol (%95) - 50 g

Sıvı diyet her iki grupta günlük olarak hazırlandı. Alkol verilen gruplarda etanol

kullanım anında eklendi. Alkol ve normal sıvı diyet verilen her rat ayrı bir kafeste

olmak üzere günlük olarak taze hazırlanmış olan sıvı diyet ile beslendi. Deney

hayvanları laboratuvar koşullarında genel durumları ve gelişimleri yönünden düzenli

olarak izlendi.

3.1.2. Sham grubu için diyet

Sham grubu normal katı diyetleri ile beslendi. Sham grubundaki ratlar normal

deney hayvanları laboratuvar koşullarına uygun olarak izlendi.

3.2. Yöntemler

3.2.1. Pnömoni modeli

Tüm gruplar belirtilmiş olan diyetlerle 6 hafta süresince beslendi. Altı haftanın

sonunda 7. haftanın başında 3. ve 5. grupta yer alan sıçanlarda deneysel olarak

P.aeruginosa pnömonisi oluşturuldu. Pnömoni modelinde P. aeruginosa PAO1 suşu
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(Kullanılan suş Prof. Dr. Abdul N. Hamood ve Dr. Jane Colmer Hamood’dan (Texas

Tech University Health Sciences Center Department of Microbiology and Immunology)

alınmıştır)  kullanıldı.

3.2.1.1. P.aeruginosa süspansiyonunun hazırlanması

Deneyde kullanılacak bakteri miktarı ön denemelerden alınan sonuçlara göre

belirlendi. Kanlı agarda bir gece 37 ºC’de üremiş olan P.aeruginosa PAO1 suşundan

Luria Bertani (LB) broth içine subkültür yapıldı ve yeniden 37 ºC’de bir gece etüvde

inkübasyona bırakıldı. Deney öncesinde LB broth içinde bir gece üremiş olan bakteri

süspansiyonu taze LB broth içinde yeniden süspanse edildikten sonra 3000 g’de 15

dakika santrifüj edildi. Daha sonra bakteri pelleti iki kez steril posfat tamponlu tuzlu su

(PBS) ile yıkandı (136). Son işlemden sonra bakteri pelleti bakteri yoğunluğu 2x109

CFU/ml olacak şekilde PBS ile resüspanse edildi. Pnömoni modeli için hazırlanan bu

bakteri süspansiyonları kullanıldı (89,136). Hazırlanmış olan bu süspansiyondan kontrol

amacıyla ekimler yapıldı ve bir gecelik inkübasyondan sonra bakteri varlığı ve

yoğunluğu açısından değerlendirildi.

3.2.1.2. Pnömoni oluşturulması

Pnömoni oluşturulacak ratlar kısa süreli anestezi ile (ketamin 90 mg/kg-ksilazin

10mg/kg) uyutuldu ve ön boyun bölgesi cilt insizyon ile açıldı ve trakea görünür

olduktan sonra enjektör ile intratrakeal bakteri süspansiyonu uygulandı (9). Hazırlanmış

olan bakteri süspansiyonu 0.5 ml/kg’a insülin enjektörü (26G iğne uçlu) ile intratrakeal

olarak verildi ve hemen ardından 0.5 ml hava enjekte edilerek bakteriyel süspansiyonun

alt solunum yollarına geçişi sağlandı (89,136). Kontrol grubu (NSK ve ESK) ratlarda

bakteri süspansiyonu yerine benzer şekilde steril serum fizyolojik verildi. Tüm ratlarda

açılan insizyon bölgeleri uygun şekilde steril koşullarda dikildi.

Çalışmaya alınan ratlardan Grup 4’deki bir ve Grup 5’deki bir rat intratrakeal

uygulamadan hemen sonra öldü. Tüm ratlar genel durumları yönünden izlendi. Grup
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5’deki iki rat intratrakeal P.aeruginosa PAO1 uygulamasından sonraki 20. saatte, Grup

3’deki bir ratın 21. saatte ölmesi üzerine tüm ratlar 21. saatte uygun anestezi altında

uyutulduktan sonra mikrobiyolojik, biyokimyasal ve histolojik çalışmalar için akciğer

ve karaciğer dokuları ve serum örnekleri alındı. Mikrobiyolojik değerlendirme için

alınan doku örnekleri steril koşullarda uygun kaplar içerisinde mikrobiyoloji

laboratuvarına ulaştırıldı. Biyokimyasal çalışmalar için serum ve doku örnekleri (sıvı

nitrojen ile dondurulduktan sonra) -20 ºC’de çalışma anına kadar uygun koşullarda

saklandı.

Histolojik çalışmalar için alınan doku örnekleri %10 Formaldehit solüsyonu

içinde tespit edildikten sonra incelemeye alındı.

3.2.1.3. Bakteriyolojik üremenin değerlendirilmesi

Tüm gruplardaki doku örnekleri steril kaplarda ve steril koşullarda tartıldı ve 1 ml

PBS içinde homojenize edildi ve daha sonra seri dilüsyonlar yapılarak ölçülü öze ile

Kanlı ve EMB agara ekimler yapıldı. Bir gece 37οC’de etüvde inkübe edildikten sonra

P.aeruginosa üremeleri yönünden koloniler değerlendirildi, mikrobiyolojik olarak

tanımlandı ve sayıldı. Üremeler log10 CFU/g doku olarak hesaplandı.

3.2.2. Dokuların histopatolojik değerlendirilmesi

Tüm doku örnekleri %10 formaldehit solüsyonu içinde tespit edildikten sonra

histolojik doku takibine alındı. Parafin bloklama ve kesit sonrası hemotoksilen ve eosin

(HE) boyama yöntemi ile boyandı ve doku bütünlüğündeki değişiklikler yönünden ışık

mikroskopu ile değerlendirildi.
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3.2.2.1. İnsitu hücre ölümünün saptanması

Daha önceden parafin bloklara gömülmüş olan karaciğer ve akciğer doku

örneklerinden 10 mikronluk seri kesitler alındı ve lizinli lamlar üzerine iki kesit tespit

edildi. İn situ hücre ölümü, “terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated

deoxyuridine triphosphate nick-end labeling” (TUNEL) yöntemi ile ticari kit (Roche

Diagnostics – Germany) kullanılarak araştırıldı.

Deparafinizasyon: Lamlar gece boyu (12 saat) 55 derecelik etüvde durduktan

sonra oda ısısında 60 dakika ksilen içerisinde bekletildi.

Rehidrasyon: Tüm lamlar birer kez sırası ile %100, %90, %80, %70’lik 5

dakikalık etanol inkübasyonlarına alındı. Etanol serisinden geçirilen lamlar son olarak

distile suda 5 dakika bekletilerek rehidrasyon işlemi tamamlandı.

Dokuların geçirgenliğinin artırılması: Lamlar %0,1’lik sodyum sitrat tampon

çözeltisi içine kondu ve 400 watta mikrodalga fırında 5 dakika bırakıldı. Mikrodalga

fırından çıkarılan lamlar PBS ile 5 dakika yıkandı. Lamların etrafı kurutma kağıdı ile

dokulara dokunulmadan kurutuldu.

İşaretleme solüsyonunun hazırlanması: İşaretleme solüsyonun 400 µl’si içine 50

µl enzim solüsyonu eklendi böylece 450 µl karışım elde edildi. Bu karışım pipetle

homojenize edildi.

İşaretleme protokolünün uygulanması: Etrafı işaretlenmiş olan lamlarda bulunan

dokuların üzerine 50 µl hazırlanmış işaretleme karışımı damlatıldı. Dokular 37 derecelik

etüvde 60 dakika bekletildikten sonra PBS ile 5 dakika yıkandı ve etrafları kurulandı.

İşaretlenmiş dokuların üzerine 50 µl alkalen fosfataz konjugat eklendi. Lamlar 30

dakika 37 ºC etüvde bekletildikten sonra PBS ile 5 dakika yıkandı ve dokuların etrafı

kurulandı.
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Substrat Solüsyonunun eklenmesi: Alkalen fosfataz enziminin substratından (BM

purple AP substrate, Roche Diagnostic) 50 µl dokular üzerine eklendi. Lamlar kapalı

nemli bir kutuda 12 saat bekletildi. Bekleme sonrasında ışık mikroskobunda apoptotik

hücreler görüldüğünde lamlar PBS ile yıkandı ve kurulamadan 5 saniye eosinde

bekletilip tekrar yıkandı. Son olarak dokular entelan ve lamel ile kapatıldı.

3.2.2.2 TUNEL pozitif hücre sayımı

TUNEL boyanmış olan lamlar ışık mikroskopu (Olympus) ile 20x okuler mercek

ile uzman bir histolog tarafından kör olarak değerlendirildi. Gruplarda yer alan tüm

ratların örnekleri işleme alındı, ancak gruplarda işlemler sonrasında doku bütünlüğü

korunmuş ve boyanma sonrası mikroskopta değerlendirmeye olanak tanıyan preparatlar

değerlendirildi. Karaciğer dokularında her preparatta alanlar HE boyanmış benzer

alanlarla karşılaştırıldı ve yaklaşık her biri 250 hücre içeren her bir rat için 3 alan

değerlendirilerek alandaki pozitif boyanmış hücreler sayıldı ve sonuçlar sham grubuna

göre artış oranı olarak verildi. Akciğer örneklerinde her preparat 3 alanda yer alan

toplam benzer büyüklükteki alveollerdeki TUNEL pozitif alveolar epitel hücreleri

sayılarak yapıldı. Alveol başına pozitif hücre belirlendi.

3.2.3. Kaspaz-3 Aktivitesinin Araştırılması

3.2.3.1. Doku kaspaz 3 aktivitesi

Karaciğer ve akciğer doku kaspaz-3 aktivitesi mikroplate yöntemiyle ticari

kolorimetrik aktivite ölçüm kiti (Chemicon International Temecula Co. USA)

kullanılarak araştırıldı (102). Testin prensibi, kaspaz-3 varlığında substrat olarak

kullanılan Ac-DEVD-p-NA’nın parçalanması ve açığa çıkan kromofor p-nitroanilin

(pNA)’nin oluşturduğu rengin 405 nm’de absorbansının ölçülerek pNA standartları ile

birlikte değerlendirilmesi temeline dayanmaktadır.
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Doku homojenizasyonu: Sıvı nitrojen ile dondurulmuş ve -20 ºC’de saklanmış

olan dokular tartıldı ve çözdürüldü. Tartılmış olan dokular lysis buffer (20 mM HEPES

(pH 7.3), 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 10 µM digitonin, 2 mM dithiothreitol) içinde

doku homojenizatörü ile (1:10) homojenize edildi (168). Homojenize edilmiş olan

dokular 13,000xg’de 15 dakika 4 ºC’de santrifüj edildi. Supernatant kısmı kaspaz-3

araştırması ve protein ölçümü için kullanıldı. Kaspaz aktivitesinin araştırılmasında 10 µl

supernatant kısmı kullanıldı (109). Kaspaz-3 aktivitesi 96 kuyucuklu mikroplaklar

kullanılarak üretici firmanın önerileri doğrultusunda Tablo 2’de tanımlandığı şekilde

çalışıldı.

Tablo 2. Kaspaz -3 çalışma protokolü

Örnek 5Χ ölçüm
tamponu

(µl)

Örnek

(µl)

Deiyonize
su

(µl)

Substrat

(µl)

Toplam
volüm

(µl)

Tampon körü 20 0 80 0 100

Substrat körü 20 0 70 10 100

Test örneği 20 10 60 10 100

Tüm örneklerin mikroplak kuyucuklarına substrat eklenmeden önce background

absorbansları 405 nm’de (Biotek- ELx808) ölçüldü. Daha sonra substrat eklendi ve

mikroplağın üzeri kapatıldı, tüm örnekler ve körler 37 ºC’de 2 saat inkübasyona

bırakıldı süre sonunda 405 nm de absorbanslar yeniden okutuldu. Kit içinde bulunan

pNA stok standartından 1Χ ölçüm tamponu ile seri dilüsyonlarla çalışma standartları

hazırlandı. Hesaplamalardan önce üretici firmanın önerisi doğrultusunda örneklerden

elde edilen absorbanslardan background absorbanslar ve tampon körünün absorbansları

çıkarıldıktan sonra yeni absorbanslar elde edildi. Elde edilen son absorbans değerleri

pNA standart sonuçlarına göre değerlendirildi. Sonuçlar µM-pNA/saat/mg protein

olarak hesaplandı (109) ve sham grubuna göre artış oranları belirlendi. Çalışma kontrolü

olarak bazı örnekler üretici firmanın önerileri doğrultusunda inhibitörlü (Ac-DEVD-

CHO) ve inhibitörsüz olarak çift kuyucukta çalışıldı.
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3.2.4. Serum ve doku Malondialdehit (MDA) ölçümü

Serum ve doku MDA varlığı, MDA’nın asidik ortamda tiyobarbütürik asitle

oluşturduğu rengin 532 nm’de absorbansının ölçülmesi prensibine dayanan Ohkawa ve

ark.larının yöntemi uyarlanarak ölçüldü (117). MDA standartı için 1,1,3,3-

tetrametoksipropan kullanıldı. Sonuçlar standartlardan elde edilen absorbans değerlerine

göre hesaplandı ve serum örnekleri için nmol/ml,  doku örnekleri için nmol/g doku

olarak verildi.

Kullanılan reaktifler

1. Sodyum dodesil sulfate (%8.1’lik)

2. Asetik asit (%20’lik (pH:3.5))

3. Tiyobarbütirik asit (%0.8’lik)

4. Butanol: piridin karışımı (15:1)

5. 0.15 N KCl

3.2.4.1. Serum MDA düzeylerinin araştırılması

MDA ölçümü için; 0.5 ml serum üzerine 0.2 ml %8.1 sodyum dodesil sülfat, 1.5

ml %20’lik asetik asit (pH; 3.5) ve 1.5 ml %0.8 tiyobarbitürik asit solüsyonu karıştırıldı

ve daha sonra toplam volüm 4 ml olacak şekilde distile su eklendi. Bu reaksiyon

karışımı 95 ºC’de 60 dakika ısıtıldı. Soğuduktan sonra 1 ml distile su ve 5 ml butanol:

piridin karışımı (15:1) eklenip karıştırıldı. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifüj

edildi. Üst tabakanın absorbansı 532 nm’de ölçüldü. Serum MDA düzeyleri nmol/ml

olarak hesaplandı.

3.2.4.2. Doku MDA düzeylerinin araştırılması

Daha önceden sıvı nitrojen ile dondurulmuş ve çalışma anına kadar -20 ºC’de

saklanmış olan dokular derin dondurucudan çıkarıldı, tartıldı ve çözdürüldü. Tartılmış

olan dokular 1/10, 0.15 N KCl tamponu içinde homojenize edildi. 0.4 ml homojenat

üzerine 0.2 ml %8.1 sodyum dodesil sülfat, 1.5 ml %20’lik asetik asit (pH; 3.5) ve 1.5
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ml %0.8 tiyobarbitürik asit solüsyonu ve toplam volüm 4 ml olacak şekilde distile su

eklenerek 95 ºC’de 60 dakika ısıtıldı. Soğuduktan sonra 1 ml distile su ve 5 ml butanol:

piridin karışımı (15:1) eklenip karıştırıldı. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifüj

edildi. Üst tabakanın absorbansı 532 nm’de ölçüldü. Doku MDA düzeyleri nmol/g doku

olarak hesaplandı.

3.2.5. Serum paraoksonaz ve arilesteraz  aktivitesinin ölçümü

3.2.5.1. Serum paraoksonaz aktivitesinin ölçümü

Serum PON1 enziminin paraokosanaz aktivitesi, paraoksonun (O,O-diethyl-O-(4-

nitrophenyl) phosphate) P-nitrofenole dönüşümünün 412 nm’de verdiği absorbansın 5

dakika süre ile izlenmesiyle ölçüldü (14).

İki mM paraokson ve 2 mM CaCl2 içeren, 100 mM Tris-HCl (pH:8.0) ölçüm

solüsyonunun içine toplam volüm 800 µl olacak şekilde 20 µl serum eklendi (14).

Ölçümler 37 ºC’de inkübasyonda 5 dakika süre ile absorbans değişimi (Shimadzu UV-

1601) izlenerek yapıldı (60).

Enzim aktivitesi hesaplanmasında aşağıdaki formül kullanıldı (22).

Enzim Ünitesi (U/L)

∆A/dk:  dakikalık absorbans değişimi

VT : Toplam  ölçüm volümü

106 : Sonuçları µmol/dk/L= U/L çevirme katsayısı

€ : molar ekstinksiyon katsayısı

l: Işık yolu (1 cm)

VÖ: Örnek volümü

p-nitrofenol molar ekstinksiyon katsayısı €412: 18290 M-1.cm-1 olarak kullanılarak

aktivite hesaplandı (14). Sonuçlar U/L olarak verildi.
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3.2.5.2. Serum arilesteraz aktivitesinin ölçümü

PON1 enziminin aril esteraz aktivitesi,  PON1 enziminin fenil asetatı

parçalamasıyla oluşan fenolün 270 nm’de absorbansı ölçülerek saptandı (14).

İki mM fenil asetat ve 2 mM CaCl2 içeren, 100 mM Tris-HCl (pH:8.0) ölçüm

solüsyonu içine toplam volüm 3 ml olacak şekilde 10 µl serum eklendi ve 25 ºC’de 3

dakika süre ile 270 nm’de absorbans değişimi izlendi. Sonuçlar bir dakikada oluşan

ürün miktarı olarak hesaplandı. Arilesteraz enzim aktivitesi hesaplanmasında yukarıda

belirtilmiş olan enzim aktivitesi hesaplama formülü kullanıldı. Fenolün molar

ekstinksiyon katsayısı €270: 1310 M-1.cm-1 olarak kullanılarak aktivite hesaplandı (14).

Sonuçlar kU/L (kilo ünite/L) olarak verildi (98).

3.2.6. Doku paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinin ölçümü

Dokuların homojenizasyonu

Daha önceden sıvı nitrojen ile dondurulmuş ve çalışma anına kadar -20 ºC’de

saklanmış olan karaciğer ve akciğer dokuları derin dondurucudan çıkarıldı, tartıldı ve

çözdürüldü. Bu dokular 1/10 oranında, 50 mM Tris-HCl ve 2mM CaCl2 içeren tampon

içinde homojenize edildi. Homojenize dokular 10,000 x g’de 15 dakika santrüfüj edildi

ve supernatant kısmı aril esteraz, paraoksonaz ve protein ölçümü için ayrıldı. Enzim

aktivitesi ölçümlerinden önce PON1 ölçümü ile interfere olan B tip esterazları inhibe

etmek amacıyla yukarıda açıklandığı gibi hazırlanmış olan doku supernatantları 10 µM

paraokson varlığında 15 dakika inkübe edildikten sonra çalışıldı  (14).
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3.2.6.1. Doku arilesteraz aktivitesi ölçümü

Doku süpernatantında fenil asetata karşı arilesteraz aktivitesi serumdakine benzer

yöntemle ölçüldü (14).

Karaciğer ve akciğer  arilesteraz aktivitesinin ölçümü

İki mM fenil asetat ve 2mM CaCl2 içeren, 100 mM Tris-HCl (pH:8.0) ölçüm

solüsyonu içine toplam volüm 3 ml olacak şekilde karaciğer dokuları için 10 µl, akciğer

dokuları için 50 µl doku supernatantı kullanıldı ve 25 ºC’de 3 dakika süre ile 270 nm’de

absorbans değişimi izlendi (14).

Doku arilesteraz aktiviteleri, bir dakikada oluşan ürün miktarı olarak yukarıda

belirtilmiş olan enzim aktivitesi hesaplama formülü kullanılarak hesaplandı. Sonuçlar

mU/mg protein olarak verildi.

3.2.6.2. Doku paraoksonaz aktivitesi ölçümü

Doku süpernatantlarından paraoksona karşı paraoksonaz aktiviteleri, daha önce

tanımlanan yöntemde (14) spektrofotometrik okumaya uygun minör uyarlamalar

yapılarak araştırıldı.

Karaciğer ve akciğer paraoksonaz aktivitesinin ölçümü

İki mM paraokson ve 2 mM CaCl2 içeren, 100 mM Tris-HCl (pH:8.0) ölçüm

solüsyonunun içine toplam volüm 800 µl olacak şekilde 25 µl doku supernatantı eklendi

(14). Karaciğer dokuları için ölçümler 37 ºC’de inkübasyonda 5 dakika süre ile, akciğer

dokuları için 37 ºC’de 5 dakikalık aralıklarla 30 dakika süre ile 412 nm’de absorbans

değişimi izlenerek yapıldı (14).

Doku paraoksonaz aktiviteleri bir dakikada oluşan ürün miktarı olarak yukarıda

belirtilmiş olan enzim aktivitesi hesaplama formülü kullanılarak hesaplandı. Sonuçlar

mU/mg protein olarak verildi.
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3.2.7. Doku protein miktarının saptanması

Çalışmalarda kullanılan örneklerin protein miktarları daha önceden tanımlanmış

olan Lowry Yöntemi ile belirlendi. Protein standartları sığır serum albümininden

hazırlandı (100).

3.2.8. Diğer biyokimyasal parametreler

Serumda alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve gama

glutamil transferaz (GGT) enzim aktiviteleri ticari kitler (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim Germany) kullanılarak Roche/Hitachi Modular sistemde ölçüldü (155).

3.3. İstatistiksel Yöntemler

İstatistiksel karşılaştırmalar için SPSS 10.5 bilgisayar programı kullanıldı.

Ölçümsel sürekli değişkenlerin karşılaştırılmasında grupların normal dağılıma uygunluk

testi yapıldı; normal dağılıma uyanlarda one-way ANOVA (Post-hoc Bonferroni)

uymayanlarda non parametrik testlerden Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testleri

kullanıldı. p<0.05 anlamlılık düzeyi olarak kabul edildi. Karaciğer TUNEL pozitifliği

için toplam alanda değerlendirilen hücre sayısı dikkate alındı. Analiz için ki-kare testi

ve odds oranı (%95 güven aralığı) kullanıldı.
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4. BULGULAR

Çalışmaya alınan tüm ratlar haftalık ağırlık izlemi ile kilo değişimi yönünden

izlendi. Grupların ortalama kilo değişimleri Tablo 3’de verilmiştir. Alkol verilen ve

normal sıvı diyetle beslenen grupların her ikisinde de sham grubuna göre kilo artışı çok

yavaş veya azalma şeklinde gözlendi.

Çalışmaya alınan ratlardan ESK grubundaki bir ve ESP grubundaki bir rat

intratrakeal uygulamadan hemen sonra öldü. Tüm ratlar intratrekeal uygulamadan sonra

genel durumları yönünden izlendi. İntratrekeal P.aeruginosa PAO1 uygulamasından

sonra ESP grubundaki iki rat 20. saatte ve NSP grubundaki bir rat 21. saatte öldü.

Tablo 3. Çalışma gruplarının 6 hafta sonundaki ağırlık (gram) değişimi

Gruplar

Başlangıç ağırlık

(Ortalama ±SS)

6 hafta sonundaki ağırlık

(Ortalama ±SS)

Sham (n=6) 286,3±39,2 310,1±45,4

NSK (n=8) 226,1±54,3 210,6±36,8

NSP (n=7) 180,1±32,2 170,1  ±18,3

ESK (n=7) 213,5 ±46,9 174,1±22,5

ESP (n=5) 243,6±55,6 206,8 ±49,6

4.1.Karaciğer Dokularındaki Histolojik Değişiklikler

Karaciğer dokuları, hücresel bütünlüğün bozulup bozulmadığı, hücresel

dejenerasyon, nekroz varlığı ve karaciğer yağlanması olup olmadığı yönünden histolojik

olarak değerlendirildi. Sham grubu ve kontrol grubundaki ratların karaciğerleri

histolojik olarak normal görünümde değerlendirildi. Etanol eklenmiş sıvı diyet ile

beslenen gruplardaki ratların karaciğerlerinde sham grubuna ve kontrol grubuna göre

yoğun karaciğer yağlanması ve ileri hepatik dejenerasyondan, hafif yağlanma ve
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minimal hepatik dejenerasyona değişen oranlarda histopatolojik değişimler gözlendi.

HE boyanmış karaciğer doku örneklerindeki değişimler Şekil 6-11’de gösterilmiştir.

A B

Şekil 6. Sham grubu rat karaciğerleri (HE x100). Sham grubu rat karaciğerleri normal görünümde

izlenmiştir (A ve B).

A B

Şekil 7. Normal sıvı diyet ile beslenen rat (NSK) karaciğerleri (HE x100)
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A B

Şekil 8. Normal sıvı diyet ile beslenen ve pnömoni oluşturulan grup (NSP) karaciğeri (HE x100).
NSK ve NSP gruplarında normal morfolojide karaciğer izlendi ( A ve B).

A B

Şekil 9. Etanollü diyet ile beslenen kontrol rat (ESK) karaciğerleri (HE x100). Karaciğer yağlanma
alanları ve hepatositlerde dejenerasyon izlenmektedir( A ve B).
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A B

Şekil 10. Etanollü diyet ile beslenen ve pnömoni oluşturulan (ESP) rat karaciğerleri (HEx100).
Hepatositlerde dejenerasyon ve karaciğer yağlanma alanları izlenmektedir (A ve B).

A: NSP B: ESP
Şekil 11. Karşılaştırmalı olarak pnömoni oluşturulmuş grupların karaciğeri (HE x100)

4.2. Serum ALT ve LDH Aktivitesi

Çalışmaya alınan gruplarda serum ALT ve LDH aktiviteleri Tablo 4’de

verilmiştir. Alkol ve normal izokalorik sıvı diyet verilen her iki gruptaki ratlarda sham

grubuna göre ALT aktivitesi yükselmiş bulundu ancak normal sıvı diyet verilen

gruptaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmaz iken, alkol verilen gruplardaki fark

anlamlı idi (p<0,05). LDH aktivitesi karşılaştırıldığında alkol verilen gruplardaki LDH

aktivitesi hem sham hem de normal sıvı diyet verilen gruba göre daha düşük olmakla

birlikte, aradaki fark anlamlı değildi (p>0.05).
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Tablo 4. Serum ALT ve LDH aktivitesi

Grup

ALT (U/L) LDH (U/L)

Ortalama±SS
Ortanca (Minumum-

Maksimum)
Ortalama±SS Ortanca (Minumum-

Maksimum)

Sham (n=6) 38,3±2,8 38,5 34-42 1158±184 1204 825-1347

NSK (n=8) 48,3±6,7 49,5 37-59 1030±358 974 369-1508

NSP (n=7) 47,5±6,2 46,0 38-55 926±343 1086 484-1289

ESK (n=7) 60,7±8,2* 59,0 54-77 824±187 829 545-1083

ESP (n=5) 64,0±7,1* 62,0 56-72 791±187 694 608-1031

*: p<0.05 Sham, NSK, NSP gruplarına karşı

4.3. Pnömoni Oluşturulan Gruplardaki Bakteriyel Üreme

P. aeruginosa PAO1 ile oluşturulan pnömoni modelinde alkol alan ratların klinik

tablosunun alkol almayan gruba göre daha kötü seyrettiği NSP grubunda 21. saatte bir

rat ölürken, alkol alan ve pnömoni oluşturulan gruptaki iki ratın 20. saatte öldüğü

gözlendi.

Akciğer enfeksiyonu yönünden gruplar değerlendirildiğinde her iki grupta da 103

CFU/g dokunun üzerinde bakteri üremesi ve histolojik olarak enfeksiyon bulguları

saptandı. ESP ve NSP grubunda sağ akciğerde üreyen bakteri miktarı benzer iken sol

akciğerde alkol verilen gruptaki üremenin daha fazla olduğu ve farkın da istatistiksel

olarak anlamlı olduğu saptandı (p<0.05) (Tablo 5). Sağ ve sol akciğerde üreyen bakteri

miktarları birlikte değerlendirildiğinde ESP grubundaki üreme NSP grubundan fazlaydı

(p<0.05).
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Tablo 5. Akciğer dokusunda üreyen bakteri miktarı

Grup

Sağ akciğer

Log10 CFU/g doku

Sol Akciğer

Log10 CFU/g doku

Akciğerde üreyen bakteri
miktarı (total)

Log10 CFU/g doku

Ortalama±SS
Ortanca

(Minumum-
Maksimum

Ortalama±SS Ortanca

(Minumum-
Maksimum)

Ortalama±SS Ortanca

(Minumum-
Maksimum)

Sham
(n=6) - - - - - -

NSK
(n=8) - - - - - -

NSP
(n=7) 4,57±0,58

4,34

(3,88-5,51)
4,43±0,39

4,33

(4,06-4,98)
4,50±0,29

4,5

(3,98-4,86)

ESK
(n=7) - - - - - -

ESP
(n=5) 4,94±0,91

4,70

(4,09-5,91)
5,41±0,57*

5,39

(4,49-5,93)
5,17±0,56*

5,02

(4,60-5,89)

*: P< 0.05 NSP grubuna karşı, -: üreme saptanmadı

4.4. Akciğer Dokularındaki Histolojik Değişiklikler

Bronşial ve parankimal akciğer dokuları, hücre (nötrofil ve mononüklear) infiltrasyonu

fibrin birikimi ve kanama yönünden histolojik olarak değerlendirildi.

Grupların akciğer doku histolojik değişiklikleri Şekil 12-16’da gösterilmiştir.
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A B

Şekil 12. Sham grubu(A) ve NSK(B) rat akciğeri (HE x100).

Sham ve NSK gruplarında normal morfolojide akciğer dokusu izlenmiştir.

NSP ve ESK gruplarına ait akciğer doku görüntüleri Şekil 13 ve 14’de verilmiştir.

A B

Şekil 13. NSP rat akciğeri ( HE x100). A ve B: Parankimal dokuda değişen oranlarda artmış
nötrofil ve mononuklear hücre infiltrasyonu izlenmektedir.
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Şekil 14. Etanollü diyetle beslenen ESK grubu akciğeri ( HEx100). Parankimal dokuda
mononuklear hücre infiltrasyonu izlenmektedir.

ESP grubunda artmış nötrofil ve mononuklear hücre infiltrasyonu izlendi. Ayrıca

ESP grubunda bronşla ilişkili lenfoid doku (BALT)  artmış olarak izlendi (Şekil 16).

A B

Şekil 15.  Etanollü diyet verilen ve pnömoni oluşturlan rat (ESP) akciğerleri (HEx100). A ve B

‘de parankimal dokuda artmış nötrofil ve mononuklear hücre infiltrasyonu izlenmektedir.
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A B

Şekil 16. ESP grubu akciğerleri (HEx100). A: Bronşla ilişkili lenfoid doku (BALT) ve bronş içi
hücre infiltrasyonu. B: Bronş içi hücre infiltrasyonu ve kanama izlenmektedir.

4.5. TUNEL Yöntemi ile Dokulardaki Apoptotik Değişiklikler

Tüm gruplardaki karaciğer ve akciğer dokusundaki apoptotik değişimler, TUNEL

boyama yöntemi ile saptandı. Gruplardaki TUNEL pozitif hücre varlığı Şekil 17-24’de

gösterilmiştir.

A: Sham B: NSK

Şekil 17.  TUNEL boyanmış sham ve NSK grubu karaciğerleri (x100)

Sham grubu karaciğer dokularında nadir alanlarda TUNEL pozitif boyanmış

apoptotik hücre varlığı izlenmiştir.
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NSK grubunda sham grubundan daha fazla ancak NSP, ESK ve ESP

gruplarından daha az oranda TUNEL pozitif boyanmış apoptotik hücre varlığı

izlenmiştir.

TUNEL pozitif boyanmış NSP grubuna ait doku görüntüsü Şekil 18’de

verilmiştir.

Şekil 18. TUNEL boyanmış NSP karaciğeri (x100).

ESK ve ESP gruplarına ait TUNEL pozitif boyanmış karaciğer doku görüntüleri Şekil

19 ve 20’ de yer almaktadır.
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A B

C D

Şekil 19. TUNEL boyanmış ESK ve ESP gruplarının karaciğerleri (x100). (A ve B: ESK, C ve D:
ESP. Ok ile gösterilen bölgeler, TUNEL pozitif hücreler).
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A1: ESK A2: ESK

B1: ESP B2: ESP

Şekil 20. TUNEL boyanmış ESK ve ESP gruplarının karaciğeri (x200). Alanda TUNEL pozitif
boyanmış ve TUNEL negatif hücreler izlenmektedir.

TUNEL boyanmış akciğer doku örnekleri Şekil 21-23’de gösterilmiştir

Şekil 21. TUNEL boyanmış sham akciğeri ( x100).
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A:NSK B: NSP

Şekil 22. TUNEL boyanmış NSK ve NSP gruplarının akciğerleri (x100).

A: ESK B: ESP

Şekil 23. TUNEL boyanmış ESK ve ESP gruplarının akciğerleri (x100).
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A: NSP B: ESP

Şekil 24. NSP ve ESP grubu TUNEL boyanmış  alveol hücresi ( x400). İle gösterilen
bölge TUNEL pozitif alveol epitel hücresi, ile gösterilen bölge negatif boyanmış alveol epitel
hücresi.

Apoptotik değişimler,  apoptotik hücre sayılarak belirlendi. TUNEL boyamalar

incelendiğinde tüm gruplarda değişen oranlarda olmakla birlikte karaciğer dokularında

TUNEL pozitif hücre varlığı izlenmiştir.

Grupların karaciğer TUNEL pozitif hücre varlığı Tablo 6’da verilmiştir.

Tablo 6.  Karaciğer TUNEL pozitif hücre varlığına göre grupların karşılaştırılması.

(n: değerlendirilmiş hücre sayısı)

Grup
TUNEL pozitif hücre sayısı (%)

Odds Oranı

(%95 GA: alt sınır- üst sınır)

Sham (n=2250) 139 (6,1) referans

NSK (n=2250) 242 (10,7) 1,83 (1,47-2,27)

NSP (n=3000) 874 (29,1) 6,24 (5,17-7,54)

ESK (n=4500) 1054 (23,4) 4,65 (3,86-5,59)

ESP (n=3000) 1014 ( 33,8) 7,75 (6,43-9,35)
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Karaciğerde apoptotik hücre varlığı incelendiğinde tüm gruplarda sham grubuna

göre daha fazla oranda TUNEL pozitif hücre varlığı izlenmiştir. NSK grubunda sham

grubuna göre 1,83,  ESK grubunda 4,65, NSP grubunda 6,24, ESP grubunda 7,75 kez

daha fazla TUNEL pozitif hücre izlenmiş ve enfeksiyon varlığının karaciğerde apoptozu

hem NSP hem de ESP grubunda artırdığı saptanmıştır. Alkol ve enfeksiyon varlığında

apoptoza giden hücrenin daha fazla arttığı bulunmuştur (p<0.01).

Akciğer dokuları TUNEL pozitif hücre varlığı yönünden karşılaştırıldığında

çalışma gruplarındaki pozitif hücre varlığı benzer bulunmuştur (Tablo 7).

Tablo 7.  Akciğer alveolar TUNEL pozitif hücre sayısı (n: değerlendirilmiş  alveol  sayısı)

Grup alveol başına ortalama

TUNEL pozitif  hücre
sayısı (Sağ)

Artış

alveol başına ortalama

TUNEL pozitif  hücre
sayısı (Sol)

Artış

Sham (n=34) 2,2 referans 2,5 referans

NSK (n=41) 2,7 1,22 2,2 0,88

NSP (n=56) 2,7 1,22 2,7 1,08

ESK (n=29) 3,1 1,40 2,0 0,82

ESP (n=41) 2,8 1,2 2,7 1,08

4.6. Kaspaz-3 Aktivitesi Sonuçları

Karaciğer kaspaz-3 aktiviteleri ve kaspaz aktivitelerinin sham grubuna göre artışı

Tablo 8’de verilmiştir. Karaciğer kaspaz aktiviteleri karşılaştırıldığında ortalama olarak

tüm gruplarda özellikle pnömoni oluşturulan gruplarda sham grubuna göre kısmen daha

yüksek aktivite saptanmış ancak gruplar arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı

bulunmamıştır (p>0.05).
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Tablo 8. Karaciğer kaspaz-3 aktivitesi

Grup

Karaciğer kaspaz-3 aktivitesi (µM-pNA/saat/mg protein)

Sham grubuna
göre

artış(ortanca)
Ortalama±SS

Ortanca (Minumum-
Maksimum)

Sham (n=6) 26,3±18,6 28,1 2,2-46,6 referans

NSK (n=8) 32,0±17,6 33,7 9,8-61,3 1,19

NSP (n=7) 42,1±27,9 36,9 6,5-80,6 1,31

ESK (n=7) 38,1±29,4 36,0 9,2-83,6 1,28

ESP (n=5) 47,0±37,1 31,9 15,5-110,3 1,13

Sağ ve sol akciğer kaspaz aktiviteleri Tablo 9’da verilmiştir. Sham grubuna göre

diğer grupların akciğer kaspaz-3 aktivite oranlarına bakıldığında enfeksiyon oluşturulan

NSP ve ESP gruplarında hem sağ akciğerde hem de sol akciğerde daha düşük bir

aktivite saptanmıştır. Akciğer kaspaz aktiviteleri yönünden gruplar arasında fark

saptanmamıştır (p>0.05).

Tablo 9. Sağ ve sol akciğer kaspaz-3 aktiviteleri

Grup

Sağ Akciğer Kaspaz-3

(µM-pNA/saat/mg protein)

Sol Akciğer Kaspaz-3

(µM-pNA/saat/mg protein)

Ortalama±SS
Ortanca

(Minumum-
Maksimum)

Sham
grubuna

göre oran
(ortanca)

Ortalama±SS
Ortanca

(Minumum-
Maksimum)

Sham
grubuna
göre artış
(ortanca)

Sham (n=6) 18,1±7,5 18,5 (8,8-25,5) referans 17,9±11.2 16,3 (3,8-32,8) referans

NSK (n=8) 17,0±7,4 16,1 (4,6-27,4) 0,8 24,4±15,6 15,0 (14,0-56,6) 0,9

NSP (n=7) 22,0±21,3 12,9 (3,3-60,8) 0,7 14,2±8,7 11,2 (4,5-28,9) 0,7

ESK (n=7) 20,7±17,2 12,0 (4,2-47,5) 0,6 21,4±19,8 20,4 (3,9-60,6) 1,2

ESP (n=5) 13,1±8,8 9,4 (5,8-28,8) 0,5 11,4±4,6 12,8 (5,3-17,4) 0,7
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4.7. MDA Sonuçları

Grupların karaciğer ve serum MDA düzeyleri Tablo 10’da verilmiştir.

Tablo 10. Karaciğer ve Serum MDA düzeyleri

Grup

KC MDA (nmol/g doku) Serum MDA (nmol/ml)

Ortalama±SS Ortanca (Minumum-
Maksimum)

Ortalama±SS Ortanca (Minumum-
Maksimum)

Sham (n=6) 30,7±3,6 30,9 24,8-35,0 1,92±0,63 1,91 1,22-2,64

NSK (n=8) 47,5±14,1 42,9 32,5-77,6 2,26±0.97 1,98 1,30-4,01

NSP (n=7) 44,7±8,3 42,2 35,2-55,6 1,75±0,51 1,65 1,27-2,82

ESK (n=7) 71,9±16,8 79,2 53,2-92,7 1,75±0.44 1,58 1,27-2,54

ESP (n=5) 132,4±74,7* 118,6 43,6-209 1,63±0,71 1,18 1,18-2,79

*: p<0.05 Sham, NSK ve NSP, ESK grubuna karşı

Çalışma gruplarında sham grubuna göre karaciğer MDA düzeyi daha yüksekti.

NSK ve NSP gruplarında MDA düzeyindeki artış istatistiksel olarak anlamlı değildi.

ESK ve ESP gruplarındaki MDA düzeyleri karşılaştırıldığında ESK grubundaki artış

NSK ve NSP grubundan daha yüksek olmakla birlikte fark istatistiksel olarak anlamlı

değilken, ESP grubunda MDA düzeylerinin diğer gruplara göre anlamlı düzeyde artış

gösterdiği saptandı (p<0.05).

Alkol verilen ve P. aeruginosa pnömonisi oluşturulan ESP grubundaki MDA artışı

ESK grubuna göre daha fazla olduğu görüldü (p<0.05). Serum MDA düzeyleri

karşılaştırıldığında gruplar arasında fark gözlenmedi (p>0.05).

Akciğer MDA düzeyleri Tablo 11’de verilmiştir.
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Tablo 11. Sağ ve sol akciğer MDA düzeyleri

Grup

Sağ Akciğer MDA (nmol/g doku) Sol Akciğer MDA (nmol/g doku)

Ortalama±SS
Ortanca (Minumum-

Maksimum)
Ortalama±SS Ortanca (Minumum-

Maksimum)

Sham (n=6) 42,2±3,0 41,8 38,8-45,8 37,6±6,5 36,3 30,5-46,0

NSK (n=8) 41,7±8,5 38,5 33,1-58,2 48,6±14,6 43,2 32,8-79,2

NSP (n=7) 47,7±8,7 44,6 40,5-64,8 52,5±21,8 42,2 31,7-91,3

ESK (n=7) 51,0±9,1 52,6 34,3-60,0 45,7±8,1 45,8 32,7-58,7

ESP (n=5) 44,2±6,5 44,9 36,4-51,9 53,5±3,4 52,3 50,0-58,7

Akciğer dokusundaki MDA düzeyleri incelendiğinde gruplar arasında fark

olmadığı, sol akciğerde ESP ve NSP gruplarında sham grubuna ve diğer gruplara göre

MDA düzeyinin ılımlı bir artış gösterdiği ancak aradaki farkın istatistiksel olarak

anlamlı olmadığı saptandı (p>0.05). ESP ve NSP grupları MDA düzeyleri yönünden

karşılaştırıldığında aradaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı.

4.8. PON ve AE Aktivite Sonuçları

Serum PON ve AE aktiviteleri Tablo 12’de verilmiştir. Serum PON ve AE

aktivitesi yönünden gruplar arasında istatistiksel olarak bir fark saptanmadı (p>0.05).

Serum PON ve AE aktivitesi NSK ve ESK gruplarında sham grubuna benzer olarak

saptandı.

Akciğer enfeksiyonu oluşturulan hem ESP hem de NSP gruplarında sham ve NSK

ve ESK gruplarına göre PON ve AE aktivitesi daha düşük olarak saptanmış fark

istatistiksel olarak anlamlı bulunmasa da bu bulgu önemli olarak değerlendirilmiştir.

Karaciğer PON ve AE aktivitesi gruplarda değerlendirildiğinde gruplar arasında

fark olmadığı saptandı (p>0.05) (Tablo 13).
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Tablo12. Serum PON ve AE aktiviteleri

Grup

Serum PON Aktiviteleri (U/L) Serum AE Aktiviteleri (kU/L)

Ortalama±SS
Ortanca (Minumum-

Maksimum)
Ortalama±SS Ortanca (Minumum-

Maksimum)

Sham (n=6) 83,0±76,0 72,0 13-176 49,0±24,3 53,0 19-75

NSK (n=8) 88,3±49,2 76,5 17-178 64,7±38,8 70,5 11-119

NSP (n=7) 58,2±50,8 34,0 9-122 63,7±46,9 38,0 17-118

ESK (n=7) 88,0±56,9 75,0 17-191 48,4±34,7 39,0 17-110

ESP (n=5) 51,2±43,3 43,0 9-104 52,4±45,2 26,0 13-107

Tablo 13. Karaciğer PON ve AE aktiviteleri

Grup

Karaciğer PON Aktiviteleri (mU/mg prot) Karaciğer AE Aktiviteleri (mU/mg prot)

Ortalama±S
S

Ortanca (Minumum-
Maksimum)

Ortalama±SS Ortanca (Minumum-
Maksimum)

Sham (n=6) 14,0±5,8 13,8 8-24 5809±3097 4431 3190-10527

NSK (n=8) 16,5±5,9 15,8 8-25 6903±3594 6638 2339-13494

NSP (n=7) 11,7±7,4 9,4 5-23 6985±4271 7098 1912-13364

ESK (n=7) 15,5±7,1 13,4 6-27 8763±4441 8038 4363-16054

ESP (n=5) 16,3±7,2 13,9 10-29 5783±4124 4899 2216-12741

Akciğer PON ve AE aktiviteleri Tablo 14 ve Tablo 15’de gösterilmiştir.

Sağ akciğer PON ve AE aktivitesi yönünden gruplar arasında fark saptanmadı

(p>0.05).
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Tablo 14. Sağ akciğer PON ve AE aktiviteleri

Grup

Sağ Akciğer PON Aktiviteleri

(mU/mg prot)

Sağ Akciğer AE

(mU/mg prot)

Ortalama±SS
Ortanca (Minumum-

Maksimum)
Ortalama±SS Ortanca (Minumum-

Maksimum)

Sham (n=6) 1,364±0,644 1,657 0,487-1,963 310,3±161,5 247,0 195-619

NSK (n=8) 0,922±0,464 0,785 0,460-1,677 476,1±224,7 413,5 183-867

NSP (n=7) 0,765±0,520 0,493 0,325-1,744 108,0±97,7 69,0 16-268

ESK (n=7) 0,908±0,566 0,727 0,424-2,005 344,8±193,8 277,0 134-714

ESP (n=5) 0,836±0,546 0,942 0,197-1,604 234,6±105,2 246,0 121-377

Tablo 15. Sol akciğer PON ve AE aktiviteleri

Grup

Sol Akciğer PON Aktiviteleri (mU/mg
prot)

Sol Akciğer AE Aktiviteleri (mU/mg prot)

Ortalama±SS
Ortanca (Minumum-

Maksimum)
Ortalama±SS Ortanca (Minumum-

Maksimum)

Sham (n=6) 1,618±1,020 1,435 0,691-3,489 882,3±275,3 836,5 605-1384

NSK (n=8) 2,010±1,096 1,624 0,746-3,603 662,0±313,7 751,0 266-1053

NSP (n=7) 2,075±0,971 1,441 1,115-3,453 479,7±235,1 452,0 115-852

ESK (n=7) 2,104±1,036 1,994 0,753-4,143 718,8±452,7 692,0 291-1643

ESP (n=5) 2,573±2,838 2,071 0,230-7,458 792,2±859,0 554,0 77-2283

Sol akciğer PON aktivitesi yönünden gruplar arasında fark saptanmadı (p>0.05).

Grupların AE aktiviteleri incelendiğinde tüm gruplarda AE aktivitesinin sham grubuna

göre daha düşük olduğu ancak farkın anlamlı olmadığı bulundu. (p>0.05)
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5. TARTIŞMA

Alkol alımı birçok gelişmiş ülkede sosyal bir problemdir. Hafif dozda alkol

alımından bağımlılık düzeyine ulaşan yüksek doz alkol tüketimi tüm dünyada yaygındır.

Hafif ve orta düzeyde alkol alımının bazı sistemler üzerine yararlı etkileri olduğu, ancak

kronik ve uzun süreli, yüksek doz alkol alımının zararlı etkileri olduğu bilinmektedir.

Kronik alkol kullanımı sırasında çeşitli beslenme problemleri ortaya çıkmaktadır.

Metabolizma üzerine çok yönlü etkileri nedeniyle alkol kullanımının çeşitli sistemlere

etkisini incelemek ilgi çekici olmuştur (91, 162). Deney hayvanlarında alkol alımı için

çeşitli modeller geliştirilmiştir Geliştirilmiş olan bu modellerin her birinin diğerine

üstünlükleri ve dezavantajlı yönleri olduğu belirtilmektedir ( 91,133,134). Bu çalışmada

daha önce tanımlanmış olan sıvı diyet modeli uygulandı (91). Alkol verilen ve normal

sıvı diyetle beslenen grupların her ikisinde de sham grubuna göre kilo kayıpları vardı.

Normal sıvı diyetle beslenen ve etanollü sıvı diyetle beslenen gruplarda sıvı diyetin

kalori hesabı yapıldı ve literatürde önerildiği şekilde düzenlendi (91). İlk iki hafta

ratların katı diyetten bu yeni diyete uyumu nedeniyle daha az beslendikleri gözlendi.

Normal sıvı diyetle beslenen gruplardaki kısmi kilo kaybının ilk iki hafta kilo

vermelerinden ve daha sonra da katı diyete göre daha az sıvı diyet tüketmelerinden

kaynaklandığı düşünüldü. Alkol eklenmiş sıvı diyetle beslenen ratlarda da benzer

şekilde, ilk iki hafta diyete uyum nedeniyle kilo kaybının olduğu; daha sonra devam

eden kilo kaybının nedeninin hem sıvı diyet olması hem de alkole bağlı beslenme

bozukluğu olduğu düşünüldü. Yapılan çeşitli çalışmalarda alkol ve sıvı diyetle beslenen

ratlarda kontrol katı diyetle beslenen ratlara göre belirgin olarak daha az kilo artışı

olduğu veya kilo kaybı olduğu bulunmuştur (28,53,123,137). Yapılan bir çalışmada

günlük kalorinin %36’sı alkolden sağlanarak sıvı diyetle beslenmiş olan ratlarda ilk 30

gün kontrol grubuna göre kilo artışının %75 daha az olduğu otuzuncu günden sonra

diyetten alkolün çıkarılması ile birlikte kilo artışının başladığı saptanmıştır (137). Piano

ve ark., çalışmalarında etanol verilen ratlarda onuncu günden sonra kilo kaybı

saptadıklarını ve bu durumun su almamadan kaynaklansa da temel olarak total kalori

alımının azalması ve etanole metabolik adaptasyondan kaynaklanmış olduğunu

belirtmişlerdir (123). Hayvan modellerinde sıvı diyetin kullanılmasının karaciğerde

beslenme bozukluğuna bağlı bazı olumsuz etkileri olduğu karaciğerde gözlemlenen bazı
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histolojik değişikliklerden bu durumun sorumlu olabileceği belirtilmektedir

(126,133,134). Ancak bu çalışmada normal sıvı diyetle beslenen bazı ratlarda kilo kaybı

gözlense de bu grupta minimal histolojik değişiklikler dışında karaciğer yağlanması ve

dejenerasyon gibi bulgular izlenmemiştir.

Kronik alkol alımı çeşitli sistemler üzerinde gösterdiği etkiler nedeniyle yüksek

mortalite ve morbidite nedenidir. Alkol temel olarak karaciğerde okside edilir. Bu

nedenle karaciğer, çeşitli işlevsel ve dönüşümsüz değişikliklere duyarlıdır. Alkol

metabolizması sırasında hem ADH, hem de ALDH enzimleri, NAD+’nin NADH’a

indirgenmesini gerektirir (23,70,94). Artmış NADH yağlı karaciğer, hiperlipemi,

hipoglisemi, kollajende artışa bağlı doku skarı (fibrosis)  gibi metabolik bozukluklara

neden olur (93,95).

Bu çalışmada alkolün karaciğer üzerine etkileri histopatolojik ve biyokimyasal

parametreler araştırılarak incelendi. NSK ve NSP gruplarında normale yakın histolojide

karaciğer morfolojisi izlenirken alkol verilen ESK ve ESP gruplarında, tüm ratlarda

değişen oranlarda hepatik dejenerasyon ve karaciğer yağlanması izlenmiştir.

Karaciğer hücre bütünlüğünün bozulması ve parankim hücrelerinin dejenerasyonu

karaciğerde yoğun olarak bulunan enzimlerin serum düzeylerini etkiler (26,71,78,119,

120,170). Bu çalışmada karaciğer hücre hasarının biyokimyasal göstergelerinden olan

serum ALT, LDH ve alkolle indüklenen bir enzim olduğu bilinen GGT düzeylerinin

çalışılması planlandı. Alkol ve normal izokalorik sıvı diyet verilen her iki gruptaki

ratlarda sham grubuna göre ALT düzeyleri yükselmiş bulundu. Ancak normal sıvı diyet

verilen gruptaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmaz iken, alkol verilen

gruplardaki fark anlamlı idi. Bu durum histolojik bulgular ile uyumlu idi. Yapılan çeşitli

klinik ve deneysel çalışmada alkolik karaciğer hastalığında alkole bağlı serum ALT

düzeyleri artmış olarak bildirilirken (78,120,161), bazı çalışmalarda değişmediği

belirtilmiştir (71). Özcan ve ark. oral yoldan alkol vererek wistar ratlarda yaptıkları

çalışmalarında serum ALT düzeylerinde alkol kullanımının birinci gününden itibaran

anlamlı artış saptadıklarını, 21 günün sonunda kontrol grubuna göre artışın oldukça
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anlamlı olduğunu belirtmişlerdir (120). Uzun ve ark., 4 hafta boyunca intragastrik

yoldan alkol verdikleri wistar ratlarda serum ALT ve AST düzeylerini kontrol grubuna

göre anlamlı olarak yüksek bulmuşlardır (161).

Serum LDH düzeyleri incelendiğinde alkol verilen gruplardaki LDH düzeyi hem

sham hem de normal sıvı diyet verilen gruba göre daha düşük olmakla birlikte fark

istatistiksel olarak anlamlı değildi. Castilla ve ark. hücre kültür ortamında yaptıkları

çalışmalarında, 0,02 mmol/L etanol varlığında LDH aktivitesi daha yüksek, 2 mmol/L

ve 5 mmol/L konsantrasyonda yarıdan daha fazla düşüş gözlendiğini ancak ortama 10

mmol/L etanol konması durumunda belirgin olarak LDH aktivitesinin arttığını saptamış

ve düşük dozlarda etanolün LDH aktivitesini azalttığını ancak belli dozun üstündeki

etanolün LDH’ı arttırdığını belirtmişlerdir (26).  Benzer şekilde, hücre kültür ortamında

yapılan diğer bir çalışmada 10 mmol/L düzeyindeki etanolün varlığında, LDH düzeyleri

kontrole benzer, hatta 24. saatte kontrolden daha düşük saptanırken; 50 mmol/L

etanolde kısmen yüksek, 100 mmol/L etanol düzeylerinde belirgin olarak arttığı

gösterilmiştir. Bu durumda etanolün karaciğer hücrelerinde LDH üzerine doza bağımlı

olarak etki gösterdiği sonucuna varılmıştır (172). Yapılan diğer bir deneysel çalışmada,

alkol verilen grup ile kontrol grubunun safra LDH düzeyleri benzer bulunmuştur (112).

LDH eritrositlerde de bulunan bir enzimdir. LDH’ın serumda ölçümünü etkileyen

preanalitik parametrelerden biri de serumun hemolizli olmasıdır (114). Sonuçlarımızı

etkileyen preanalitik etkenlerden biri olarak bazı serumların kısmen hemolizli olması

düşünülse de sham, NSK ve NSP grubundaki aktiviteler birbirine bezer iken alkol

verilen gruplarda kontrol grubuna göre istatistiksel bir fark olmamakla birlikte kısmen

azalma gözlenmiştir. Bu durumun Castilla ve ark. çalışmalarında belirttiklerine benzer

şekilde alkolün ikili etkisinden kaynaklanmış olabileceği düşünülebilir.

Alkolik karaciğer hastalıklarında hücre hasarının diğer bir enzimatik göstergesi

GGT düzeylerindeki değişimdir. Kronik alkol kullanımı sırasında serum GGT düzeyleri

sıklıkla artar. Bu artış, GGT yapımının artması veya alkole bağlı karaciğer hücrelerinde

meydana gelen hasara bağlı GGT sızıntısına bağlanmaktadır (140). Bu çalışmada tüm

gruplarda serum GGT düzeyi araştırılmış ancak çalışılan yöntem ile test iki kez
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tekrarlanmasına rağmen çalışılan test kiti ile hem sham hem de çalışma gruplarının

çoğunda saptanabilir sınırlarda bir değer elde edilememiştir. Sadece iki ratta 2 U/L gibi

düşük düzeyde bir değer elde edilmiştir. Bu durum şaşırtıcı bulunmuş ve çalışmada

kullanılan wistar ratlarda normal serum GGT düzeyinin referans değeri araştırılmıştır.

Yapılan literatür taramalarında çeşitli çalışmalarda wistar ratlarda serum GGT

düzeyinin ölçülebilir değerleri verilmiş olsa da Boehem ve ark. 2007 yılında yaptıkları,

wistar ratlar ve C57/Bl6 farelerdeki biyokimyasal paremetlerin referans aralığının

araştırıldığı çalışmalarında, wistar ratlarda ve C57/B16 farelerde serum GGT’nin

saptanabilir sınırlarda olmadığını bulmuşlar ve bu nedenle GGT’ye ait bir referans

aralık vermemişlerdir (15). Aynı yayında daha önce yapılmış benzer referans aralık

çalışmalarının bazılarında da GGT’nin saptanamadığı belirtilmiştir. Deneysel olarak

wistar ratlarda akut pankreatit oluşturulan ve biyokimyasal parametreleri bizim

kullandığımız kit ve cihaz kullanılarak araştırılan bir diğer çalışmada ALT, AST ve

ALP için serum değerleri belirtilmiş iken hem sham grubunda hem de akut pankreatitli

grupta GGT ve bilirubinin ölçümün alt sınırının altında değerlerde olması nedeniyle

değerlendirilemediği belirtilmiştir (110). Bu çalışmanın sonuçları da bu bulguyu

desteklemiştir. Ratlardaki anatomik farklılık karaciğer kaynaklı bazı biyokimyasal

paremetrelerin insandan farklı olmasının nedeni olabilir. Ancak çalışılan kitin saptama

limitine bağlı farklı sonuçlar olabileceği de unutulmamalıdır.

Alkolik karaciğer hastalığının patogenezinde oksidatif stres ve rolü üzerinde

çalışılan bir alandır (132). Oksidatif stres varlığında etanolün indüklediği karaciğer

hasarında serbest oksijen radikalleri rol oynamaktadır (95). Ya artmış oksijen radikalleri

veya azalmış antioksidan kapasite sonucunda karaciğer hücrelerinde oksidatif hasar

gelişir. Mikrozomlar ve mitokondri alkol kullanımı sırasında etkilenen karaciğer

organelleridir (126). Alkole bağlı gelişen karaciğer hasarında, artan serbest oksijen

radikalleri, artmış lipid peroksidasyonu ve azalmış glutatyon (GSH), vitamin E, S-

adenosylmethionin (SAM) gibi antioksidan moleküller birlikte rol alır (61,77,95).

Dokularda oksidatif hasarın göstergelerinden biri olarak sıklıkla doku ve serum

MDA düzeyleri ölçülmektedir. Kronik alkol kullanımı sonrasında enfeksiyon
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oluşturulmuş olan bu çalışmada karaciğer ve akciğer dokularında oksidatif hasar

göstergesi olarak dokularda ve serumda MDA düzeyleri araştırıldı. NSK ve NSP

grupları sham grubu ile karşılaştırıldığında karaciğer MDA düzeyleri arasında anlamlı

bir fark saptanmadı. ESK ve ESP gruplarındaki MDA düzeyleri karşılaştırıldığında hem

sham grubuna hem de NSK ve NSP gruplarına göre MDA düzeylerinin artmış olduğu

gözlendi. Çeşitli klinik ve deneysel çalışmada alkol ve karaciğer lipid peroksidasyonu

arasındaki ilişki araştırılmıştır (19,58,69,119,159,161). Hem klinik hem de deneysel

çalışmalarda alkole bağlı serum MDA düzeyinde ve karaciğer lipid peroksidasyonunda

artış bildirilmiştir (58,61,75,161,169). Kanbak ve ark. kronik etanol verilen ratlarda

yaptıkları çalışmalarında MDA düzeyinin kontrole göre arttığını ve betainin lipid

peroksidasyonuna karşı koruyucu etkisi bulunduğunu saptamışlardır (76,77). Uzun ve

ark. çalışmalarında alkol verilen ratlarda hem serum hem de karaciğer MDA düzeylerini

kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksek saptamışlardır (161). Bu çalışmada

enfeksiyon oluşturulan gruplardaki karaciğer MDA düzeyleri değerlendirildiğinde NSP

grubunda karaciğer MDA düzeyinin sham grubuna göre kısmen arttığı ancak aradaki

farkın anlamlı olmadığı, NSK grubu ile karşılaştırıldığında MDA düzeylerinin benzer

olduğu görülmüştür. Ancak alkol verilen ve P. aeruginosa pnömonisi oluşturulan ESP

grubundaki MDA artışının kontrol grupları yanında ESK grubuna göre de daha fazla

olduğu görüldü.

Alkolün neden olduğu hücre hasarının nedenleri henüz tam olarak açık olmasa da

alkolik karaciğer hastalığında oksidatif stres önemli rol oynamaktadır. Serbest oksijen

kaynağı çeşitli hücreler olabilir. Karaciğer dokusunda kupffer hücreleri bunlardan en

önemli olanlardır. Karaciğer kupffer hücrelerinin aktivasyonu süperoksit, nitrik oksit,

TNF-alfa ve diğer çeşitli sitokinlerin aktivasyonu sonucunda karaciğer hücresinde

hasara neden olmaktadır. Bu etkiler gram negatif bakteri lipopolisakkaridi (LPS)

aracılığı ile kupffer hücrelerinin aktivasyonuna bağlı olarak da gelişmektedir. Normal

koşullarda herhangi bir enfeksiyon bölgesinde gram negatif bakterilerden LPS

salgılandığında kısa sürede kan dolaşımına geçmekte ve karaciğere ulaşmaktadır.

Benzer şekilde bakteriyemi geliştiğinde bakteriler de karaciğere ulaşmakta ve

karaciğerde ortadan kaldırılmaya çalışılmaktadır. Bu ortadan kaldırılma sürecinde

karaciğer kupffer hücreleri aktive olmaktadır. Sonuç olarak aktive olan kupffer
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hücrelerinden salgılanan çeşitli kimyasal mediyatörler bakteriyi ortadan kaldırmaya

çalışırken oluşan serbest oksijen radikalleri aracılığı ile doku hasarı geliştirmektedirler.

Alkol kullanımı sırasında karaciğerde CYP2E1 aracılıklı oksidatif stresin de alkolik

karaciğer hastalığında hücre hasarından sorumlu olduğu bilinmektedir (101).  Lu ve ark.

CYP2E1 indükleyicisi (pyrazol) bir madde varlığında LPS’in karaciğer hasarı üzerine

etkilerini araştırdıkları çalışmalarında, tek başına LPS veya tek başına pyrazol

kullanılan ratlarda kontrol grubundan daha yüksek serum ALT düzeyleri saptadıklarını

ancak farkın anlamlı olmadığının belirtmişlerdir. Aynı çalışmada, hem tek başına LPS

kullanılan ratlarda hem de tek başına pyrazol kullanılan ratlarda karaciğer MDA

düzeylerinin kontrole göre arttığını ancak farkın anlamlı olmadığı tek başına pyrazol

verilen gruptaki artışın tek başına LPS verilen gruptan fazla olduğu saptanmıştır (101).

Lu ve ark. aynı çalışmalarında pyrazol+LPS birlikte verilen ratlarda hem serum ALT

düzeylerinde hem de karaciğer MDA düzeylerinde kontrole göre oldukça anlamlı artış

saptadıklarını bildirmişlerdir (101). Mathurin ve ark. çalışmalarında alkol ve LPS

(enteral endotoksin verilerek) birlikte verilen ratlarda, karaciğerde kontrole ve tek

başına LPS verilen gruba göre spot nekroz oranını daha yüksek ve serum ALT düzeyini

de anlamlı olarak daha yüksek saptamışlardır (105).

Bu çalışmada da tek başına enfeksiyon varlığında karaciğer MDA düzeyi sham

ve kontrol grubuna göre farklı değildi. Ancak alkol verilen ratlarda enfeksiyon

varlığında karaciğer hücre hasarının histolojik olarak arttığı, serum ALT ve karaciğer

doku MDA düzeylerinin de diğer gruplara göre anlamlı olarak yüksek olduğu saptandı.

Bu sonuçlar literatürdeki çalışmaları destekler niteliktedir. ESK grubuna göre de MDA

artışının daha fazla olması doku hasarında alkolle birlikte enfeksiyonun varlığının

serbest oksijen aracılıklı hasarı arttırdığı şeklinde yorumlandı. Bu durum, uzun süreli

alkol kullanımına bağlı immün sistemin etkilenmesi sonucunda konakta herhangi bir

bölgede oluşan enfeksiyonun daha şiddetli olabileceği ve enfeksiyon nedeniyle

karaciğerde artan mononuklear hücre infiltrasyonuna bağlı serbest radikal oluşumunun

artması sonucunda doku hasarının artmış olabileceği şeklinde açıklanabilir. Bu

çalışmanın bulguları alkol kullanımı sırasında enfeksiyon gelişiminin karaciğerdeki

serbest oksijen radikallerine bağlı hasarı arttırdığını göstermektedir.
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Serum MDA düzeyleri açısından gruplar arasında fark gözlenmedi. Serumda

MDA düzeyleri arasında farkın gözlenmemesinin nedenin lokal oksidatif stres

sonucunda dokularda saptanan MDA artışının, olasılıkla seruma yansıdığında fark

yaratacak büyüklükte olmamasından kaynaklandığı düşünüldü.

Alkol kullanımı, immün sistem üzerinde yaptığı modulasyon sonucunda, özellikle

akciğer enfeksiyonlarına olmak üzere genel olarak enfeksiyon hastalıklarına yatkınlık

yaratır (48,50,149,153,174). Kronik alkol kullanan bireylerde gram negatif

bakterilerden iki önemli bakteri, P.aeruginosa ve Acinetobacter türleri daha fazla

akciğer enfeksiyonu oluşturmaktadır (63,174).

Bu çalışmada akciğer dokusundaki MDA düzeyleri incelendiğinde sağ akciğerde

gruplar arasında fark olmadığı, sol akciğerde enfeksiyon gruplarında sham grubuna göre

MDA düzeyinin fark istatistiksel olarak anlamlı olmasa da daha fazla olduğu saptandı.

ESP ve NSP grupları MDA düzeyleri yönünden karşılaştırıldığında aradaki fark

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Aytaçoğlu ve ark. Wistar ratlarda yaptıkları

çalışmalarında akut alkol alımının akciğer hasarını tetiklediğini ve hem akciğer

dokusunda hem de serumda kontrol grubuna göre MDA düzeylerinin yükseldiğini

bulmuşlardır (7). Akut etanol intoksikasyonuna bağlı akciğerlerde kontrole göre

MDA’nın %60 oranında arttığı gösterilmiştir (138). Çeşitli çalışmalarda alkol veya

enfeksiyon varlığında akciğer MDA düzeyleri artmış olarak bildirilmiş olsa da akciğere

intratrakeal olarak direkt LPS verilerek yapılan bazı çalışmalarda MDA düzeylerinin

kontrole benzer olduğu belirtilmiştir (83).

Kronik alkol kullanımı akut akciğer zedelenmesine neden olmakta ve  enfeksiyon

riskini artırmaktadır (17). Bu çalışmada alkolün enfeksiyonun şiddeti üzerine etkisi

araştırıldı. Bu çalışmada intratrakeal olarak bakteri verilmesi sonrasında akciğer

homojenatlarının kültürü yapılarak mikrobiyolojik olarak enfeksiyonun varlığı

araştırıldı. Ayrıca dokular uygun tespit işlemlerinden sonra HE boya yöntemi ile
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histolojik olarak değerlendirildi. İntratrakeal olarak bakteri verilmesinden sonra ratın

yapısına, veriliş anındaki pozisyona bağlı olarak sağ ve sol akciğerde farklı yanıt

oluşabileceği düşünüldüğünden tüm değerlendirmeler sağ ve sol akciğer loblarında ayrı

ayrı yapıldı. Akciğer homojenatlarında üreyen bakteri miktarları karşılaştırıldığında

alkol verilen ESP grubunda üreyen bakteri miktarı NSP grubundan daha fazlaydı ve sol

akciğerdeki üremeler yönünden incelendiğinde aradaki fark istatistiksel olarak

anlamlıydı. Ayrıca yapılan histolojik incelemelerde her iki grupta akciğerde

enfeksiyonun histopatolojik bulguları vardı. ESP grubunda intratrakeal P.aeruginosa

verilişini takiben 20. saatte 2 rat ölmüş ve bu gruptaki ratların genel durumu NSP

grubuna göre daha kötü olarak değerlendirilmiştir. Hem mikrobiyolojik hem de

histolojik bulgular ve 24 saat içindeki hayvanların genel durumlarındaki kötüleşme ve

ölüm oranlarına bakıldığında kronik alkol kullanımı sırasında gelişen P.aeruginosa

pnömonisinin daha şiddetli seyrettiği sonucuna varılmıştır. Etanol alımı alveolar tip II

hücrelerin yapısı üzerine etki etmektedir. Normal şartlarda alveolar tip II hücrelerinde

GSH, hem plazmaya göre hem de diğer hücre dışı sıvılara göre birkaç yüz kat daha

fazla miktarlarda bulunur. Hasarlanmış alveollerde glutatyon düzeyi düşmekte ve

akciğer enfeksiyonlarına yatkınlık yaratmaktadır (66). Alkolün P.aeruginosa akciğer

enfeksiyonu üzerine etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, P.aeruginosa inhalasyonundan

önce intraperitoneal olarak etanol verilen, etanol ile birlikte seçici NOS-II inhibitörü L-

N6-iminoethyl lysine (LNIL), sadece LNIL verilen ve PBS verilen kontrol grubu

ratlarda 4. saatte akciğerdeki bakteri miktarları karşılaştırılmıştır. Bakteri inhalasyonu

öncesi etanol verilen grupta PBS verilen gruba göre akciğerde daha fazla miktarda

P.aeruginosa görülmüştür. Sadece LNIL verilen grupta bakteri miktarı azalırken,

etanol+LNIL verilen grupta sadece etanol verilen gruba benzer miktarda akciğerde

bakteri varlığı saptanmış ve nötrofil ve nitrik oksit bağımlı invivo mekanizmalar ile

etanolün akciğerde P.aeruginosa’nın temizlenmesini inhibe ettiği ve sonuçta daha fazla

miktarda bakteri varlığına neden olduğu belirtilmiştir (56).

Bu çalışmanın bulguları kronik alkol kullanımı sırasında gelişen enfeksiyonun

daha şiddetli seyrettiğini ve aynı zamanda serbest oksijen radikallerine bağlı hücre

hasarının sadece enfeksiyonun olduğu bölgeye sınırlı olmadığını, karaciğerde
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enfeksiyon varlığında hücre hasarının daha da arttığını ve alkolün sadece organlar

üzerine değil enfeksiyonun şiddeti üzerine de olumsuz etkisi olduğunu göstermektedir.

Kronik alkol kullanan bireyler günlük kalorilerinin yarısını alkolden sağlar. Bu

durum gastrik malabsorbsiyona neden olur ve sonuçta kronik alkol alan bireylerde diyet

aracılıklı düşük antioksidan alımı vardır (132). Alkol kullanımı sırasında GSH ve

vitamin E gibi antioksidan savunma mekanizmalarında azalma görülür. Antioksidanlar,

konağın serbest oksijen radikallerine karşı önemli savunma mekanizmalarıdır. PON

HDL ile ilişkili, antioksidan özelliği olduğu bilinen, karaciğerde sentezlenen bir

enzimdir. PON1, PON2 ve PON3 olmak üzere üç ayrı formu tanımlanmıştır. PON1

organofosfatlar, PON2 ve PON3 organofosfatlar üzerine sınırlı ancak aromatik ve

alifatik laktonlar üzerine etkili hidroliz yapar. Bu üç PON enziminin de antioksidan

özelliği vardır. Organofosfatlar bu enzim tarafından hidrolize edilirler. Paraokson bu

amaçla kullanılan bir organofosfattır. Paraokson dışında organofosfat olmayan fenil

asetat, tiyofenilasetat, 2 neftil asetatın ve lakton halkası içeren çeşitli maddelerin de

PON1 enzim aktivitesi için substrat olduğu bilinmektedir (35,175). Paraokson ve fenil

asetatın tek enzim tarafından mı yoksa farklı enzimler tarafından mı hidrolize edildiği

tartışmalıdır. PON1 için paraokson (dietyl-p-nitrophenyl phosphate) ve fenil asetat

(phenyl acetate) uygun substratlardır. Ancak karaciğerden sentezlenen albümin ve başka

enzimler de bu substratları kullanabilmektedir. Örneğin organo fosfat olmayan fenil

asetat ve p-nitrofenil asetat ve organo fosfat olan paraokson pH: 8’in üzerinde albümin

ile de hidrolize olabilmektedir. Bu nedenle PON1 enzim aktivitesi araştırmalarında

pH:8’in üzerindeki pH aralıklarında çalışmak elde edilen aktivitenin sadece PON1

aktivitesi olamayabileceğini göstermektedir (175). Bu çalışmada çalışma

solüsyonlarınının pH’sı 8 olarak ayarlanarak çalışılmıştır.

Paraoksonaz, aril esteraz gibi A tip estarazlar ve albümin, organofasfatlar

aracılıklı kovalan inhibisyona dirençli iken, karboksiesteraz, asetilkolin estaraz ve kolin

esteraz gibi B tip esterazların duyarlı oldukları bilinmektedir (4,175). Aynı zamanda

organofosfatlara duyarlı bu B tip esterazların memeli dokularında, arilestaraz aktivite

ölçümlerinde substrat olarak kullanılan fenil asetatı hidrolize ettiği de gösterilmiştir.
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Dolayısı ile dokularda yapılan çalışmalarda ortamdaki karboksi esterazlar inhibe

edilmezse ölçülen PON1 enzim aktiviteleri tam olarak gerçeği yansıtmayabilir (175).

Bu nedenle doku çalışmalarında PON1 enzim aktivitesi araştırılmaya başlanmadan önce

B tip esterazların paraokson gibi organofosfat bileşikleri ile inhibe edilmesi önerilmiştir

(14,175). Serum için benzeri önerilerin olmaması B tip esterazların karaciğerden seruma

geçişinin A tip esterazlara göre hem oldukça yavaş hem de az olmasından kaynaklanmış

olabilir (175). Bu çalışmada da doku örneklerindeki enzim aktiviteleri bu öneriler

dikkate alınarak, çalışma öncesi paraoksonun belli konsantrasyonu ile 15 dakikalık bir

inkübasyon ile B tip estarazların inaktive olması sağlanarak araştırıldı.

Bazı serin esterazların, florofosfatazların memeli böbrek ve karaciğerinde yüksek

aktivitede saptanırken serumda saptanmadığı belirtilmektedir (175). Doku PON1

aktivitelerinin saptanmasında serin esterazların inhibisyonu için fenil metil sulfonil

florid ( PMSF; Phenyl methyl sulfonyl fluoride) kullanılması da önerilmektedir (14). Bu

çalışmada doku örneklerinde PMSF kullanılmadığı için elde edilen enzim aktivitesinin

bir kısmından bu tip esterazların da sorumlu olabileceği düşünülmüştür.

PON1 enzim aktiviteleri ile yapılan çalışmalarda fenil asetatın paraoksondan çok

daha fazla ve hızlı hidrolize olduğu bildirilmiştir (36,175). Bu çalışmada da hem

serumda hem de dokularda fenil asetata karşı elde edilen aril esteraz aktiviteleri

paraoksona karşı elde edilen paraoksonaz aktivitesinden çok daha fazla bulunmuştur.

Bu çalışmada NSK ve ESK gruplarındaki serum PON ve AE aktiviteleri sham

grubuna benzer olarak saptanırken, akciğer enfeksiyonu oluşturulan hem ESP hem de

NSP gruplarında sham, NSK ve ESK gruplarına göre PON aktivitesi fark istatistiksel

olarak anlamlı bulunmasa da daha düşük olarak saptanmış ve bu bulgu önemli

bulunmuştur. Rao ve ark. çalışmalarında 8 haftalık oral alkol verdikleri Wistar ratlarda

PON düzeyini araştırmışlardır. Günlük diyetin total enerjisini %0, %10 ve %36

oranında alkolden sağlayacak şekilde üç ayrı çalışma grubu oluşturulmuş. Hafif alkol

alan (%10) grupta karaciğer ve serum PON aktivitesinde %20-25 oranında artış

saptarken, ağır alkol verilen (%36) grupta serum PON aktivitesinde %25 düşüş
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saptamışlardır (135). Bu durum karaciğer PON mRNA ekspresyonun gösterilmesi ile de

doğrulanmış ve hafif alkol alımında karaciğer PON mRNA’sının upregüle olduğu ancak

yüksek dozda alkol alımında karaciğer mRNA’sının downregüle olduğu sonucuna

varılmıştır (135). Alkolik ve non-alkolik bireylerde yapılan bir başka klinik çalışmada

serum PON aktivitesi anlamlı şekilde alkolik bireylerde düşük bulunurken, ALT ve

GGT düzeyleri yüksek bulunmuş ve karaciğer enzimleri ile PON arasında negatif bir

korelasyon olduğu bildirilmiştir (127). Kronik karaciğer hastalığı olan bir grupta yapılan

kohort çalışmasında bazal PON aktivitesinin kronik hepatitli olgularda kontrol grubuna

göre %52, sirozlu olgularda % 67 oranında azalma gösterdiği saptanmıştır (45).

Serum PON1 aktivitesinin, hastalığın evresi arasında direkt bir ilişki olmasa da

non-alkolik steotohepatitin erken everesinde bile serum düzeylerinin anlamlı derecede

azalması, PON1 aktivitesinin lipid peroksidasyonunun biyokimyasal belirleyicisi olarak

kabul edilebileceği vurgulanmıştır (11).

Normal serum paraoksonaz aktivitesi bireyler arasında farklılık gösterebildiği gibi

bölgesel farklılıklar da göstermektedir (38,87,99,148). Yapılan çalışmalar tüketilen

alkol miktarı ve karaciğerde oluşturduğu hasara bağlı olarak serum PON enzim

aktivitesinin değiştiğini göstermektedir. Düşük düzeyde alkol tüketiminin PON enzim

aktivitesi üzerine, dolayısı ile antioksidan kapasite üzerine olumlu etkileri varken,

yüksek miktarlar ve uzun süreli alkol kullanımının PON enzim aktivitesi üzerine

olumsuz etkileri olmaktadır (127,135).

Deney hayvanlarında oluşturulan alkol modellerinde diyet içeriklerinin ve

etanolün veriliş yolunun hasarın şiddetini etkilediği bilinmektedir (47,91,126,134). Rao

ve ark.’nın çalışmasında kronik alkol modeli için diyet ile verilen alkol miktarı bu

çalışma ile aynı, ancak hem diyetin yağ oranı daha fazla, hem de deneyin süresi iki hafta

daha uzundur (135). Bu çalışmada karaciğerde oksidatif stresin bir göstergesi olan

MDA düzeylerinde alkol verilen gruplarda ve özellikle enfeksiyon varlığında belirgin

artış saptanırken, PON ve AE aktivitelerinde beklendiği kadar belirgin bir düşüklük

saptanmadı. Ancak Yalçınkaya ve ark.’da içme suyuna %20 oranında alkol katarak
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oluşturdukları kronik alkol modelinde 75 günün sonunda MDA düzeylerinde anlamlı bir

artış saptadıklarını ancak antioksidan parametrelerde herhangi bir değişim

saptamadıklarını belirtmişlerdir (169). PON ve AE aktivitesi de birer antioksidan

parametre olarak değerlendirildiğinde, bu bulgu bizim çalışmamızın sonucunu

destekliyor olsa da, bizim çalışmamızda PON ve AE aktivitelerinde beklenen

düşüklüğün yeterince olmaması alkol verilme süresine bağlı olabileceği, sürenin birkaç

hafta daha uzun olması durumunda PON ve AE aktivitesindeki düşüklüğün anlamlı

düzeylerde olabileceği düşünüldü.

Bakteriyel enfeksiyonlar, bakteriye ait birçok virulans özelliğin yanında konak

hücrenin immün mekanizmalarının rol aldığı ve karşılıklı etkileştiği karmaşık bir

süreçtir. Bağışıklığı baskılanmış konakta P.aeruginosa ile enfeksiyonlara yatkınlık

gelişir. P.aeruginosa suşları çeşitli virulans faktörleri aracılığı ile yerleştikleri dokuda

çoğalırlar. Bu bakteri grubunun quarum sensing (QS) sistemi aracılığı ile salgıladığı

otoindükleyici AHL moleküller biyofilm oluşturmada ve dokuya yerleşmede önemli rol

oynar (152). P.aeruginosa suşlarının salgıladığı AHL moleküllerinin bağışıklık sistemini

düzenlediği ve konağın çeşitli hemodinamik parametreleri üzerine etkileri olduğu ve

akciğer enfeksiyonlarının patofizyolojisinde önemli rolleri olduğuna dair çalışmalar

vardır (51,90,158). Bakteri virulansındaki bu önemli rolleri nedeniyle AHL molekülleri,

anti-infektif tedavi için yeni hedef moleküller olarak değerlendirilmektedir (46). AHL

molekülleri lakton halkası içerir (152). PON enzimlerinin laktonaz aktivitesi olduğu

bildirilmiştir (37). P.aeruginosanın salgıladığı AHL ürünleri özellikle PON2 aracılığı ile

inhibe olmaktadır (33,121). PON2’nin hem bakterinin AHL sinyalleri aracılığı ile

virülansını azaltığı hem de enfeksiyona konağın yanıtını düzenlediği düşünülmektedir

(37). Trakeal epitel hücrelerinde PON1,2,3 enzimleri, özellikle PON2 ve PON3 daha

fazla eksprese edilmektedir (151). Trakeal epitel hücrelerinde PON2’nin P.aeruginosa

QS sinyallerini inhibe ettiği ancak bütünlüğü bozulmamış epitel hücrelerinde etkili

olmadığı gösterilmiştir (151).

PON veya PON dışı enzimlerin trekeal epitel hücrelerinde 3-OC12-HSL

sinyallerini inaktive etmesi, PON enzimlerinin özellikle PON2’nin P.aeruginosa QS
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sinyallerine karşı anahtar savunma mekanizması olabilmesi yönünden önemlidir.

PON2’nin 3-OC12-HSL hidrolize etme yeteneği PON1 ve PON3’e göre 22-75 kat daha

yüksek etkinlik gösterdiği bildirilmiştir (157). PON2’nin ER ve nüklear zarda lokalize

olduğu, fare makrofaj ve insan hücre dizilerinde plazma membranında yerleşmediğini

bu nedenle PON2’nin 3-OC12-HSL’nu hücre içinde inaktive ettiği gösterilmiştir (67,

121). P.aeruginosa AHL sinyallerinin bloke edilmesi bakterinin biyofilm yapımına

gidişini azaltmakta ve sonuçta bakterinin virulansı üzerine etki etmektedir, ancak

bakterinin üremesini durdurmak üzerinde etkisi yoktur. P.aeruginosa, 3-oxododecanoyl-

L homoserine lakton molekülüne karşı geliştirilmiş olan bir antikorun, akciğerdeki

bakteri miktarı üzerinde değişiklik yapmaksızın konağın inflamatuar yanıtını bloke

ederek P.aeruginosa enfeksiyonlarına karşı koruyucu olduğu gösterilmiştir (111).

Ozer ve ark. PON1 içeren wilde tip fare serumu ile P.aeruginosa biyofilm

oluşumunun %75 azaldığını ancak sığır serum albümünü ile %10 azalma olduğunu

göstermişlerdir (121). Aynı çalışmada PON1 knock out fare serumu ile biyofilm

oluşumunun %15 inhibe olduğu bildirilmiştir. İlginç olarak aynı çalışmada PON1

defekti olan farelerin wild tip PAO1 ile infeksiyona daha duyarlı olacakları beklenirken

peritonit oluşturulmuş infeksiyon modelinde, infeksiyondan 50 saat sonra PON1 knock

out fareler %100 yaşarken, wild tip fareler %50 oranında yaşamışlar, bu durum

PON1’in olmamasına bağlı PON2 ve PON3’ün artmış ekspresyonu sonucu PAO1’in

interfere olduğu şeklinde yorumlanmıştır. Bu durumu doğrulamak için araştırıcılar

PON1 knock out farelerin hava yolu epitelindeki PON2 ve PON3 mRNA düzeylerine

bakmışlar ve wilde tip fareler ile karşılaştırmışlar. PON1 knock out farelerde diğer

gruba göre belirgin olarak artmış PON2 ve PON3 mRNA düzeyleri saptanmış. Artmış

PON2 ve PON3 düzeylerinin P.aeruginosa sepsisine karşı koruyucu olduğu

belirtilmiştir. Sonuç olarak PON2 ve PON3’ün 3-OC12-HSL üzerine PON1’den daha

etkili olduğu ileri sürülmüştür (121).

Enfeksiyon sırasında makrofaj olgunlaşması sırasında strese bağlı PON2 upregüle

olur. Bu durumun doğal bağışıklık sisteminde koruyucu rolü olabilir. PON enzimlerinin

fizyolojik rolünün, yağ asitlerinin oksidasyonu sonucu oluşan ve lokal anti inflamatuvar
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yanıtın düzenlenmesi ile sonuçlanan lipid mediyatörleri üzerine olduğu da

belirtilmektedir (36,139).

Alkolün bağışıklık sistemi üzerine direkt ve indirekt etkileri vardır. Alkol bağışık

yanıtta rol alan çeşitli organların üzerine etkir ve sonuçta TNF-alfa, interferon gama,

NK ve fagositer hücreler üzerine olan etkilerine bağlı bağışıklık sistemini

zayıflatmaktadır (12,143,153,163). Bağışıklığın zayıfladığı durumlarda enfeksiyona

yatkınlık gelişir (153).

Bu çalışmada kronik alkol kullanımı sırasında P.aeruginosa enfeksiyonu

varlığında konağın PON enzimleri aracılı yanıtı araştırılmış ve bu amaçla serum

yanında dokularda da PON ve AE aktivitelerine bakılmıştır. Sadece alkolün ve alkolle

birlikte P.aeruginosa enfeksiyonun varlığının PON enzim aktiviteleri üzerine etkisi

araştırıldı. Alkol ve enfeksiyon varlığında daha belirgin olmak üzere genel olarak

enfeksiyon varlığında serum PON ve AE aktivitelerinin kontrole göre daha düşük

olduğu görüldü. Karaciğer enzim aktiviteleri yönünden gruplar arasında fark

saptanmadı. Bu çalışmada sol akciğerde ESP grubunda üreyen bakteri miktarı NSP

grubundan daha fazlaydı ve aradaki fark da anlamlı bulundu. Ancak akciğer PON ve

AE aktiviteleri yönünden hem sağ hem de sol akciğer de gruplar arasında fark

saptanmadı. P.aeruginosa akciğer enfeksiyonu ve PON enzim aktivitelerinin ileri

çalışmalarda moleküler olarak PON mRNA çalışmaları ile araştırılması yararlı

olacaktır.

Bu çalışmada hem karaciğer hem de akciğerde alveol hücrelerinde insitu hücre

ölümünün varlığını göstermek için TUNEL boyama yöntemi ile DNA kırıklarının

varlığı ve kolorimetrik ELİSA yöntemi ile dokuda kaspaz-3 aktivitesi araştırıldı. ESK

grubunda apoptotik hücre oranı hem sham grubuna hem de normal diyetle beslenen

kontrol grubuna göre yüksek bulundu. Bu sonuçlar kronik alkol kullanımına bağlı

karaciğerde apoptozun arttığını gösteren çeşitli klinik ve deneysel çalışmalarla

uyumludur (42, 108,176 ).
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Kronik alkol kullanımı sırasında akciğer enfeksiyonu gelişmesi durumunda

karaciğerde apoptotik sürecin etkilenip etkilenmediği de araştırıldı. Alkol verilen grupta

enfeksiyon varlığında kontrol gruplarına göre anlamlı oranda apoptotik hücrelerin arttığı

görüldü. Benzer şekilde enfeksiyon oluşturulan NSP grubunda da sham grubuna ve

normal sıvı diyet ile beslenen gruba göre karaciğer apoptotik hücre oranının alkol

kullanan grup kadar olmasa da anlamlı şekilde yüksek olduğu görüldü. Vücudun her

hangi bir bölgesindeki enfeksiyon, mikroorganizma ile konak arasındaki bir dizi

etkileşim sonucunda gelişir. Oluşan enfeksiyon yerel olarak sınırlı olabileceği gibi çevre

dokulara yayılabilir veya uzak organ ve dokulara kan yolu ile yayılarak sistemik

enfeksiyon şeklinde seyredebilir (8). LPS’in indüklediği karaciğer apoptozunda, artmış

mononukler hücre infiltrasyonu ve aktive makrofajlardan salınan TNF-alfa aracılıklı

apoptoz gelişmektedir (52,97). Benzer şekilde akciğer enfeksiyonu varlığında

karaciğerde mononuklear hücre infiltrasyonu kaçınılmaz olarak artacak ve makrofaj

aktivasyonu olacaktır. Bu çalışmada enfeksiyon oluşturulan her iki grupta da kontrole

ve sham grubuna göre TUNEL pozitif hücre sayısındaki artışın buna bağlı olduğu

düşünüldü.

Apoptotik yolların ortak molekülü kaspaz-3 dür. Bu çalışmada apoptozun

belirteçlerinden biri olan doku kaspaz-3 aktivitesi araştırıldı. Karaciğer kaspaz-3

aktiviteleri karşılaştırıldığında gruplar arasında fark bulunmamıştır.  Grupların ortanca

değerleri incelendiğinde özellikle alkol verilen ve enfeksiyon oluşturulan ESP grubunda

sham grubuna çok yakın aktivite saptanmıştır. Bu durum apoptotik hücre oranlarına

göre ters bir durum olarak değerlendirilmiştir. Oysaki ESP grubunda  kontrol gruplarına

göre apoptotik hücre oranı yüksek saptanmış bu yüksekliğe paralel olarak kaspaz-3

aktivitesinin de yüksek olması beklenmiştir. Şaşırtıcı olarak ortanca olarak kaspaz-3

aktivitesi ESP grubunda sham grubuna benzer bulunmuştur. Normalde alkole bağlı

karaciğer hücrelerinde gelişen apoptoz sürecinde fas-fasL sistemi aracılıklı kaspaz-3

aktivasyonunda artış olduğu ve bu yolun alkole bağlı karaciğer hücre apoptozunda

mitokondrial sitokrom c varlığından daha belirleyici olduğu bildirilmiştir (177). Bu

çalışmada enfeksiyon varlığında apopitotik hücre oranında görülen durumun kaspaz-3

aktivitesinde gözlenmemiş olması ilginç bulunmuştur.
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Yapılan bir çalışmada LPS ile indüklenmiş tolerant farelerde karaciğer

apoptozunun kontrol ratlara göre suprese olduğu ve kaspaz-3 aktivitesinin ve

ekspresyonunun down regüle olduğu saptanmıştır (102). Alkol kullanımının

pankreastaki ölüm sinyalleri üzerine etkisinin araştırıldığı invivo bir çalışmada da

pankreasta alkole bağlı kaspaz-8 gen ekspresyonunun azaldığı ve buna bağlı kaspaz-3

aktivitesinin düştüğü bildirilmiştir (163). Koteish ve ark. yaptıkları çalışmalarında LPS

verilen ratlarda karaciğerde apoptoz ve prokaspaz-3 ve kaspaz-3 aktivitelerini

araştırmışlar, normal diyet ile beslenen ratlarda LPS verilmesinden sonra karaciğer

apoptozunun arttığının histolojik kanıtları ile birlikte kaspaz-3 aktivitesinde de kısa

süreli bir artış izlediklerini ancak benzer durumun alkol verilen ratlarda gözlenmediğini

bildirmişlerdir (86). Oysa alkol verilen ratlarda LPS uygulanması sonrasında

karaciğerde histolojik olarak görülen hasarın, normal diyetle beslenen ve LPS verilen

gruba göre çok daha fazla olduğu bulunmuş. Bu durumda etanolün hepatik kaspaz-3

aktivitesini inhibe edebileceği düşünülmüş. Aynı çalışmada yapılan ileri analizlerde

sitozolik sitokrom c içeriğinde ve oligonükleozomal DNA fragmantasyonunda etanolle

ilişkili olarak bir artış gözlenmemiştir. Sonuçta etanolün LPS’nin indüklediği karaciğer

hücrelerinde apoptozu artırdığını ancak bu yanıta aracılık eden invivo mekanizmaların

invitro mekanizmalardan farklı olabileceğini ileri sürmüşlerdir (86). Bu çalışmada

benzer bir bulgunun varlığı, belirtilen çalışmayı destekliyor gibi görünse de, bu

bulgunun gruplardaki hayvan sayısı arttırılarak, enfeksiyon varlığında alkolün kaspaz-3

üzerine etkisinin ve apotozda rol alan diğer yolaklarında sorgulanacağı ileri çalışmalarla

desteklenmesi gerektiği düşünüldü.

Akciğer dokuları TUNEL pozitifliği yönünden karşılaştırıldığında gruplar

arasında fark saptanmamıştır. Tüm gruplarda benzer alveoler alanlar incelemeye alınmış

ve alveol epitel hücrelerindeki TUNEL pozitif hücre varlığı araştırılmıştır. Bu çalışmada

alveolar hücre epitelinde tüm gruplarda sham grubuna benzer oranda pozitiflik

saptanmıştır. Bu çalışmada enfeksiyon oluşturulan gruplarda sham ve kontrol gruplarına

göre akciğer kaspaz-3 aktiviteleri açısından fark saptanmamıştır.
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P.aeruginosa’nın ve virülans özelliklerinin farklı hücrelerin apoptozu üzerine

etkilerini araştıran çeşitli çalışmalar vardır (5,25,29,72,113,142,160). P.aeruginosanın

havayolunda apoptozu indüklemesi hem konak epitel hücrelerine hem de bakteriye

bağlıdır. Rajan ve ark. hücre kültür ortamında yaptıkları çalışmalarında hava yolu

epitellerinde P.aeruginosa varlığında proinflamatuar sitokinlerin salgılandığını ancak

apoptozun indüklenmediğini bildirilmişlerdir (131). Hotchkiss ve ark. çalışmalarında

P.aeruginosa ile oluşturdukları akciğer enfeksiyon modelinde bronşial apoptoz

saptamadıklarını, ancak kapiller endotelyal ve alveolar epitelde nadir apoptoz

saptadıklarını belirtmişlerdir (68). Aynı çalışmada kaspaz-3 immünohistokimyasal

boyamada negatif bulunmuştur. Hotchkiss ve ark. çalışmalarında TUNEL yönteminde

hücreye spesifik endojen yüksek endonukleaz aktivitesi varlığında TUNEL yalancı

pozitifliğinin bulunduğunu ve saptanan bu pozitifliklerin buna bağlı olduğunu, sonuç

olarak hava yolu epitellerinin P.aeruginosa’ya bağlı apoptoza dirençli olduğunu

belirtmişlerdir (68). Diğer bazı çalışmalarda da fare böbrek tübüler hücrelerinde ve

karaciğer hücrelerinde TUNEL yalancı pozitifliğinin DNA nükleaz aktivitesine bağlı

olabileceği bildirilmiştir (129). Yapılan diğer bir çalışmada hem gram negatif hem de

gram pozitif bakterilerle oluşturulan pönomoni modelinde enfeksiyon bölgesinde

inflamasyon alanında artmış sayıda apoptotik hücre görüldüğü ancak bu hücrelerin

PMNL ve lenfosit olduğu ve bronşial epitel hücrelerinde apoptoz görülmediği ve hava

yolu epitel hücrelerinin apoptoza dirençli olduğu belirtilmiştir  (146).

Ancak diğer bazı çalışmalarda invivo P.aeruginosa pnömoni modellerinde

akciğerde apoptozun varlığı gösterilmiştir. Le Bere ve ark. P.aeruginosa PAO1 ile

oluşturulan pömoni modelinde intratrakeal bakteri verilişinden 4 saat sonra alınan

örneklerde TUNEL pozitif hücre yüzdesini kontrole göre anlamlı olarak artmış

bulduklarını bildirmişlerdir (89). Aynı şekilde pnömonik akciğerde kaspaz-3 aktivitesini

de anlamlı şekilde artmış saptamışlardır. P.aeruginosa pnömonisinin erken evresinde

hem alveolar hem de epitel hücrelerde apoptotik aktivitede anlamlı şekilde artış

saptandığı ve kaspaz inhibitörü Z-VAD-fmk verildiğinde anlamlı şekilde apoptotik

hücre oranının düştüğü gösterilmiştir (89).
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P.aeruginosa ile enfeksiyon sonrasında CD95/CD95 ligand ekspresyonunun arttığı

gösterilmiş ve Tip III sekresyon sistemi aracılıklı apoptoz geliştiği bildirilmiştir (64,73).

Ayrıca ortamdaki demirin yüksek veya düşük olmasının apoptoz oranını etkilediği ve

yüksek demir varlığında PAO1’in apoptozu indüklediği bildirilmiştir (142). Grassme ve

ark. deneylerde kullanılan P.aeruginosa süspansiyonun bakterinin üremenin hangi

fazından hazırlandığının ve hangi yolla verildiğinin apoptoza gidişi etkilediğini, ayrıca

kaspaz-3 aktivitesinin immünohistokimyasal olarak gösterilmemiş olmasının apoptoz

yokluğu anlamına gelmeyeceğini belirtmişlerdir (55).

Bu çalışmada alkolün karaciğer hücrelerinde insitu hücre ölümünü arttırdığı

enfeksiyon varlığında bu durumun daha da belirgin olduğu bulunmuştur. Ancak

akciğerde benzer bulgular görülmemiştir. Enfeksiyon oluşturulan gruplarda kaspaz-3

aktivitesi hem karaciğer dokularında hem de akciğer dokularında kontrollere benzer

bulunmuştur. Alkol, enfeksiyon ve apoptoz üzerine yapılan çalışmaların bazıları klinik,

bazıları invivo, bazıları hücre kültür ortamlarında yapılmıştır. Çalışmalar arası

farklılıklar yöntem kaynaklı olabilir. İnvitro planlanan bir model, konağın immün yanıtı

bütüncül olarak düşünüldüğünde tamamen invivo bir modeli yansıtamayabilir. Benzer

şekilde invivo tasarlanan bir modelin de her grupta standardizasyonu her zaman için

mümkün olamayabilir (deney hayvanlarının süreç içinde ölümüne bağlı gruplardaki

sayının eşitlenememesi, alkole ve enfeksiyona yanıta bireysel farklılıkların olması gibi).

Yukarıda belirtildiği gibi bu araştırmanın bulgularını destekleyen yayınlar olmakla

birlikte bu konuda kesin sonuçlara ulaşabilmek için ileri çalışmalara gerek duyulduğu

görülmektedir.

Bu çalışmadan elde edilen verilere göre, alkolün immün sistem üzerine yaptığı

etkilere bağlı enfeksiyona yatkınlığı artırdığı, alkol ve enfeksiyon birlikteliğinin

karaciğerde hücre zedelenmesini artırdığı görülmüştür. Serbest oksijen radikallerine

bağlı hasar sonucunda karaciğer MDA düzeylerinde artış saptandığı, insitu hücre

ölümünün arttığı, bütün bu süreçte bu deney modelinde PON ve AE aktivitelerinin çok

fazla etkilenmediği bulunmuştur.
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Alkol, P.aeruginosa enfeksiyonu, serbest oksijen radikallerine bağlı hasar ve insitu

hücre ölümü ilişkisini sorgulayan yeni çalışma modellerinin ve moleküler çalışmaların

bu konuda yeni yaklaşımlar getireceği ve tedavi protokollerinin geliştirilmesine katkı

sunacağı sonucuna varılmıştır.
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER

Bu çalışmada alkol ve enfeksiyon varlığında, konak yanıtı sorgulandı.

Biyokimyasal ve histolojik bulgular ışığında kronik alkol kullanımının karaciğerde

hücre hasarını arttırdığı görülmüştür. Karaciğerde artmış lipit peroksidasyon ürünlerinin

varlığı alkolün serbest oksijen radikalleri aracılıklı bir hasara yol açtığını göstermiş ve

ayrıca enfeksiyon varlığında bu hasarın şiddetinin arttığı bulunmuş, alkol kullanımı

sırasında gelişen enfeksiyon seyrinin daha kötü olduğu saptanmıştır.

Bu çalışmada serum paraoksonaz aktivitesinin sadece alkol kullanımına bağlı

olarak belirgin olarak değişmediği bulunmuş, ancak alkol kullanımının süresine bağlı

olarak paraoksonaz aktivitesinin daha fazla etkilenebileceği düşünülmüştür. Alkolün tek

başına konak yanıtı üzerindeki etkilerinin karmaşıklığı bilinmektedir. Benzer şekilde

enfeksiyon, özellikle oluşturduğu AHL sinyalleri aracılığı ile P.aeruginosa

enfeksiyonlarının patogenezi oldukça karmaşık süreçleri içermektedir. Son birkaç yılda

PON enzimleri ve P.aeruginosa AHL sinyalleri üzerine yapılan sınırlı sayıdaki

çalışmalar konağın bu bakteriye karşı savunma mekanizmalarını aydınlatmak açısından

son derece de önemlidir. Bu çalışmada alkol verilen ve enfeksiyon oluşturulan grupta

aradaki fark istatistiksel olarak anlamlı olmasa da serum PON ve AE aktivitelerinde

düşme saptanması genel olarak alkol ve enfeksiyonun serbest oksijen radikalleri

aracılıklı hasarı artırırken, antioksidan kapasitede azalmaya neden olabileceği şeklinde

yorumlanmıştır. Alkol ve enfeksiyon varlığında PON enzim aktivitesindeki

değişikliklerin farklı bölgelerde veya farklı bakteriler ile oluşturulmuş enfeksiyon

modellerinde araştırılması bu alanı aydınlatması açısından yararlı olacaktır.

Bu çalışmada alkolün karaciğer hücrelerinde insitu hücre ölümünü arttırdığı

enfeksiyon varlığında bu durumun daha da belirgin olduğu bulunmuştur. Ancak

akciğerde benzer bulgular görülmemiştir. Enfeksiyon varlığında karaciğerde insitu

hücre ölümünde artış saptanırken kaspaz-3 aktivitesinde buna paralel olarak bir artışın

gözlenmemiş olması ilginç bulunmuştur. Bu bulgunun ileri çalışmalarla desteklenmesi,

sorgulanmasının gerekli olduğu düşünülmektedir.
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Sonuç olarak alkol ve P.aeruginosa enfeksiyonlarının birlikteliğinde konağın

immün yanıtını, alkol ve enfeksiyon ilişkisini sorgulayan ileri moleküler, invivo hayvan

modelleri ve invitro hücre kültürü modelleri ile yapılacak yeni çalışmaların yararlı

olacağı düşünülmüştür.
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