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OZET
Kronik alkol tiketen ratlarda Pseudomonas aeruginosa ile
indiklenmis pnémoni modelinde biyokimyasal hiicresel hasar gostergeleri ve

in situ hticre 6lumi

Bu calismada kronik alkol kullanimi sirasinda Pseudomonas aeruginosa
(P.aeruginosa) pnoémonisi varliginda karaciger ve akcigerde olusan hicresel
degisiklerin; apoptotik metabolik yollar ve oksidan stres ile iliskisinin arastiriimasi

amaclandi.

Erkek wistar ratlar; normal kati diyet verilen sham (n=6), normal sivi diyet
verilen (n=8) ve etanolll sivi diyet verilen (n=7) kontrol gruplari, normal sivi diyet
verilen ve P.aeruginosa pnomonisi olusturulan (n=7) ve etanolli sivi diyet verilen ve
P.aeruginosa pnomonisi olusturulan (n=5) pnémoni gruplari seklinde bes gruba ayrildi.
In situ hiicre 6liimiine TUNEL yontemi ile bakildi. Hiicresel hasarin ve konak yanitinin
biyokimyasal gostergeleri icin serum ALT ve LDH aktiviteleri ile doku ve serum
malondialdehid (MDA) diizeyi, serum ve doku paraoksonaz ve arilesteraz ve doku

kaspaz-3 aktiviteleri dlguldu.

Etanolli sivi diyet verilmis kontrol ve etanollii sivi diyet verilmis pnémoni
gruplarinin her ikisinde serum ALT aktiviteleri diger gruplara gére anlamh olarak
yuksekti (p<0.05). Tim gruplarda sham grubuna gore karaciger MDA diizeyi artmisti,
ancak sadece etanollii diyet verilen pnémoni grubunda fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0.05). Akciger MDA dizeyleri arasinda fark saptanmadi. Karacigerde
TUNEL pozitif hucre artisi etanollii diyet verilen kontrol ve pnémoni gruplarinda ve
normal sivi diyet verilen pndmoni grubunda, sham ve normal sivi diyet verilen kontrol
grubuna gore daha yuksekti (p<0.05). Karaciger ve akciger kaspaz-3 aktiviteleri gruplar
arasinda farkl degildi. Serum paraoksonaz aktivitesi pnémoni gruplarinda daha dusik

olmakla birlikte gruplar arasinda fark bulunmadi.



Etanolll sivi diyet verilen ve pnomoni olusturulan grupta artmis karaciger MDA
diizeyinin varhigl ve serum paraoksonaz aktivitesindeki diisme egilimi, kronik alkol
kullanimi sirasinda gelisen enfeksiyonun karacigerde serbest oksijen radikalleri
aracthikli hasari artirirken, antioksidan kapasitede de azalmaya neden oldugu seklinde

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 malondialdenyde (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.

vii



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. GIRIS VE AMAC

Uzun sureli alkol kullanimi 6nemli bir sosyal ve saglik sorunudur. Hafif dozda
alkol alimindan bagimhhk dizeyine ulasan yiksek doz alkol tiuketimi tum diinyada
yaygindir. Orta dizeyde alkol alimi immin sistemi koruyucu etki gosterebilir iken, asiri
ve slrekli alkol alimi zarar verici niteliktedir (48,162). Uzun sireli ve yuksek dozda
alkol tlketimi basta karaciger, pankreas ve gastrointestinal sistem olmak Uzere birgok
organ ve sistemi etkilemektedir. Alkol karacigerde iki oksidatif stire¢ sonrasinda 6nce
asetaldehite sonra asetata donusir (23). Alkolin uzun sireli kullanimi asetaldehidin
karaciger htcrelerinde birikimine bagli olarak karaciger fonksiyonlarinda azalmaya
neden olmakta ve hiicre hasari olusturmaktadir (93,95). Asetaldehitin birikimi redikte
glutatyon dizeylerinde azalmaya yol acar ve lipid peroksidasyonunun baslamasina
neden olur (17,18,95). Apoptoz ve nekroz hicre 6lumundeki iki 6nemli mekanizmadir.
Alkole baglh hepatositler, néronlar ve intestinal epitel hiicreleri gibi cesitli hiicrelerde
apoptotik degisimler gézlenmistir. Bu hucrelerdeki degisiklikler TNF-a up-regulasyonu
ve mitokondriyal kaspaz-3 aktivasyonu ile iliskilendirilmistir (16,107,108).

Lakton hidrolaz ailesinden bir enzim olan paraoksonaz ester baglarini hidrolize
eder. Ozellikle paraoksonaz 1 (PON1) karacigerde eksprese olur ve seruma salinir (35,
49). Oksidatif stres varhginda azalmis PON1 aktivitesinin lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olabilecegi ileri strtlmektedir (11). Serumda ALT gibi klasik karaciger
enzim aktivitelerindeki artis yaninda, doku lipid peroksidasyonu, PON1 aktivitesindeki
degisim ve diger oksidatif stres gostergelerindeki degisiklikler karaciger hiicre hasarinin
biyokimyasal gostergeleri olarak kullanilabilir (11,44,45,70,78,135).

Uzun sdreli alkol kullaniminin immin sistem 0zerindeki etkileri nedeniyle
organizmada enfeksiyon hastaliklarina yatkinlik ve enfeksiyon hastaliklarinda artis
gorilmektedir (17,48). Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) immdin sistemi
baskilanmis kisilerde yasami tehdit eden enfeksiyonlara neden olmaktadir. P.
aeruginosa Kkistik fibrozisli ve kronik alkol kullanan hastalarda énemli pnémoni etkeni

olarak rol alir (40,103,154). P.aeruginosa ile olusturulmus deneysel pnémoni



modellerinde programlanmis hicre 6limanin gergeklestigini ileri siren calismalar
yaninda (25,55,73,89), P.aeruginosa’ya bagli olusan pnémoni modelinde solunum epitel

hlcrelerinde apoptotik degisimlerin gézlenmedigini bildiren yayinlar da vardir (68,131).

Bu calisma, kronik alkol kullanimina bagl karaciger ve akciger dokularinda
meydana gelen hiicresel degisiklerin ve bu degisikliklerin oksidatif stresle ve insitu
hicre 6lumu ile iliskisini arastirmak ve kronik alkol kullanimi sirasinda meydana gelen
firsat¢l akciger enfeksiyonunun varliginin ve siddetinin bu degisiklikler Uzerine etkisi

olup olmadigini ortaya koymak amaciyla planlandi.



2. GENEL BILGILER

Cogu gelismis tlkede alkol alimi sosyal bir sorundur. Hafif dozda alkol alimindan
bagimhlik dizeyine ulasan yuksek doz alkol tiuketimi tim dinyada yaygindir. Hafif ve
orta duzeyde alkol aliminin bazi sistemler tzerine yararli etkileri oldugu ancak uzun

streli ve yiksek doz alkol aliminin zararli etkileri oldugu bilinmektedir (48).

Dinyada 6nemli 6lim nedenlerinden birinin alkole bagh karaciger sirozu oldugu
belirtilmistir. Kronik alkol kullanimi sonrasi siklikla nérolojik, kardiyak, muskuler ve
pankreatik hastaliklara da rastlanmaktadir (23). Alkolln toksik etkileri alkol alimindan
sonra serum alkol dizeyi ile direkt iliskilidir. Alkol alindiktan sonra karacigerde
metabolize olur. Alkol metabolizmasi sonrasi olusan toksik metabolitlerin karacigerde
birikimi sonucu ©ncelikle karaciger hasari gelisir ve bunun sonucunda karaciger
fonksiyonlarinda bozulma olur. Karaciger fonksiyonlarindaki bozulma sonucu karaciger

yaglanmasi ve siroz gibi birgok patolojik sure¢ gelisir (23, 95,126).

2.1. Alkol (Etanol) Metabolizmasi

Etanol (CH3CH,OH) hem yagda hem suda ¢6zinebilen kiglk bir molekildir. Bu
nedenle barsaktan pasif difizyonla emilir. Etanol esas olarak karacigerde, daha az
oranda bobrek, akciger, mide ve diger dokularda metabolize olur. Agiz yolu ile alinan
etanolun kicuk bir kismi (%5) gastrik mukozal hiicrelerden giris yapip burada
metabolize olurken kalani kana gecer. Bunlarin %85-98’i karacigerde metabolize olur.
Yalnizca %2-10’u akciger ve bobrekler yoluyla atilir (96).

Etanol metabolizmasi karmasik sirecleri icerir. Bireysel 6zelliklerden oldukca

etkilenir. Emilimi, atthmi ve dagihmi kisiden kisiye farkliliklar gosterir (96).

Etanoliin  metabolizmasiyla iliskili enzimler alkol dehidrogenaz (ADH),
asetaldehit dehidrogenaz (ALDH) ve mikrozomal etanol okside edici sistem



(MEOS)’den olusur (96). Karacigerde alkol metabolizmasindan sorumlu baslica (g
yolak tanimlanmistir (23,70, 92-96).

1- ADH yolag:: sitozolde yerlesik

2- MEOS yolagi: Hepatosit endoplazmik retikulumunda yerlesik

3- Katalaz yolaklari: Hepatosit peroksizomlarinda yerlesik

Ayrica nonoksidatif alkol metabolizmasinin varhgina dair kisitli yayin vardir (23).

2.1.1. Alkol dehidrogenaz (ADH) yolag!

Karacigerde etanol metabolizmasinin ana yolu nikotinamid adenin dinukleotidi
(NAD") indirgen nikotinamid adenin dinukleotid (NADH)’a indirgeyerek, etanolil
asetaldehite yikseltgeyen sitozolik bir enzim olan alkol dehidrogenaz araciligiyla
gerceklesir. Metabolizma ile ortamdan uzaklastiriimazsa, asetaldehit karacigerde toksik
etkiler gosterir ve kan yoluyla diger dokulara gecip onlar lzerinde toksik etkiler
gosterebilir (23, 96).

insan ADH enzimi, dimerik ¢inko bagimh bir metalloenzimdir. Bu enzim 7. gen
Uzerinde kodlanmistir. ADH1-ADH?7 arasinda siniflandiriimistir (23). ADH enzimi,
alkol substratinin zincir uzunluguna 0zgulligu degisen izoenzim ailesine sahiptir.
Etanol icin en fazla 6zgulligu olan ADH sinif 1°dir. ADH1 icin her biri allelik
varyantlar gosteren 3 gen bulunmaktadir. ADH1 karacigerde bol miktarda
bulunmaktadir. Etanol icin disik Km degerine sahiptir. 0,05-4 mM’lik bu Km degeri
yuksek affiniteyi gostermektedir. Sinif 1V ve Sinif 1l enzimler etanol metabolizmasina
az katkida bulunsalar da, bunlar toksik etkilere katkida bulunabilirler. Etanol
konsantrasyonu ust gastrointestinal yolda oldukca yiksek konsantrasyonlarda olabilir ve
burada sinif 1V enzimleri (gastrik ADH) tarafindan olusturulan asetaldehit agir

alkoliklerde kanser gelisme riskini artirir (96).

ADH etanoli asetaldehite donistlrir. Asetaldehit ise aldehit dehidrogenaz
(ALDH) enziminin katalizi ile asetata donustirlir. Karacigerde temel toksik etki
asetaldehitin birikmesine bagh olusur (23,95,122). ADH, etanoli ne kadar hizli



asetaldehite dondstlrirse veya ALDH asetaldehiti ne kadar yavas asetata donustururse
alkole bagli belirtiler o 6lctide belirgin olur.

------

setaldehit

NAD*
ALDH

Sekil 1. Etanol Metabolizmasi. ADH: Alkol Dehidrogenaz, ALDH: Asetaldehit Dehidrogenaz (96)

ADH enziminin alfa, beta ve gamma alt birimleri olmak tizere tg¢ adet alt birimi
tanimlanmistir. Her alt birim farkli bir gen tarafindan kodlanmistir (70,93,95). Degisik
irklarda degisik ADH gen polimorfizmi bildirilmistir. Ozellikle ADH2*2 ve ADH3*1
izoenzimlerinde polimorfizm oldugu belirtilmistir (23). ADH’in vicudun farkl

bolgelerinde yerlesmis izoformlari oldugu gosterilmistir (23).

2.1.1.1.Gastrik ADH

insan midesinde Sinif I, 11l ve IV ADH izoenzimlerinin hem disik hem de
yiksek Km degerinde bulundugu gosterilmistir (23,93). Alkol oral olarak alindiginda
ayni miktarin intra vendz (iV) verilmesine gore, serumda anlamh sekilde diisiik olarak
saptanmaktadir. Bu fark alkolun ilk gecis metabolizmasi olarak bilinir. Gastrik ADH
etnik ve cinsiyet farkliliklari gosterir. Ayni doz alkol verilen kadinlarda erkeklerden

anlaml olarak daha yiksek serum alkol dlzeyleri saptandigi bildirilmistir. Ancak yas



ilerledikce (50 yasin Ustlinde) bu farkin ortadan kalktigi belirtilmektedir. Bu dusik ilk
gecis metabolizmasinin kadinlarda dustk gastrik ADH aktivitesine, 6zellikle sinif 111

izoenzime bagli oldugu belirtilmistir (23).

2.1.1.2. Kolonik ADH

Hem insan hem de rat kolon mukozasinda ADH saptanmistir. Kolonda bulunan
bakteriler alkol metabolizmasinda rol almaktadirlar. Normal insan flora tyesi olan bazi
bakteriler yiksek ADH aktivitesine sahip olup mikroaerobik kosullarda etanolden
asetaldehit olusumuna neden olurlar (23,145,147). Buna bakteriyokolonik yol
denmektedir (145). Bu yolda etanol bakteriyel ADH aracihgi ile metabolize olmakta ve
yine olusan asetaldehit bakteriyel veya kolonik mukozal ALDH araciligi ile asetata
donustirilmektedir. Ayrica intrakolonik asetaldehit portal ven araciligi ile absorbe
edilip karacigerde okside edilmektedir (23). ALDH aktivitesi kolonik mukozada
dustiktur ve bu nedenle kolonda asetaldehit birikimi olur ve bu da alkole bagl

gastrointestinal belirtilerin ortaya ¢cikmasina neden olur (23).

2.1.1.3. ALDH

Olusan asetaldehitin yaklasik %90’1 karacigerde asetata metabolize olur. Major
enzim mitokondriyal ALDH (ALDH2)’dir. Bu enzim asetaldehiti asetata donustururken
NADH olusur. insan karacigerinde asetaldehit oksidasyonunun %80°den fazlas
ALDH2 tarafindan gerceklestirilir. ALDH2’de yaygin allelik varyant asetaldehit
metabolizmasinin kapasitesini biylk oranda azaltir. Kalan asetaldehit oksidasyonu
sitozolik ALDH (ALDH1) yoluyla olusur. Diger ALDH’lar cesitli organik alkoller,
toksinler ve gevresel kirleticiler izerine etkilidirler. Toksik etkisi olmayan asetat, asetil

CoA’ya donisiip Krebs dongustne girebilir veya yag asit sentezine katilabilir (96).

ALDH enziminin etanol metabolizmasindan sorumlu olan ALDH2 enzimini
kodlayan gen 12. kromozomda yer almaktadir. ALDH2 enzimindeki polimorfizm,

kisilerde asetaldehit miktarinin daha fazla birikmesinden sorumlu tutulmustur (70).



2.1.2. Mikrozomal etanol okside edici sistem (MEQS)

Karacigerde etanol oksidasyonunun dider bir temel yolu etanolii asetaldehide
yukseltgeyen MEOS’dur (Sekil 2). Diger bircok ilag gibi etanol, karaciger endoplazmik
retikulumunda yer alan mikrozomal enzimler araciligi ile de metabolize edilir. Temel
iliskili mikrozomal enzim, elektron vericisi olarak indirgen adenin dinukleotid fosfat
(NADPH), elektron alicisi olarak O’yi kullanan sitokrom P450 karma fonksiyonlu
oksidaz izoenzimi (CYP2EL)’dir (96). Akut alkol alimindan farkl olarak kronik alkol
aliminda CYP2E1 denilen 06zgil bir sitokrom P450 enziminin aktive oldugu
gosterilmistir. Bu enzim sitokrom P450°nin etanoli indukleyen fraksiyonudur.
CYP2EY1’in Km’si goreceli olarak yuksektir (23). MEOS’un etonole ilgisi ADH’dan
daha azdir. Bu yol orta derece alkol alanlarda etanol metabolizmasinin %210-20’sinden
sorumludur (96). Yiksek konsantrasyonda alkol veya kronik alkol kullaniminda MEOS
anlamli sekilde yukselir (23). CYP2E1 goreceli olarak NADP kullanarak yiksek
indirgeme potansiyeline sahiptir. Bu durum serbest oksijen radikali olusumuna neden
olur (82,95). Bu enzim ayni zamanda birgok hepatotoksik bilesigin metabolize
edilmesinde de rol oynamaktadir. Kronik alkol kullanimi sirasinda baska ilaglarin
alinmasi durumunda bu enzim nedeniyle diger ilaclarin da metabolizmasi
etkilenmektedir. CYP2E1 etanolle asirn induklendiginde karaciger hasarina neden
olmaktadir (95).
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Sekil 2. Endoplazmik retikulumda MEOS (CYP2E1 dahil) tarafindan katalizlenen reaksiyon (96).



2.1.3. Katalaz yolag!

Katalaz yolag! etanoliin metabolize edilmesinde tanimlanmis tcuncu yoldur. Bu
yol karaciger peroksizomlarinda yer alan katalaz enzimi araciligi ile gercgeklesir.
Katalaz, peroksizomlarda yag asitlerinin beta oksidasyonu sirasinda olusan hidrojen
peroksit (H,O,) varhiginda rol oynar. Katalaz yolagi H,O, varhginda invitro olarak
etanolu okside eder. Fizyolojik kosullarda ¢ok az rol alan bir sistemdir. Alkollin az
miktarda alindigi durumlarda NAD’nin kofaktor olarak rol almasina gerek duyulmadan
calisan bir sistemdir. Bu yolun sonunda da asetaldehit olusur (23,70). Kronik alkol

kullananlarda yag asitlerinin oksidasyonuna katki verebilir.

2.1.4. Nonoksidatif yol

Akut alkol intoksikasyonunda yag asitlerinin etil esterlerinin pankreas, karaciger,
kalp ve vyag dokusunda vyiksek konsantrasyonlarda biriktigi ancak bunun

dogrulanmamis bir hipotez oldugu belirtilmektedir (23).

2.1.5. Etanol oksidasyonu sirasinda olusan metabolik degisiklikler

Hem ADH hem de ALDH, NAD"nin NADH’a indirgenmesini gerektirir
(23,70,94). indirgenmis NADH artisi, laktat piruvat oranindaki degisime neden olur,
sonugta sitozolin redoks sisteminde degisim go6zlenir (23). Temelde bu redoks
dengesizligi karaciger hasarinin nedenidir. NADH/NAD® oranindaki artis, alfa
gliserofosfat konsantrasyonunda yiikselmeye ve bu da karacigerde trigliserit
depolanmasina neden olur. Ayrica NADH artisi yag asit sentezinde artisa neden olur ve
yag asitleri karacigerde birikir (23,70,95,122). Karacigerde sentezin artmasi, hepatik
lipoprotein sekresyonunda azalma, yag dokusunda yag asitlerinin biyik oranda hareketi
ve yag asit oksidasyonundaki azalma sonucunda karacigerde yag asit birikimi olur
(94,95).



Alkol alimindan sonra glikojen depolarinda azalma veya karbonhidrat
metabolizmasinda olusan anormalite sonucu ciddi hipoglisemik tablolar gorlebilir.
(23).

Alkol alimi ile birlikte esansiyel amino asitlerin alimi interfere olur. Aromatik
amino asitlerde artis olur. Bu artis hepatik ensefalopatiye neden olur. Karacigerde
albimin yapimi azalir. Azalan alblmin sonucunda Kkarin icinde anormal sivi (asit)
birikimi olur. Azalmis Ure yapimi sonucunda amonyak dizeyleri artar ve hepatik
ensefalopati gelisir (95). Alkol alimi ile birlikte B1 (tiamin), B2 (Riboflavin), B6
(piridoksin) C ve folik asit eksiklikleri gelisir. Ayrica siroz gelisen hastalarda belirgin

olarak vitamin A eksikligi gelisir (95).

2.2. Alkol ve Serbest Radikaller

Kronik hastaliklarin patogenezinde oksidatif stres 6nemli rol oynar. Kronik alkol
kullanimina bagh alkolik karaciger hastaliginin patogenezinde de oksidatif stresin
onemli rol oynadigi gosterilmistir (93,116,132). Oksijen radikalleri olusumunda artis
veya antioksidan kapasitede azalma sonucunda karaciger hucrelerinde hasar gelisir.
Alkol kullanimi sirasinda etkilenen karaciger organelleri mikrozomlar ve mitokondridir
(126). Kronik alkol ahminda hem ADH hem de CYP2EL1 aracihgi ile olusan asetaldehit
oksidatif strese neden olmakta ve bunun sonucunda olusan oksijen radikalleri araciligi
ile lipid peroksidasyonu olusmaktadir (17). Etanole baglh serbest oksijen
radikallerindeki artistan NADH/NAD® oranindaki artis sorumlu tutulmustur.
NADH/NAD" oranindaki artis demirin serbestlesmesine neden olur. Bu durumda
etanoluin indikledigi CYP2E1 enzimi aktivitesi artar. CYP2EL1’deki artis siiper oksit
artisina ve bu durumda NADPH varliginda lipid peroksidasyonuna neden olur (132). Bu
oksidatif durum mitokondrial DNA hasarina da yol acar. CYP2E1l vyaninda,
asetaldehitin birikmesi de membranlarda lipid peroksidasyonuna, protein ve DNA

hasarina neden olmaktadir (132).



Alkole bagli oksidatif karaciger hasarinda siperoksit (O;) anyonu merkezi rol
oynar. Mitokondride sliperoksit dismutaz enzimi (SOD) bulunur. SOD, O, anyonunu
H.0O,’e katalize eder. Alkole bagl karaciger hastaliginda karaciger hasarinin siddeti ile
SOD duzeyleri arasinda zit iliski oldugu belirtilmistir. Yapilan calismalarda Cu/Zn-
SOD’un veya mitokondriyal Mn-SOD’un alkole bagl karaciger hasarini Onledigi
gosterilmistir (124,132,166,167). SOD1 knockout farelerde yapilan bir ¢calismada alkole
bagl karaciger hasari ¢ok daha siddetli bulunmustur (79). Olusan H,O,, mitokondriyal
Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve peroksizomal katalaz enzimleri ile yikilir. Demir
varhiginda (Fenton reaksiyonu) H,O, hidroksil (OH) radikali gibi daha reaktif
radikallere donebilir. Olusan ‘OH, Kklortr (HOCL") radikalleri ve nitrik oksit (NO) aracili
peroksinitrit (ONOQ") radikalleri hiicrelere hasar verir (126). Demir dlzeyleri siklikla
alkol kullananlarda artar. Bu durum serbest radikal aracili doku hasarina katki saglar
(126). Alkole bagl karaciger hasarinda NO’nun etkileri tartismalidir. NO’nun karaciger
hucrelerinin apoptoza gidisini Onledigi ve antiapoptotik etki gosterdigini one suren
gorusler yaninda (82,130), kronik alkol alimi sirasinda iNOS ekspresyonun arttigini ve
artmis NO dizeylerinin ONOO™ artisina neden oldugunu ve bu durumun hasari

artirdigini belirten gorusler de vardir (106,173).

Alkol aliminda serbest radikal aracili hasarda rol alan diger bir mekanizma, yag
molekdlleri Gzerine olan etkiler ile gelisir. Oksidatif stres sonucunda olusan serbest
radikaller doymamis yag asitlerinden elektron alabilir ve lipid radikaller olusturur. Lipid

radikaller O, ile reaksiyona girip sonucta lipid peroksidasyonu gelisir (95,126).

Kronik alkol kullanicilari gunlik kalorilerinin %50’sini alkolden saglar. Bu
durum gastrik malabsorbsiyona neden olur ve sonugta diyetle antioksidan alimi diser
(132). Alkol kullanimi sirasinda glutatyon (GSH) ve vitamin E gibi antioksidan
savunmada yer alan maddelerin diizeylerinde azalma gorultr. GSH birgok hticre igi ve
hicre disi sivida bulunan antioksidan bir tiyoldir. GSH agirhikli olarak karacigerde
sentezlenir. Protein ve DNA sentezinde, aminoasitlerin tasinmasinda ve bazi enzimlerin
aktivitesinde rol alir. GSH inflamatuar sitokin kaskadinin kontrold, toksik molekdllerin

atilimi ve konjugasyonu ve reaktif oksijen radikallerinin detoksifikasyonunda énemli
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roli olan bir antioksidandir (17). Kronik alkol kullaniminda asetaldehit artis
karacigerde GSH sentezinde, GSH-Peroksidaz ve GSH-S-transferaz diizeylerinde
azalmaya neden olur (92). Sonucta, artmis serbest oksijen radikal Grlnleri ve azalmis

antioksidan aktiviteye bagli olarak hiicresel hasar gelisir (95,126).

Etanolun indukledigi karaciger hasarinda S-Adenozil metiyonin (SAM) diizeyinde
azalma saptanmistir. SAM’da azalma protein sentezinde ve nukleik asit sentezinde son
derece 6nemli olan metilasyonun bozulmasi ile sonucglanmaktadir. SAM yetersizligi

membranlarda hasara ve sonucta karaciger hasarina neden olmaktadir (42,61,95).

2.3. Alkol ve Paraoksonaz

Paraoksonaz (PON) enzimi yiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ile iliskili,
antioksidan ozelligi oldugu diisiiniilen, karacigerde sentezlenen bir ester hidrolazdir. ilk
kez insan serumunda ve diger memeli turlerinde organo fosfatlari hidrolize eden
esterazlar olarak tanimlanmistir (2,3,49). Organofosfatlari hidrolize eden iki tip esteraz
tanimlanmistir: Birinci grupta, A tip esteraz olarak bilinen ve p-nitrofenil asetat gibi
aromatik esterler iceren organofosfatlari (paraokson) hidrolize eden paraoksonazlar;
ikinci grupta, paraokson ve diger organofosfatlar ile inhibe olan ve B tip esterazlar
olarak tanimlanan, karboksiesteraz ve kolinesterazlar yer alir (2,3,4,35,49,175). Enzimin
aktivitesi ve stabilitesi icin kalsiyum gereklidir. Paraoksonazi kodlayan gen insanda 7.
kromozomda, farelerde 6. kromozom tzerinde kodlanmistir. Paraoksonaz gen ailesi ¢
Uye icerir; PON1, PON2 ve PON3. PON1 karaciger ve plazmada bulunur. PON3
karaciger, bobrek, kalp, beyin gibi bircok dokuda bulunur (13,35,49).

PON-1’in organofosfat substratlarina karsi hidrolitik aktivitesi vardir. Parokson
disinda fenil asetat, tiyofenilasetat, 2 neftil asetatin ve lakton halkasi igeren cesitli
maddelerin de PON1 enzim aktivitesi i¢in substrat oldugu bilinmektedir (34,36).
Paraokson, PON1 varliginda p-nitrofenole donisir. Reaksiyon sonucunda olusan p-
nitrofenol 405 nm’de gérunur bélgede absorbans verir (115). PON1’in kullandigi ikinci

substrat fenil asetattir. Fenil asetat, arilesteraz aktivitesinin 6l¢tilmesinde kullanilan bir
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substrattir.  Arilesteraz (aril-ester hidrolaz) (AE) da bir paraoksonaz olarak
siniflandiriimaktadir (98,99). PONL1 arilesteraz aktivitesi ile fenil asetati fenol ve asetata

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

Serum PON-aktivitesi, yenidogan ve premature infantlarda eriskin dizeyin yarisi
kadardir. Dogumdan bir yil sonra eriskin diizeylerine ulasir. ileri yasta PON-1
aktivitesinin azaldigi belirlenmistir (13). Serumdaki PON diizeyi ve aktivitesi bireyler

arasinda degiskenlik gosterdigi gibi etnik ve cografi farklilik da géstermektedir (35,87).

PONZ1’in dusuk dansiteli liporotein (LDL)’nin oksidasyonunu onledigi ve
oksiLDL olusumunu azaltarak koroner arter hastaliklarinda koruyucu roll oldugu
belirtilmektedir. Ayrica PON1’in HDL’deki ApoALl ile olan iliskisine bagh HDL’nin
koroner arter hastaliklarindaki koruyucu etkisine katki sagladigi belirtilmektedir (13,
39). PONL1 bir antioksidan olarak kabul edilmekte ve alkolik karaciger hastaliginda
prognostik bir belirte¢c olarak onerilmektedir (127). Hafif alkol kullaniminin insan ve
ratlarda karaciger mRNA upregulasyonuna neden oldugu ve PONZ1’i uyardigi, ancak

agir alkol kullananlarda benzer durumun goézlenmedigi bildirilmistir (30,135).

PONZ1’in sentezinde karaciger anahtar rol oynar. Klinik ve deneysel calismalarda
azalmis PON1 dizeylerinin karaciger hiicre hasar gostergesi olabilecegi belirtilmistir
(6,11,80,104).

2.4. Alkol ve Immiin Sistem

Immiin sistemin fizyolojik islevi enfeksiyonlari engellemek ve yerlesmis
enfeksiyonlari  yok etmektir. immin sistem dogal ve kazanilmis bagisiklik
mekanizmalarini icerir. Konak savunma mekanizmalari enfeksiyonlara karsi ilk
koruyucu engeli olusturan dogal bagisiklik ve daha sonra devreye giren ve kismen daha
yavas olan ancak daha etkili savunma saglayan edinsel bagisikhigi kapsar. Epitelyal
bariyerler, fagositer hiicreler (nétrofil, makrofaj gibi), kompleman sistemi ve dogal
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oldurict (NK) hucreler dogal bagisiklikta rol alirken; T ve B lenfositler ve antikorlar da
temel olarak edinsel bagisiklikta rol alir. Ayrica immdiin sistemin dizenlenmesinde ve
aktivasyonunda bircok sitokin ve sitokin benzeri molekil goérev alir (1,24,81). Akut
veya kronik alkol kullaniminin immdan sistemin 6zgul elemanlar1 Uzerine baskilayici
etkileri vardir ve bu durum enfeksiyon hastaliklarina yatkinhigi arttirdigi  gibi
enfeksiyonun siddetini de artirir. Alkolin immdiin sistem (zerine baskilayici etkilerini
anlamak alkol kullanan bireylerde olusan enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yeni
tedavi edici yaklasimlari belirlemek acisindan 6nemlidir (50). Enfeksiyon hastaliklarina
karsi savunmada makrofaj ve notrofil gibi hicreler mikroorganizmalarla ilk karsilasan
hicreler olmalari ve fagositoz yapma 6zellikleri nedeniyle anahtar rol oynarlar. Alkol
bu hcreler Gzerine cesitli yollar ile etki etmektedir. Alkol makrofajlarda fagositozu
inhibe eder ve dolayisi ile fagositoz ile mikroorganizmalarin hiicre ici dldurulmeleri
engellenmis olur (18). Alkolik bireylerin kanlarindan izole edilmis olan noétrofillerde
fagositoz mekanizmasinin migrasyon ve kemotaksis gibi iki 6nemli boliminde,
fonksiyonlarinin azaldigi ve bozuldugu go6sterilmistir (50,153). Kronik alkol
kullaniminda NK hicreleri sayica azalirken ayni zamanda o6ldirme islevleri de
azalmaktadir (50,153).

Alkolik bireylerde sitotoksik ve yardimci T lenfositlerinde sayica azalma
g6zlenmektedir. Kronik alkol kullaniminda major histokompabilite kompleks (MHC)-
Il ekspresyonu azalmakta, ayrica alkol kullanimina bagli olarak yardimci T lenfosit
(Th) lerin Th1-Th2 dénistimu degismektedir (50,153).

Deneysel olarak yapilan ¢alismalarda alkol verilen farelerde B lenfositlerde sayica
azalma gozlenmistir. Alkolik bireylerde dolasimdaki B lenfositlerinde 6nemli bir

etkilenme olmamasina karsin 1gG ve IgA alt gruplarinda artis oldugu belirtilmistir (50).

Sitokin ve benzeri maddeler immin sistem hicreleri arasinda haberlesmeyi saglar.
Alkol varliinda TNF-a, IL-1 ve IL-6 dlzeyleri degismektedir (31,50,153,164,171).
Akut alkol aliminda TNF ekspresyonu baskilanirken, kronik alkol kullaniminda
dolasimdaki TNF-a, IL-1 ve IL-6 dlzeyleri artmaktadir (12,50,171).
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Kronik alkol alimina maruz kalan karacigerde C1, C3, C8 ve C9 kompleman
komponentinin biriktigi ve alkol ile C3’Un karaciger sentezinin arttigi gosterilmis,
bunun karaciger yaglanmasina katki sundugu belirtilmistir (20,21). Etanol ile faktor B,
C1gA up-reglle, Faktor H, MASP-2, Faktor D ve terminal komponentlerden C6, C8a
ve C9 down-regile olmaktadir. Sonugta kronik alkol kullanimi klasik ve alternatif yolun
baslangic komponentlerini indiklerken, terminal yol komponentlerini baskilamaktadir.
Alkolln indtkledigi karaciger hasarina ¢6zunur dizenleyici molekullerin katki sundugu
belirtilmektedir (21).

2.5. Alkol ve Akciger Enfeksiyonu

Uzun sdreli alkol kullaniminin immun sistem Gzerindeki etkileri nedeniyle konak
hicrelerinde enfeksiyon hastaliklarina yatkinlik ve enfeksiyon hastaliklarinda artis
gorilmektedir (153). Ozellikle toplumdan kazanilmis pnémoni, tiberkiiloz, bakteriyel
peritonit, spontan bakteriyemi gibi klinik tablolar ve herpes, hepatit viruslarini da iceren
viral enfeksiyonlar alkol kullanan kisilerde artmis olarak bildirilmistir (48). Alkoliin
immin sistem Uzerinde dizenleyici etkisinin oldugu bildirilmistir. Lenfosit
populasyonunda azalma veya lenfoid organlarin yapisinda ve fonksiyonlarinda
degisiklige neden olmaktadir (48). Alkol kullanan bireyler 06zellikle akciger
enfeksiyonuna yatkinlik gostermektedirler. Hem gram pozitif hem de gram negatif
mikrobiyal etkenler pnémoni yapmaktadir (50). Alkol kullanan bireylerde kullanmayan
bireylere gére pnémoni gorilme sikhgr artmistir (144). Toplumdan kazanilmis, 6zellikle
P.aeruginosa ve Acinetobacter tirlerine baglh pndmonili bireylerde alkol kullanim
oykist one cikmaktadir (63,103). Alkol kullanimi bagimsiz olarak akut respiratuar
distress sendromu (ARDS) riskini ve ciddiyetini arttirmaktadir (17,57). Alkolin konak
hicrede pnémoniye yatkinligi arttirmasinda birgok mekanizma rol almaktadir. Kronik
alkol kullanimi konak htcrenin dogal ve kazanilmis bagisiklik mekanizmalari izerine
etki ederek yatkinhgi artirmaktadir. Ozellikle fagositoz mekanizmasindaki bozulma,
alveolar makrofajlarin  fonksiyonunda meydana gelen degisiklikler enfeksiyon

yatkinhgini artirmaktadir (50).

14



Karaciger ve gastrik mukoza ADH enziminin izoformlarina yiksek afinitededir.
Ancak yuksek dizey alkol varliginda ¢zellikle MEOS (CYP2EL) ile alkol metabolize
edilmeye calisilir (17,92). Akcigerlerde ADH enzimi yoktur; bu nedenle akcigerlerde
alkol metabolizmasi CYP2E1 ile olmaktadir (17). Hem ADH hem de CYP2EL1L ile
alkolin metabolize olmasi sonucu olusan asetaldehit serbest oksijen radikallerinin

artisina neden olur. Olusan radikal Grlinler dokulara zarar verir.

Akciger dokusundaki hasar sadece artan radikal Grtinler nedeniyle degil, ayni
zamanda azalmis olan antioksidan savunma sistemi nedeniyle de olur. Akcigerde
glutatyon antioksidan savunma mekanizmasi olarak merkezi bir rol oynar (17). Normal
sartlarda alveolar tip 1l hiicrelerinde GSH, hem plazmaya goére hem de diger htcre disi
sivilara gore birkac ylz kat daha fazla miktarlarda bulunur. Alkol kullanan ancak her
hangi bir karaciger hasari olmayan ve saglikli alkol kullanicisi bireyler olarak
tanimlanan Kisilerde alkol 6ykust olmayan bireylere gore alveolar epitelyal sivida
GSH’In %80 daha az oldugu belirtilmektedir. Azalmis glutatyon diizeyi alveolar tip Il
hlcrelerinin ve alveolar makrofajlarin islevini azaltir. Sonucta epitelyal sekresyonlarda
azalma, oksidan streste artma ve fagositozda bozulma olur ve akciger dokusunda
zedelenme ve enfeksiyona yatkinlik gelisir (16,17,18). Kronik Alkol kullaniminda
akciger savunma mekanizmasindaki degisiklikler Sekil 3’de gosterilmistir
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Sekil 3. Kronik Alkol kullaniminda akciger savunma mekanizmasindaki degisiklikler (Kaynak
63’den diizenlenmistir)
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2.6. Apoptoz - Programlanmis Hiicre Olumi

Apoptoz, multiselliler organizmalarda goérilen, organizmanin yarari igin
oldurultp uzaklastirilan spesifik hucreler igin diizenlenmis bir suregtir. Apoptoz
fizyolojik olarak embriogenez, eriskinlerde hormonal involisyon (menstrual siklus),
dokularin sekil degisikligi veya tamiri, intestinal kript epiteli gibi prolifere hicre
populasyonunun azaltilmasi, timus gelisimi sirasinda imman hucrelerin 6lumi gibi
olaylarda izlenir. Kanser, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar veya DNA hasari olusan
diger patolojik sureclerde de hasarli hiicrelerin eliminasyonu sirasinda apoptoz goralir
(141,150).

Apoptoz hiicre disi ve hiicresel dizeylerde olusan gesitli sinyaller araciligi ile
tetiklenir. Apoptoz, cevresel yasam sinyallerinin ve blyume faktorlerinin yetersizligi,
Fas-Fas ligand veya TNF aracili 61Um reseptorlerinin aktivasyonu, iskemi, toksinler ve
radyasyon gibi hiicre disi sinyaller ile veya DNA hasari, hiicre i¢i Ca™" diizeyi artisi,
hicre i¢ci pH azahsi ve metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklari gibi hiicre ici
sinyaller ile baslatilabilir (141,150).

2.6.1. Apoptotik yollar ve kaspazlar

Apoptoz olusumunda 6lim reseptor yolu ve mitokondriyal yol olmak (izere iki yol
tanimlanmistir.  Hicresel duzeyde etkili temel fizyolojik faktor, CD95L olarak da
tanimlanan Fas ligand (FasL) ve timor nekroz faktor (TNF)’dir. Olim faktorleri olarak

belirtilen bu proteinlerin ilgili reseptorlerine baglanmasi ile apoptoz baslatilir (65,150).

2.6.1.1. Olim reseptori yolu

Olim reseptér yolu, CD95 ve TNF gibi 6lum reseptor siiperfamilyasi Gyeleri
tarafindan tetiklenir. CD95L (FasL) veya TNF ekstraselltler reseptorlerine baglanarak,
kaspaz 8 aktivasyonu ile sonucglanan DISC (Death Inducing Signaling Complex)

olusumuna neden olur (65). Daha sonra DISC, FADD (Fas-associated protein with a
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death domain) denen molekile baglanir. Bu baglanma kaspaz-8 aktivasyonuna neden
olur. Kaspaz 8 6lim sinyalinin iletiminde rol alan proteazlardandir. Kaspaz-8’in aktive
olmasi ile diger kaspaz kaskadi kendi kendine aktive olarak, prokaspaz-3 ve kaspaz-3’l
aktive eder ve 6lum sinyalini nikleusa kadar iletirler (Sekil 4). Bu slrecin sonunda
kromozomal DNA yikima ugrar (41,59,65,141,150).

2.6.1.2. Mitokondrial yol

Hucresel streslerle aktive edilir. Olusan sinyal veya intrasellller degisiklik
sitozole sitokrom c salinimina neden olur. Sitokrom c, Apaf-1 ve prokaspaz-9’a
baglanarak apoptozom olusturur ve kaspaz 9 aktivasyonunu saglar. Bunun sonucunda
prokaspaz-3 kaspaz-3’e donusir (Sekil 4) ve sonucta 6lim sinyali nukleusa iletilir ve
apoptoz gerceklesir (65,141).
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Sekil 4. Apoptotik Yollar (Kaynak 65’den diizenlenmistir)
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2.6.1.3. Kaspazlar

Sistein proteazlardir. Sitoplazmada inaktif onculler olarak bulunurlar. IL-1 beta
converting enzim (ICE) prekirsorii olarak tanimlanirlar. insanda yaklasik 14 kaspaz
tanimlanmistir. Bu enzimler tetrapeptid motifler olarak bilinirler ve proteinleri aspartat
kalintilarinin - karboksil bolgesinden bolerler. Bu nedenle c-asp-ase adini alirlar.
Baglatici ve effektor kaspazlar olarak iki grupta siniflandiriimislardir. Baglatici
kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10) efektor kaspazlari (kaspaz 3, 6, 7) aktive ederler (65,141,
150).

Bazi kaspazlar 6zellikle efektor kaspazlar, DNA tamir enzimleri, lamin, gelsolin
bir p53 inhibitdrd olan MDM2, protein kinaz Cd gibi canli hiicre proteinlerini pargalar
ve inaktive ederler. Belli kaspazlar 6rnegin kaspaz 3, kinaz P-21’in aktive ettigi protein
kinaz2’den negatif dizenleyici domainlerini alabilirler. Bunun sonucunda plazma
membran tomurcuklanmasi tetiklenir. Kaspazla aktive olmus DNaz (CAD) normalde bir
inhibitor olan iICAD (DNA fragmentasyon faktér (DFF)) ile baglanarak inhibe olur.
Ancak apoptoz sirasinda iCAD, kaspazlar ile inaktive edilir ve bu da aktif
endonukleazlarin salinmasina ve sonucta karakteristik olarak internukleozomal DNA

parcalanmasina neden olur (65,150).

Kaspazlarin o6zellikle kaspaz 3’Un apoptozdaki bu merkezi roliinden dolayi
hayvan ve insan ¢alismalarinda patolojik sireclerdeki kaspaz aktivitesi arastiriimaktadir
(74,86,102,118,177).

2.6.2. Apoptoz ve alkol

Kronik alkol kullanimi ciddi ve potansiyel olarak élumcil karaciger hastaliklarina
neden olmaktadir. Kronik alkol kullanimi sirasinda karaciger hicrelerinde apoptotik
degisikliklerden nekroza varan diizeyde doku hasari gorilmektedir. Apoptoz ve nekroz

hicre 6limindeki iki 6nemli mekanizmadir. Alkole bagh hepatositler, noronlar ve
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intestinal epitel hicrelerinde apoptotik degisimler gdzlenmistir (52,107,108). Alkole
bagh hepatositlerdeki apoptozun Kkaraciger hastaliklarinin gelisiminde rol aldigi
bildirilmistir  (176). Alkol aracili apoptoz multifaktéryel bir sure¢ olarak
tanimlanmaktadir. Bu slrecte,

1) Oksidatif stres mekanizmalari

2) Ozellikle TNF-a, TGF- gibi sitokinler

3) Olum reseptor yollart (TNF-reseptor ve Fas/CD95 gibi) rol almaktadir (52,
108).

Alinan alkol miktar1 ve siresi, hicrelerin apoptoze mi yoksa nekroza mi
gidecegini belirlemektedir. Yiksek miktarlarda alkol alimi apoptozda azalma ancak
nekrotik hiicre sayisinda artis yapmaktadir. Olasilikla bu durumun mikrozomal sitokrom
komponentlerinin uyarilmasindan kaynaklandigi ve o6zellikle CYP2Ele bagli oldugu
dustinilmektedir. Dusuk doz alkol ahminda daha ¢ok apoptoz gozlenmekte ve burada
da Fas reseptor sistemi rol almaktadir (52,108).

2.6.3. Apoptoz ve bakteriyel enfeksiyonlar

Bakterilerin tetikledigi apoptoz cesitli mekanizmalar ile gerceklesmektedir.
Bakteriler tarafindan salgilanan cesitli  molekialler apoptotik mekanizmalari
tetikleyebilmektedir.  Por-olusturan toksinler, diger toksinler, efektdr proteinler,
slperantijenler, molekullerin  aktive ettigi endojen 6lum  mekanizmalari,

lipopolisakkaritler gibi farkli yapi ve molekuller apoptozu tetiklemektedir (54,88,165).

Bircok bakterinin farkli molekdller aracihgr ile sonugta Fas/FasL ve
mitokondriyal yolu tetikleyerek apoptozu baslattigi bildirilmistir. Ancak halen
bakterilere iliskin yollar tam olarak anlagilamamis olup, bu yondeki ¢alismalar devam
etmektedir (54,62,84). Bakterilere bagl apoptoz iki yonli degerlendirilmektedir:

1-Hucrelerde apoptozun indiksiyonu hiicre batinligini bozar ve bakterilerin
submukozaya, kana ve uzak organlara yayiliminin artmasina neden olarak enfeksiyonun
ilerlemesine neden olur.

2-Bakteri ile infekte hucrelerde apoptotik cisimciklerin fagositozu ile patojen
hizla ortadan kaldirilir (54).
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Belirtilen her iki gorus nedeniyle bakterilerin indiikledigi apoptoz bazen konagin
yararina bazen de zararina olabilmektedir. Bu nedenle bakterilerin tetikledigi apoptotik

yollarin tanimlanmasi yeni tedavi yaklasimlarinda yol gosterici olabilecektir.

2.7. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) gram negatif nonfermentatif aerobik bir
basildir. P.aeruginosa 6zellikle immun yetmezlikli ve Kistik fibrozisli hastalarda hastane
enfeksiyon etkenleri arasinda 6nemli yer tutmaktadir. Yanik 0nitelerinde baskin
patojenlerdir. P. aeruginosa firsat¢i bir patojen olarak kabul edilir. P.aeruginosa
suslarina bagl olarak endokardit, solunum sistemi enfeksiyonlari, bakteriyemi, menenjit
ve beyin absesi, kemik, eklem enfeksiyonlari ve Uriner enfeksiyonlar gelismektedir (10,
40,85). P.aeruginosa suslari cesitli genler araciligi ile hucre disi proteinler ile iliskili
virulans faktorleri salgilar. Adezinler, pyosiyanin, proteazlar, hemolizinler, ekzotoksin
ve ekzoenzim S, biyofilm yapimi P.aeruginosa suslarinda tanimlanmis bazi virulans
faktorleridir (32).

2.7.1. Pseudomonas aeruginosa pnémonisi alkol ve apoptoz

P.aeruginosa suslari ile enfeksiyonlar 0Ozellikle normal konak savunmasinin
bozuldugu durumlarda gelismektedir. Doku buttnlGguniun bozuldugu, imman sistemin
baskilandi§i durumlarda firsatgi enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Ozellikle
P.aeruginosa pndmonisi uzun sure hastanede yatan ve solunum cihazina bagli
hastalarda, kronik obstiriktif akciger enfeksiyonu olan hastalar ve kronik alkol kullanan
Kisilerde artmistir (27,43,103).

P.aeruginosa ile olusturulmus deneysel pnémoni modellerinde CD95/CD95L up-
regllasyonu oldugu gosterilmistir. Bu reseptor ligand baglanmasinin kaspazlari aktive
ettigi ve mitokondriyal degisim sonucu apoptozun gerceklestigi ileri strilmektedir
(25,73,89,142). P.aeruginosaya bagli olusan pnémoni modelinde solunum epitelinde

apoptotik degisiklikleri inceleyen ve virulans 6zelliklerinin apoptotik degisimdeki roli
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tzerine yapilan ¢alismalar vardir (5, 68, 72,146, 160).

2.7.2. Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonu ve paraoksonaz

Bircok bakteri gibi P.aeruginosa suslari da ¢ogalmak icin atmosfer, besin gibi
cevresel faktorlere ve cesitli virulans Ozelliklerine gereksinim duyar. Bazi bakteriler
kendi aralarinda haberlesmeyi saflayan ve toplu yasam kosullari olusturan bazi
sinyaller salgilar. Bu toplu yasama cabasi otoinduksiyon fenomeni veya “quorum
sensing” (QS) ve burada rol alan sinyaller de otoindlkleyici sinyaller olarak
isimlendirilmektedir (152). Cogu otoindukleyici serbestce diffiize olup membrandan
gecip transkripsiyon ailesinden LuxR’ye baglanarak aktivitenin diizenlenmesini bozar.
Gram pozitif bakteriler 5-17 aminoasit uzunluktaki otoindikleyicileri sentezlerken,
gram negatif basiller kicuk acil-homoserin lakton (AHL) olarak isimlendirilen
molekdlleri sentezlerler. P. aeruginosa suslari da AHL olarak bilinen quorum sensing
sinyaller olustururlar. P.aeruginosa ile olusan enfeksiyonlarin baslangic doneminde
quorum sensing molekdlleri miktar olarak disiktir. Ancak bakteri cogalmaya devam
ettikce otoindlkleyici miktari artar ve baslangicta diisuk olan bakteri miktari da gittikce
artar ve biyofilm denen olusumu gerceklestirir (152). P.aeruginosa sentezledigi
ekzotoksin A, alkalin proteaz, elastaz ve piyosiyanin gibi virulans faktorleri araciligi ile

quorum sensingi diizenler ve bu da biyofilm olusumunun baslangicini kontrol eder (32).

P.aeruginosa suslarinda tanimlanmis iki grup AHL vardir. Bunlar Las ve rhl
sistemleridir. Lasl N-3-oxododecanoyl homoserine lactone (30C12-HSL) sentezleyen
bir enzimi kodlar iken, LasR 30C12-HSL’na yanit veren transkripsiyon faktorudur.
Rhll, N-butanoyl homoserine lactone (C4-HSL) sentezleyen bir enzimi kodlar. RhR ise,
C4-HSL yanit veren transkripsiyon faktorudir. C4-HSL Gretimi, 30C12-HSL ile pozitif
olarak dizenlenir (152). P.aeruginosa QS sinyalleri P.aeruginosa enfeksiyonlarinda ve
konagin bu enfeksiyonlara immin yanitinda kritik rol oynar (128,156).

Endojen paraoksonaz substratlari tam olarak bilinmemektedir. PON1, 2 ve 3’0n

birden fazla substratt kullandidi, arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesi oldugu
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bilinmektedir. Ayrica PON enzimlerinin laktonaz aktivitesi oldugu bildirilmistir (37).
Her u¢ PON enzimi ile lakton hidrolizi gergeklesmektedir. PON1 ve PON3 yirminin
tzerinde aromatik ve alifatik laktonu hidrolize eder iken PON2 bu yénden daha zayiftir.
Doymamis yag asitlerinin lakton metabolitleri her ¢ PON enzimi icin substrat gérevi
yapmaktadir. P.aeruginosanin salgiladigi AHL Granleri 6zellikle PON2 aracihigi ile
inhibe olmaktadir. Son ¢alismalar insan ve fare PON1 enziminin P.aeruginosa QS
sistemi Uzerinde dizenleyici roli oldugunu gostermektedir (121). PON2’nin hem
bakterinin AHL sinyalleri araciligi ile virlansini azalttigi hem de enfeksiyona konagin

yanitini module ettigi distnulmektedir (37,157).

P.aeruginosa ile akciger enfeksiyonu gelistiginde ortamda artan 30C12-HSL
molekdlleri hava yolu epitel hiicrelerine diffiize olmaya baslarlar. Bu durum quorum
sensing genlerinin aktivasyonuna yol acar. Bu arada PON enzimleri enfeksiyon
bolgesine salinir ve quorum sensing sinyallerini yikar. Quorum sensing sinyallerinin
yikilmasi sonucu bakteriler biyofilm olusumuna gidemez veya ¢ok az oranda biyofilm
yaparlar. Bunun sonucunda konakta daha az siddette enfeksiyon gelisecektir (152).
P.aeruginosa suslarindan 30C12-HSL defektif olanlarin biyofilm olusumunun azaldigi
gosterilmistir (32,152).

P.aeruginosa quorum sensing sistemi (zerinde paraoksonazin rolt Sekil 5’de

gosterilmistir (152).
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Sekil 5. P.aeruginosa quorum sensing sistemi Uzerinde paraoksonazin rolii (Kaynak 152’den
diizenlenmistir)

A: Cogalan P.aeruginosa suslarindan 30C12-HSL salinimi

B: 30C12-HSL molekillerinin hava yolu epiteline diflizyonu

C: PON enzimlerinin infekte bolgeye salinimi ve 30C12-HSL molekillerini inaktive etmesi

D: Virulans faktdrlerinin saliniminin azalmasi ve biyofilm olusumunun engellenmesi

E: PON enzimlerinin 30C12-HSL inaktive etmesi sonucu, 30C12-HSL molekillerine bagh konak
savunma mekanizmalarinda diizenlemeler (sitokin salinimi gibi)

Quorum sensing molekdllerinden 30C12-HSL ve diger uzun zincirli AHL’lar

memeli hicrelerinde proinflamatuar mediyatorlerin salinimini arttirdigi ve apoptozu

indlkledigi ve QS defektli suslarin daha az virtlan olduklari belirtilmektedir. (37).
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2. GEREC VE YONTEMLER

Calisma icin Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kuruluna basvuruldu
ve etik kurul onay! (Ek-1) alindi. Calisma Oncesi alkol ve enfeksiyon modeli igin 6n
denemeler yapildi. Deney hayvanlarinda alkol modeli igin yapilan 6n denemelerde,
etanollu diyet verilen ratlarda karaciger Gzerine etkiler histolojik olarak gézlendikten ve
enfeksiyon modeli icin 6n denemelerde uygun doz ve sire belirlendikten sonra ¢alisma

modeli olusturuldu.

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup Sigma-
Aldrich, Merck, Fluka-Riedel-deHaen’den saglanmistir.

3.1. Calisma Gruplari

Calismada erkek Wistar ratlar kullanildi. Her gruptaki ratlarin ortalama
agirhklarinin diger bir gruba benzer olmasina dikkat edildi ve ratlar bes gruba ayrildi.
Asagida belirtilen sayilarda rat kullanilarak ¢alismaya baslandi.

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

2

Normal sivi diyet verilen kontrol (NSK) grup (n=8)

3- Normal sivi diyet verilen ve P.aeruginosa pnémonisi olusturulan (NSP) grup
(n=8)

4
5- Etanolli sivi diyet verilen ve P.aeruginosa pnémonisi olusturulan (ESP) grup
(n=8)

Etanol (alkol)Il sivi diyet verilen kontrol (ESK) grup (n=8)

3.1.1. Alkol verilen ve normal kontrol grubu icin sivi diyet

Diyet icerigi daha dnce tanimlanan izokalorik sivi diyet temel alinarak hazirlandi
(91,170). Alkol verilen gruplara glnlik enerji kalorisinin %36°sini alkolden saglayacak

sekilde (Tablo 1) duzenlenmis olan sivi diyet verildi (91, 170).
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Tablo 1. Sivi diyetin protein, karbohidrat ve yag igerikleri

Kontrol gruplar i¢in normal Alkol verilen gruplar icin
icerik (g/L) sivi diyet etanollu sivi diyet
Kazein 414 ¢ 4144
Maltodekstrin 115.2¢g 25649
Zeytin yagi 28.4¢ 28.4¢
Misir Yagi 859 8.5¢
Aycicek yagi 2749 2749
Etanol (%95) - 50g

Sivi diyet her iki grupta gunlik olarak hazirlandi. Alkol verilen gruplarda etanol
kullanim aninda eklendi. Alkol ve normal sivi diyet verilen her rat ayri bir kafeste
olmak Uzere ginlik olarak taze hazirlanmis olan sivi diyet ile beslendi. Deney
hayvanlari laboratuvar kosullarinda genel durumlari ve gelisimleri yoninden dizenli

olarak izlendi.

3.1.2. Sham grubu i¢in diyet

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

deney hayvanlari laboratuvar kosullarina uygun olarak izlendi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Pndmoni modeli

Tum gruplar belirtilmis olan diyetlerle 6 hafta slresince beslendi. Alti haftanin
sonunda 7. haftanin basinda 3. ve 5. grupta yer alan siganlarda deneysel olarak

P.aeruginosa pnomonisi olusturuldu. Pnédmoni modelinde P. aeruginosa PAO1 susu
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(Kullanilan sus Prof. Dr. Abdul N. Hamood ve Dr. Jane Colmer Hamood’dan (Texas
Tech University Health Sciences Center Department of Microbiology and Immunology)

alinmistir) kullanildi.

3.2.1.1. P.aeruginosa siispansiyonunun hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak bakteri miktari 6n denemelerden alinan sonuglara gore
belirlendi. Kanl agarda bir gece 37 °C’de lremis olan P.aeruginosa PAOL1 susundan
Luria Bertani (LB) broth icine subkultir yapildi ve yeniden 37 °C’de bir gece etiivde
inkibasyona birakildi. Deney oncesinde LB broth icinde bir gece Gremis olan bakteri
slispansiyonu taze LB broth icinde yeniden stspanse edildikten sonra 3000 g’de 15
dakika santriftj edildi. Daha sonra bakteri pelleti iki kez steril posfat tamponlu tuzlu su
(PBS) ile yikandi (136). Son islemden sonra bakteri pelleti bakteri yogunlugu 2x10°
CFU/ml olacak sekilde PBS ile resuspanse edildi. Pnémoni modeli icin hazirlanan bu
bakteri stispansiyonlari kullanildi (89,136). Hazirlanmis olan bu sispansiyondan kontrol
amaciyla ekimler yapildi ve bir gecelik inklibasyondan sonra bakteri varligi ve

yogunlugu acisindan degerlendirildi.

3.2.1.2. Pnémoni olusturulmasi

Pnomoni olusturulacak ratlar kisa sureli anestezi ile (ketamin 90 mg/kg-ksilazin
10mg/kg) uyutuldu ve 6n boyun bdlgesi cilt insizyon ile acildi ve trakea gorinar
olduktan sonra enjektor ile intratrakeal bakteri siispansiyonu uygulandi (9). Hazirlanmig
olan bakteri suspansiyonu 0.5 mil/kg’a insllin enjektorii (26G igne uclu) ile intratrakeal
olarak verildi ve hemen ardindan 0.5 ml hava enjekte edilerek bakteriyel stispansiyonun
alt solunum yollarina gecisi saglandi (89,136). Kontrol grubu (NSK ve ESK) ratlarda
bakteri suspansiyonu yerine benzer sekilde steril serum fizyolojik verildi. Tum ratlarda
acilan insizyon bolgeleri uygun sekilde steril kosullarda dikildi.

Calismaya alinan ratlardan Grup 4’deki bir ve Grup 5’deki bir rat intratrakeal

uygulamadan hemen sonra 6ldi. Tidm ratlar genel durumlari yéninden izlendi. Grup
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5’deki iki rat intratrakeal P.aeruginosa PAO1 uygulamasindan sonraki 20. saatte, Grup
3’deki bir ratin 21. saatte 6lmesi Uzerine tim ratlar 21. saatte uygun anestezi altinda
uyutulduktan sonra mikrobiyolojik, biyokimyasal ve histolojik ¢calismalar icin akciger
ve karaciger dokulari ve serum ornekleri alindi. Mikrobiyolojik degerlendirme igin
alinan doku o©rnekleri steril kosullarda uygun kaplar icerisinde mikrobiyoloji
laboratuvarina ulastirildi. Biyokimyasal galismalar igin serum ve doku ornekleri (sivi
nitrojen ile dondurulduktan sonra) -20 °C’de c¢alisma anina kadar uygun kosullarda

saklandi.

Histolojik calismalar igin alinan doku o6rnekleri %10 Formaldehit solusyonu
icinde tespit edildikten sonra incelemeye alindi.

3.2.1.3. Bakteriyolojik tremenin degerlendirilmesi

Tum gruplardaki doku ornekleri steril kaplarda ve steril kosullarda tartildi ve 1 ml
PBS i¢inde homojenize edildi ve daha sonra seri dillisyonlar yapilarak olculi 6ze ile
Kanli ve EMB agara ekimler yapildi. Bir gece 37°C’de etiivde inkiibe edildikten sonra
P.aeruginosa Uremeleri yoninden koloniler degerlendirildi, mikrobiyolojik olarak

tanimlandi ve sayildi. Uremeler log10 CFU/g doku olarak hesaplandi.

3.2.2. Dokularin histopatolojik degerlendirilmesi

Tum doku ornekleri %10 formaldehit soliisyonu icinde tespit edildikten sonra
histolojik doku takibine alindi. Parafin bloklama ve kesit sonrasi hemotoksilen ve eosin
(HE) boyama ydntemi ile boyandi ve doku battnlagundeki degisiklikler yoninden 1sik
mikroskopu ile degerlendirildi.
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3.2.2.1. insitu hiicre dlimiiniin saptanmasi

Daha onceden parafin bloklara gémilmis olan karaciger ve akciger doku
orneklerinden 10 mikronluk seri kesitler alindi ve lizinli lamlar Gzerine iki kesit tespit
edildi. in situ hiicre 6limi, “terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate nick-end labeling” (TUNEL) ydntemi ile ticari kit (Roche
Diagnostics — Germany) kullanilarak arastirildi.

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

sonra oda Isisinda 60 dakika ksilen icerisinde bekletildi.

Rehidrasyon: Tim lamlar birer kez sirasi ile %100, %90, %80, %70’lik 5
dakikalik etanol inktbasyonlarina alindi. Etanol serisinden gegirilen lamlar son olarak

distile suda 5 dakika bekletilerek rehidrasyon islemi tamamlandi.

Dokularin gecirgenliginin artirilmasi: Lamlar %0,1’lik sodyum sitrat tampon
cozeltisi icine kondu ve 400 watta mikrodalga firinda 5 dakika birakildi. Mikrodalga
firindan cikarilan lamlar PBS ile 5 dakika yikandi. Lamlarin etrafi kurutma kagidi ile

dokulara dokunulmadan kurutuldu.

Isaretleme soliisyonunun hazirlanmasi: isaretleme soliisyonun 400 pl’si icine 50
pl enzim solusyonu eklendi boylece 450 pl karisim elde edildi. Bu karisim pipetle

homojenize edildi.

Isaretleme protokoliiniin uygulanmasi: Etrafi isaretlenmis olan lamlarda bulunan
dokularin tzerine 50 pl hazirlanmis isaretleme karisimi damlatildi. Dokular 37 derecelik
etiivde 60 dakika bekletildikten sonra PBS ile 5 dakika yikandi ve etraflari kurulandi.
Isaretlenmis dokularin iizerine 50 pl alkalen fosfataz konjugat eklendi. Lamlar 30
dakika 37 °C etiivde bekletildikten sonra PBS ile 5 dakika yikandi ve dokularin etrafi

kurulandi.
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Substrat Sollisyonunun eklenmesi: Alkalen fosfataz enziminin substratindan (BM
purple AP substrate, Roche Diagnostic) 50 pl dokular izerine eklendi. Lamlar kapali
nemli bir kutuda 12 saat bekletildi. Bekleme sonrasinda i1sik mikroskobunda apoptotik
hicreler gorulduginde lamlar PBS ile yikandi ve kurulamadan 5 saniye eosinde

bekletilip tekrar yikandi. Son olarak dokular entelan ve lamel ile kapatildi.

3.2.2.2 TUNEL pozitif hicre sayimi

TUNEL boyanmis olan lamlar 1sik mikroskopu (Olympus) ile 20x okuler mercek
ile uzman bir histolog tarafindan kor olarak degerlendirildi. Gruplarda yer alan tim
ratlarin érnekleri isleme alindi, ancak gruplarda islemler sonrasinda doku butunlugu
korunmus ve boyanma sonrasi mikroskopta degerlendirmeye olanak taniyan preparatlar
degerlendirildi. Karaciger dokularinda her preparatta alanlar HE boyanmis benzer
alanlarla karsilastirildi ve yaklasik her biri 250 hiicre iceren her bir rat icin 3 alan
degerlendirilerek alandaki pozitif boyanmis hiicreler sayildi ve sonuclar sham grubuna
gore artis orani olarak verildi. Akciger orneklerinde her preparat 3 alanda yer alan
toplam benzer buyuklikteki alveollerdeki TUNEL pozitif alveolar epitel hucreleri

sayilarak yapildi. Alveol basina pozitif hiicre belirlendi.

3.2.3. Kaspaz-3 Aktivitesinin Arastiriimasi

3.2.3.1. Doku kaspaz 3 aktivitesi

Karaciger ve akciger doku kaspaz-3 aktivitesi mikroplate yontemiyle ticari
kolorimetrik aktivite Olgim Kkiti (Chemicon International Temecula Co. USA)
kullanilarak arastirildi (102). Testin prensibi, kaspaz-3 varliginda substrat olarak
kullanilan Ac-DEVD-p-NA’nin parcalanmasi ve agiga ¢ikan kromofor p-nitroanilin
(pPNA)’nin olusturdugu rengin 405 nm’de absorbansinin dl¢ilerek pNA standartlari ile

birlikte degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir.
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Doku homojenizasyonu: Sivi nitrojen ile dondurulmus ve -20 °C’de saklanmis
olan dokular tartildi ve ¢ozduruldd. Tartilmis olan dokular lysis buffer (20 mM HEPES
(pH 7.3), 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 10 puM digitonin, 2 mM dithiothreitol) icinde
doku homojenizatori ile (1:10) homojenize edildi (168). Homojenize edilmis olan
dokular 13,000xg’de 15 dakika 4 °C’de santrifuj edildi. Supernatant kismi kaspaz-3
arastirmasi ve protein 6lgumu igin kullanildi. Kaspaz aktivitesinin arastiriimasinda 10 pl
supernatant kismi kullanildi (109). Kaspaz-3 aktivitesi 96 kuyucuklu mikroplaklar
kullanilarak Gretici firmanin onerileri dogrultusunda Tablo 2’de tanimlandigi sekilde

calisildi.

Tablo 2. Kaspaz -3 ¢alisma protokoli

= 5X olgtim | Ornek Deiyonize Substrat Toplam
Ornek "
tamponu su volim
(k) (k) (ki) () (D)
Tampon kori 20 0 80 0 100
Substrat koru 20 0 70 10 100
Test 6rnegi 20 10 60 10 100

Tim orneklerin mikroplak kuyucuklarina substrat eklenmeden 6nce background
absorbanslart 405 nm’de (Biotek- ELx808) o6lclldi. Daha sonra substrat eklendi ve
mikroplagin Gzeri kapatildi, tim ornekler ve koérler 37 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi stire sonunda 405 nm de absorbanslar yeniden okutuldu. Kit igcinde bulunan
pNA stok standartindan 1x 6l¢im tamponu ile seri dilusyonlarla ¢alisma standartlari
hazirlandi. Hesaplamalardan énce dretici firmanin énerisi dogrultusunda &rneklerden
elde edilen absorbanslardan background absorbanslar ve tampon korlinln absorbanslari
cikarildiktan sonra yeni absorbanslar elde edildi. Elde edilen son absorbans degerleri
pPNA standart sonuclarina gore de@erlendirildi. Sonuclar pM-pNA/saat/mg protein
olarak hesaplandi (109) ve sham grubuna gore artis oranlari belirlendi. Calisma kontroli
olarak bazi ornekler dretici firmanin Onerileri dogrultusunda inhibitérli (Ac-DEVD-

CHO) ve inhibitorsuz olarak ¢ift kuyucukta calisildi.
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3.2.4. Serum ve doku Malondialdehit (MDA) 6l¢timu

Serum ve doku MDA varhg, MDA’nin asidik ortamda tiyobarbattrik asitle
olusturdugu rengin 532 nm’de absorbansinin 6l¢tlmesi prensibine dayanan Ohkawa ve
ark.larinin - yontemi uyarlanarak o6lcildi  (117). MDA standarti icin 1,1,3,3-
tetrametoksipropan kullanildi. Sonuclar standartlardan elde edilen absorbans degerlerine
gore hesaplandi ve serum &rnekleri igin nmol/ml, doku 6rnekleri i¢cin nmol/g doku

olarak verildi.

Kullanilan reaktifler

1. Sodyum dodesil sulfate (%8.1’lik)
2. Asetik asit (%20’lik (pH:3.5))

3. Tiyobarbiditirik asit (%0.8’lik)

4. Butanol: piridin karisimi (15:1)

5. 0.15 N KCI

3.2.4.1. Serum MDA duzeylerinin arastirilmasi

MDA 6lcumu i¢in; 0.5 ml serum (zerine 0.2 ml %8.1 sodyum dodesil silfat, 1.5
ml %20’lik asetik asit (pH; 3.5) ve 1.5 ml %0.8 tiyobarbitirik asit solusyonu karistirildi
ve daha sonra toplam voluim 4 ml olacak sekilde distile su eklendi. Bu reaksiyon
karisimi 95 °C’de 60 dakika 1sitildi. Soguduktan sonra 1 ml distile su ve 5 ml butanol:
piridin karisimi (15:1) eklenip karistirildi. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi. Ust tabakanin absorbansi 532 nm’de 6lcildi. Serum MDA diizeyleri nmol/ml

olarak hesaplandi.

3.2.4.2. Doku MDA duzeylerinin arastiriimasi

Daha 6nceden sivi nitrojen ile dondurulmus ve calisma anina kadar -20 °C’de
saklanmis olan dokular derin dondurucudan ¢ikarildi, tartildi ve ¢ézdurildi. Tartilmis
olan dokular 1/10, 0.15 N KCI tamponu i¢inde homojenize edildi. 0.4 ml homojenat
tzerine 0.2 ml %8.1 sodyum dodesil sulfat, 1.5 ml %20’lik asetik asit (pH; 3.5) ve 1.5
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ml %0.8 tiyobarbiturik asit solisyonu ve toplam volim 4 ml olacak sekilde distile su
eklenerek 95 °C’de 60 dakika isitildi. Soguduktan sonra 1 ml distile su ve 5 ml butanol:
piridin karisimi (15:1) eklenip karistirildi. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi. Ust tabakanin absorbansi 532 nm’de 6lciildi. Doku MDA diizeyleri nmol/g doku

olarak hesaplandi.

3.2.5. Serum paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinin 6lcimu
3.2.5.1. Serum paraoksonaz aktivitesinin 6l¢imu

Serum PON1 enziminin paraokosanaz aktivitesi, paraoksonun (O,O-diethyl-O-(4-
nitrophenyl) phosphate) P-nitrofenole dénistimunin 412 nm’de verdigi absorbansin 5
dakika sure ile izlenmesiyle olculdi (14).

Iki mM paraokson ve 2 mM CaCl, iceren, 100 mM Tris-HCI (pH:8.0) 6lciim
solisyonunun icine toplam volim 800 ul olacak sekilde 20 ul serum eklendi (14).
Olcuimler 37 °C’de inkiibasyonda 5 dakika siire ile absorbans degisimi (Shimadzu UV-
1601) izlenerek yapildi (60).

Enzim aktivitesi hesaplanmasinda asagidaki formal kullanildi (22).

Enzim Unitesi (U/L) = 22/2kx % x10"

€ X V5 i

Ap/dk: dakikalik absorbans degisimi
V1 : Toplam 6l¢uim volimi
10° : Sonuglari pmol/dk/L= U/L cevirme katsayisi
€ : molar ekstinksiyon katsayisi
I: Isik yolu (1 cm)
Ve: Ornek volimii
p-nitrofenol molar ekstinksiyon katsayisi €41,: 18290 M™.cm™ olarak kullanilarak

aktivite hesaplandi (14). Sonuclar U/L olarak verildi.
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3.2.5.2. Serum arilesteraz aktivitesinin 6l¢timi

PON1 enziminin aril esteraz aktivitesi, PON1 enziminin fenil asetati
pargalamasiyla olusan fenoliin 270 nm’de absorbansi 6lgllerek saptandi (14).

Iki mM fenil asetat ve 2 mM CaCl, iceren 100 mM Tris-HCI (pH:8.0) 6lciim
solusyonu icine toplam volim 3 ml olacak sekilde 10 pl serum eklendi ve 25 °C’de 3
dakika sure ile 270 nm’de absorbans degisimi izlendi. Sonuglar bir dakikada olusan
urun miktari olarak hesaplandi. Arilesteraz enzim aktivitesi hesaplanmasinda yukarida
belirtilmis olan enzim aktivitesi hesaplama formult kullanildi. Fenoliin molar
ekstinksiyon Kkatsayisi €,70: 1310 M™.cm™ olarak kullanilarak aktivite hesaplandi (14).
Sonuglar KU/L (kilo Unite/L) olarak verildi (98).

3.2.6. Doku paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinin 6lgimu
Dokularin homojenizasyonu

Daha 6nceden sivi nitrojen ile dondurulmus ve calisma anina kadar -20 °C’de
saklanmis olan karaciger ve akciger dokulari derin dondurucudan cikarildi, tartildi ve
¢cOzduruldu. Bu dokular 1/10 oraninda, 50 mM Tris-HCI ve 2mM CaCl, igeren tampon
icinde homojenize edildi. Homojenize dokular 10,000 x g’de 15 dakika santriftj edildi
ve supernatant kismi aril esteraz, paraoksonaz ve protein 6lcimi igin ayrildi. Enzim
aktivitesi Ol¢cimlerinden 6nce PON1 6l¢limi ile interfere olan B tip esterazlari inhibe
etmek amaciyla yukarida agiklandigi gibi hazirlanmis olan doku supernatantlari 10 uM

paraokson varliginda 15 dakika inkibe edildikten sonra calisildi (14).
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3.2.6.1. Doku arilesteraz aktivitesi 6lcuimii

Doku slipernatantinda fenil asetata karsi arilesteraz aktivitesi serumdakine benzer
yontemle olculdu (14).

Karaciger ve akciger arilesteraz aktivitesinin él¢imu

Iki mM fenil asetat ve 2mM CaCl, iceren, 100 mM Tris-HCI (pH:8.0) 6lgiim
solisyonu icine toplam volim 3 ml olacak sekilde karaciger dokulari igin 10 pl, akciger
dokulari icin 50 pl doku supernatanti kullanildi ve 25 °C’de 3 dakika sure ile 270 nm’de

absorbans degisimi izlendi (14).

Doku arilesteraz aktiviteleri, bir dakikada olusan Griin miktari olarak yukarida
belirtilmis olan enzim aktivitesi hesaplama formulli kullanilarak hesaplandi. Sonuglar

mU/mg protein olarak verildi.

3.2.6.2. Doku paraoksonaz aktivitesi 6lctimi

Doku supernatantlarindan paraoksona karsi paraoksonaz aktiviteleri, daha 6nce
tanimlanan yoéntemde (14) spektrofotometrik okumaya uygun mindr uyarlamalar
yapilarak arastirildi.

Karaciger ve akciger paraoksonaz aktivitesinin 6l¢iimu

Iki mM paraokson ve 2 mM CaCl, iceren, 100 mM Tris-HCI (pH:8.0) 6lgiim
soliisyonunun igine toplam volim 800 pl olacak sekilde 25 pl doku supernatanti eklendi
(14). Karaciger dokulari icin 6lcimler 37 °C’de inkiibasyonda 5 dakika siire ile, akciger
dokulari igin 37 °C’de 5 dakikalik araliklarla 30 dakika sire ile 412 nm’de absorbans
degisimi izlenerek yapildi (14).

Doku paraoksonaz aktiviteleri bir dakikada olusan riin miktari olarak yukarida
belirtilmis olan enzim aktivitesi hesaplama formulu kullanilarak hesaplandi. Sonuclar

mU/mg protein olarak verildi.
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3.2.7. Doku protein miktarinin saptanmasi

Cahismalarda kullanilan 6rneklerin protein miktarlari daha onceden tanimlanmis
olan Lowry Yontemi ile belirlendi. Protein standartlari sigir serum albimininden
hazirlandi (100).

3.2.8. Diger biyokimyasal parametreler

Serumda alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve gama
glutamil transferaz (GGT) enzim aktiviteleri ticari Kitler (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim Germany) kullanilarak Roche/Hitachi Modular sistemde 6l¢ildi (155).

3.3. istatistiksel Yontemler

Istatistiksel karsilastirmalar icin SPSS 10.5 bilgisayar programi kullanildi.
Olctimsel siirekli degiskenlerin karsilastiriimasinda gruplarin normal dagilima uygunluk
testi yapildi; normal dagilima uyanlarda one-way ANOVA (Post-hoc Bonferroni)
uymayanlarda non parametrik testlerden Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testleri
kullanildi. p<0.05 anlamlilik duzeyi olarak kabul edildi. Karaciger TUNEL pozitifligi
icin toplam alanda degerlendirilen hiicre sayisi dikkate alindi. Analiz icin ki-kare testi

ve odds orani (%95 guven araligi) kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan tim ratlar haftalik agirlik izlemi ile kilo degisimi yoniinden
izlendi. Gruplarin ortalama kilo degisimleri Tablo 3’de verilmistir. Alkol verilen ve
normal sivi diyetle beslenen gruplarin her ikisinde de sham grubuna gore kilo artisi ¢cok

yavas veya azalma seklinde gozlendi.

Calismaya alinan ratlardan ESK grubundaki bir ve ESP grubundaki bir rat
intratrakeal uygulamadan hemen sonra 6ldi. Tim ratlar intratrekeal uygulamadan sonra
genel durumlari yoniinden izlendi. intratrekeal P.aeruginosa PAO1 uygulamasindan
sonra ESP grubundaki iki rat 20. saatte ve NSP grubundaki bir rat 21. saatte 6ldu.

Tablo 3. Galisma gruplarinin 6 hafta sonundaki agirlik (gram) degisimi

Baslangic agirhk 6 hafta sonundaki agirlik
Gruplar (Ortalama +SS) (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) 243,6455,6 206,8 £49,6

4.1.Karaciger Dokularindaki Histolojik Degisiklikler

Karaciger dokulari, hicresel butunlugin bozulup bozulmadigi, hicresel
dejenerasyon, nekroz varligi ve karaciger yaglanmasi olup olmadigi yoniinden histolojik
olarak degerlendirildi. Sham grubu ve kontrol grubundaki ratlarin karacigerleri
histolojik olarak normal goérinimde degerlendirildi. Etanol eklenmis sivi diyet ile
beslenen gruplardaki ratlarin karacigerlerinde sham grubuna ve kontrol grubuna gore

yogun karaciger yaglanmasi ve ileri hepatik dejenerasyondan, hafif yaglanma ve
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minimal hepatik dejenerasyona degisen oranlarda histopatolojik degisimler gdézlendi.
HE boyanmis karaciger doku drneklerindeki degisimler Sekil 6-11’de gdsterilmistir.

Sekil 6. Sham grubu rat karacigerleri (HE x100). Sham grubu rat karacigerleri normal gérinimde

izlenmistir (A ve B).

Sekil 7. Normal sivi diyet ile beslenen rat (NSK) karacigerleri (HE x100)
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Sekil 8. Normal sivi diyet ile beslenen ve pnémoni olusturulan grup (NSP) karacigeri (HE x100).
NSK ve NSP gruplarinda normal morfolojide karaciger izlendi ( A ve B).

Sekil 9. Etanollii diyet ile beslenen kontrol rat (ESK) karacigerleri (HE x100). Karaciger yaglanma
alanlari ve hepatositlerde dejenerasyon izlenmektedir( A ve B).
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Sekil 10. Etanolli diyet ile beslenen ve pnémoni olusturulan (ESP) rat karacigerleri (HEx100).
Hepatositlerde dejenerasyon ve karaciger yaglanma alanlari izlenmektedir (A ve B).

A: NSP B: ESP
Sekil 11. Karsilastirmali olarak pnémoni olusturulmus gruplarin karacigeri (HE x100)

4.2. Serum ALT ve LDH Aktivitesi

GCalismaya alinan gruplarda serum ALT ve LDH aktiviteleri Tablo 4’de
verilmistir. Alkol ve normal izokalorik sivi diyet verilen her iki gruptaki ratlarda sham
grubuna goére ALT aktivitesi ylkselmis bulundu ancak normal sivi diyet verilen
gruptaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmaz iken, alkol verilen gruplardaki fark
anlamli idi (p<0,05). LDH aktivitesi karstlastiriidiginda alkol verilen gruplardaki LDH
aktivitesi hem sham hem de normal sivi diyet verilen gruba gore daha disiik olmakla
birlikte, aradaki fark anlamli degildi (p>0.05).
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Tablo 4. Serum ALT ve LDH aktivitesi

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

Ortanca (Minumum- | OrtalamaxSS Ortanca (Minumum-
Grup Ortalama+SS Maksimum) 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) 47,56,2 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 gruplarina karsi

4.3. Pnémoni Olusturulan Gruplardaki Bakteriyel Ureme

P. aeruginosa PAOL1 ile olusturulan pnémoni modelinde alkol alan ratlarin klinik
tablosunun alkol almayan gruba gore daha kotl seyrettigi NSP grubunda 21. saatte bir
rat 6lurken, alkol alan ve pnémoni olusturulan gruptaki iki ratin 20. saatte Oldugu

gozlendi.

Akciger enfeksiyonu yéniinden gruplar degerlendirildiginde her iki grupta da 10°
CFU/g dokunun uzerinde bakteri Uremesi ve histolojik olarak enfeksiyon bulgular
saptandi. ESP ve NSP grubunda sag akcigerde Ureyen bakteri miktari benzer iken sol
akcigerde alkol verilen gruptaki Uremenin daha fazla oldugu ve farkin da istatistiksel
olarak anlaml oldugu saptandi (p<0.05) (Tablo 5). Sag ve sol akcigerde reyen bakteri
miktarlari birlikte degerlendirildiginde ESP grubundaki treme NSP grubundan fazlaydi
(p<0.05).
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Tablo 5. Akciger dokusunda treyen bakteri miktari

Sol Akciger Akcigerde Ureyen bakteri
Sag akciger Log10 CFU/g doku miktari (total)
Log10 CFU/g doku Log10 CFU/g doku
Ortanca Ortalama+SS Ortanca Ortalama+SS Ortanca
OrtalamaSS | (Minumum- (Minumum- (Minumum-
Grup Maksimum Maksimum) Maksimum)
Sham i i i i i i
(n=6)
NSK i i i i i i
(n=8)
NSP 4,34 4,33 4,5
(n=7) 4,57+0,58 4,43+0,39 4,5040,29
(3,88-5,51) (4,06-4,98) (3,98-4,86)
ESK i i i i i i
(n=7)
ESP 4,70 5,39 5,02
(n=5) 4,94+0,91 5,41+0,57* 5,17+0,56*
(4,09-5,91) (4,49-5,93) (4,60-5,89)

*: P< 0.05 NSP grubuna Kkarsl, -: Greme saptanmadi

4.4, Akciger Dokularindaki Histolojik Degisiklikler

Bronsial ve parankimal akciger dokulari, hiicre (nétrofil ve mononiklear) infiltrasyonu

fibrin birikimi ve kanama yoniinden histolojik olarak degerlendirildi.

Gruplarin akciger doku histolojik degisiklikleri Sekil 12-16’da gdsterilmistir.
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Sekil 12. Sham grubu(A) ve NSK(B) rat akcigeri (HE x100).

Sham ve NSK gruplarinda normal morfolojide akciger dokusu izlenmistir.

NSP ve ESK gruplarina ait akciger doku gorunttleri Sekil 13 ve 14’de verilmistir.

Sekil 13. NSP rat akcigeri ( HE x100). A ve B: Parankimal dokuda degisen oranlarda artmis
nétrofil ve mononuklear hicre infiltrasyonu izlenmektedir.
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Sekil 14. Etanolli diyetle beslenen ESK grubu akcigeri ( HEx100). Parankimal dokuda
mononuklear hiicre infiltrasyonu izlenmektedir.

ESP grubunda artmis nétrofil ve mononuklear hiicre infiltrasyonu izlendi. Ayrica
ESP grubunda bronsla iliskili lenfoid doku (BALT) artmis olarak izlendi (Sekil 16).

Sekil 15. Etanolll diyet verilen ve pndmoni olusturlan rat (ESP) akcigerleri (HEx100). A ve B

‘de parankimal dokuda artmis nétrofil ve mononuklear hiicre infiltrasyonu izlenmektedir.
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Sekil 16. ESP grubu akcigerleri (HEx100). A: Bronsla iliskili lenfoid doku (BALT) ve brons ici
hiicre infiltrasyonu. B: Brons ici hiicre infiltrasyonu ve kanama izlenmektedir.

4.5. TUNEL Yontemi ile Dokulardaki Apoptotik Degisiklikler

Tum gruplardaki karaciger ve akciger dokusundaki apoptotik degisimler, TUNEL
boyama yontemi ile saptandi. Gruplardaki TUNEL pozitif hicre varligi Sekil 17-24’de
gosterilmistir.

A: Sham B: NSK

Sekil 17. TUNEL boyanmis sham ve NSK grubu karacigerleri (x100)

Sham grubu karaciger dokularinda nadir alanlarda TUNEL pozitif boyanmig

apoptotik hticre varhgi izlenmistir.
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NSK grubunda sham grubundan daha fazla ancak NSP, ESK ve ESP
gruplarindan daha az oranda TUNEL pozitif boyanmis apoptotik hucre varligi

izlenmistir.

TUNEL pozitif boyanmis NSP grubuna ait doku gorintisi Sekil 18°de

verilmistir.

Sekil 18. TUNEL boyanmis NSP karacigeri (x100).

ESK ve ESP gruplarina ait TUNEL pozitif boyanmis karaciger doku goériintileri Sekil
19 ve 20’ de yer almaktadir.
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Sekil 19. TUNEL boyanmis ESK ve ESP gruplarinin karacigerleri (x100). (A ve B: ESK, C ve D:
ESP. Ok ile gosterilen bolgeler, TUNEL pozitif hucreler).
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B.: ESP B,: ESP

Sekil 20. TUNEL boyanmis ESK ve ESP gruplarinin karacigeri (x200). Alanda TUNEL pozitif
boyanmis ve TUNEL negatif hicreler izlenmektedir.

TUNEL boyanmis akciger doku 6rnekleri Sekil 21-23’de gosterilmistir

Sekil 21. TUNEL boyanmis sham akcigeri ( x100).
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A: ESK B: ESP

Sekil 23. TUNEL boyanmis ESK ve ESP gruplarinin akcigerleri (x100).
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A: NSP

Sekil 24. NSP ve ESP grubu TUNEL boyanmis alveol hiicresi ( x400). — ile gosterilen

bolge TUNEL pozitif alveol epitel hucresi, ,  ile gosterilen bolge negatif boyanmis alveol epitel

hiicresi.

Apoptotik degisimler, apoptotik hiicre sayilarak belirlendi. TUNEL boyamalar
incelendiginde tim gruplarda degisen oranlarda olmakla birlikte karaciger dokularinda

B: ESP

TUNEL pozitif huicre varhigi izlenmistir.

Gruplarin karaciger TUNEL pozitif hicre varligr Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Karaciger TUNEL pozitif hiicre varhgina gére gruplarin karsilastiriimasi.

(n: degerlendirilmis hicre sayisi)

Grup

TUNEL pozitif hicre sayisi (%)

Odds Orani
(%95 GA: alt sinir- Gst sinir)

Sham (n=2250)

NSK (n=2250)
NSP (n=3000)
ESK (n=4500)

ESP (n=3000)

139 (6,1)

242 (10,7)
874 (29,1)
1054 (23,4)

1014 (33,8)

referans

1,83 (1,47-2,27)
6,24 (5,17-7,54)
4,65 (3,86-5,59)

7,75 (6,43-9,35)
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Karacigerde apoptotik hiicre varhgi incelendiginde tim gruplarda sham grubuna
gore daha fazla oranda TUNEL pozitif hiicre varligi izlenmistir. NSK grubunda sham
grubuna gore 1,83, ESK grubunda 4,65, NSP grubunda 6,24, ESP grubunda 7,75 kez
daha fazla TUNEL pozitif hiicre izlenmis ve enfeksiyon varliginin karacigerde apoptozu
hem NSP hem de ESP grubunda artirdigi saptanmistir. Alkol ve enfeksiyon varhginda
apoptoza giden hicrenin daha fazla arttigi bulunmustur (p<0.01).

Akciger dokulari TUNEL pozitif hicre varhgr yoénunden karsilastirildiginda

calisma gruplarindaki pozitif hiicre varligi benzer bulunmustur (Tablo 7).

Tablo 7. Akciger alveolar TUNEL pozitif hiicre sayisi (n: degerlendirilmis alveol sayisi)

Grup alveol basina ortalama alveol basina ortalama

TUNEL pozitif hicre Artis TUNEL pozitif hicre Artis

sayisl (Sag) sayisi (Sol)

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) 31 1,40 2,0 0,82
ESP (n=41) 2,8 1,2 2,7 1,08

4.6. Kaspaz-3 Aktivitesi Sonuclari

Karaciger kaspaz-3 aktiviteleri ve kaspaz aktivitelerinin sham grubuna gore artisi
Tablo 8’de verilmistir. Karaciger kaspaz aktiviteleri karsilastirildiginda ortalama olarak
tim gruplarda 6zellikle pndmoni olusturulan gruplarda sham grubuna gére kismen daha
yuksek aktivite saptanmis ancak gruplar arasindaki farklihk istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05).
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Tablo 8. Karaciger kaspaz-3 aktivitesi

Karaciger kaspaz-3 aktivitesi (UM-pNA/saat/mg protein)
i Sham grubuna
ortal ss Ortanca (Minumum- gore
+ .
Grup rlalamaz Maksimum) artis(ortanca)
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

Sag ve sol akciger kaspaz aktiviteleri Tablo 9’da verilmistir. Sham grubuna gore

diger gruplarin akciger kaspaz-3 aktivite oranlarina bakildiginda enfeksiyon olusturulan

NSP ve ESP gruplarinda hem sag akcigerde hem de sol akcigerde daha disuk bir

aktivite saptanmistir. Akciger kaspaz aktiviteleri yonlinden gruplar arasinda fark

saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 9. Sag ve sol akciger kaspaz-3 aktiviteleri

Sag Akciger Kaspaz-3

(UM-pNA/saat/mg protein)

Sol Akciger Kaspaz-3

(UM-pNA/saat/mg protein)

Ortanca Sham Ortanca Sham

OrtalamaSS | (Minumum- ggg;‘ebg:‘;n Ortalama+SS | (Minumum- ggg:leb:rrl?g
Grup Maksimum) (ortanca) Maksimum) (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) 17,0174 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) 20,74¢17,2 | 12,0 (4,2-47,5) 0,6 21,4198 | 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 Sonuglari

Gruplarin karaciger ve serum MDA duzeyleri Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Karaciger ve Serum MDA dizeyleri

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

Ortalama+SS Ortanca | (Minumum- | OrtalamaxSS Ortanca (Minumum-
Grup ~ Maksimum) Maksimum)
Sham (n=6) 30,7+3,6 30,9 24,8-35,0 1,9240,63 1,91 1,22-2,64
NSK (n=8) 47,5141 42,9 32,5-77,6 2,26+0.97 1,98 1,30-4,01
NSP (n=7) 44,748,3 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 karsi

Calisma gruplarinda sham grubuna gore karaciger MDA diizeyi daha ylksekti.
NSK ve NSP gruplarinda MDA diizeyindeki artis istatistiksel olarak anlamli degildi.
ESK ve ESP gruplarindaki MDA duzeyleri Kkarsilastirildiginda ESK grubundaki artis
NSK ve NSP grubundan daha yiksek olmakla birlikte fark istatistiksel olarak anlamli
degilken, ESP grubunda MDA dizeylerinin diger gruplara gore anlaml diizeyde artis
gosterdigi saptandi (p<0.05).

Alkol verilen ve P. aeruginosa pnémonisi olusturulan ESP grubundaki MDA artisi
ESK grubuna gore daha fazla oldugu gorildu (p<0.05). Serum MDA dizeyleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda fark gézlenmedi (p>0.05).

Akciger MDA duzeyleri Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11. Sag ve sol akciger MDA diizeyleri

Sa§ Akciger MDA (nmol/g doku) Sol Akciger MDA (nmol/g doku)

Ortanca (Minumum- | OrtalamaxSS Ortanca (Minumum-
Grup Ortalama+SS Maksimum) 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) 51,049,1 52,6 34,3-60,0 45,748,1 45,8 32,7-58,7
ESP (n=5) 44,2+6,5 449 36,4-51,9 53,5+3,4 52,3 50,0-58,7

Akciger dokusundaki MDA duzeyleri incelendiginde gruplar arasinda fark
olmadigi, sol akcigerde ESP ve NSP gruplarinda sham grubuna ve diger gruplara gore
MDA dizeyinin 1thmli bir artis gosterdigi ancak aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamh olmadi§i saptandi (p>0.05). ESP ve NSP gruplari MDA dizeyleri yonlnden
karstlastirlldiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

4.8. PON ve AE Aktivite Sonuglari

Serum PON ve AE aktiviteleri Tablo 12’de verilmistir. Serum PON ve AE
aktivitesi yoninden gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadi (p>0.05).
Serum PON ve AE aktivitesi NSK ve ESK gruplarinda sham grubuna benzer olarak

saptandi.

Akciger enfeksiyonu olusturulan hem ESP hem de NSP gruplarinda sham ve NSK
ve ESK gruplarina gore PON ve AE aktivitesi daha dusuk olarak saptanmis fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da bu bulgu énemli olarak degerlendirilmistir.

Karaciger PON ve AE aktivitesi gruplarda degerlendirildiginde gruplar arasinda
fark olmadigi saptandi (p>0.05) (Tablo 13).
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Tablo12. Serum PON ve AE aktiviteleri

Serum PON Aktiviteleri (U/L)

Serum AE Aktiviteleri (kU/L)

Ortanca (Minumum- | OrtalamaxSS Ortanca (Minumum-
Ortalama+SS Maksimum) Maksimum)
Grup
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) 58,2450,8 34,0 9-122 63,7+46,9 38,0 17-118
ESK (n=7) 88,0456,9 75,0 17-191 48,4+34,7 39,0 17-110
ESP (n=5) 51,2443,3 43,0 9-104 52,4+45,2 26,0 13-107

Tablo 13. Karaciger PON ve AE aktiviteleri

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

Ortalamaxs | Ortanca | (Minumum- Ortalama£SS Ortanca | (Minumum-
Grup S Maksimum) 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 876314441 8038 4363-16054
ESP (n=5) 16,3+7,2 13,9 10-29 578314124 4899 2216-12741

Akciger PON ve AE aktiviteleri Tablo 14 ve Tablo 15’de gosterilmistir.

Sag akciger PON ve AE aktivitesi yonunden gruplar arasinda fark saptanmadi

(p>0.05).
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Tablo 14. Sag akciger PON ve AE aktiviteleri

Sag Akciger PON Aktiviteleri

Sagd Akciger AE

(mU/mg prot) (mU/mg prot)

Ortanca | (Minumum- Ortalama+SS Ortanca (Minumum-
Grup OrtalamaxSS Maksimum) 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 4135 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 akciger PON ve AE aktiviteleri

Sol Akciger PON Aktiviteleri (mU/mg

Sol Akciger AE Aktiviteleri (mU/mg prot)

prot)

Ortanca | (Minumum- OrtalamazSS Ortanca (Minumum-
Grup OrtalamaxSS Maksimum) 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 akciger PON aktivitesi yontnden gruplar arasinda fark saptanmadi (p>0.05).

Gruplarin AE aktiviteleri incelendiginde tim gruplarda AE aktivitesinin sham grubuna

gore daha dusuk oldugu ancak farkin anlamli olmadigi bulundu. (p>0.05)
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5. TARTISMA

Alkol alimi birgok gelismis Ulkede sosyal bir problemdir. Hafif dozda alkol
alimindan bagimhlik dizeyine ulasan yuksek doz alkol tuketimi tim dunyada yaygindir.
Hafif ve orta diizeyde alkol aliminin bazi sistemler (izerine yararli etkileri oldugu, ancak
kronik ve uzun sureli, yliksek doz alkol aliminin zararh etkileri oldugu bilinmektedir.
Kronik alkol kullanimi sirasinda cesitli beslenme problemleri ortaya cikmaktadir.
Metabolizma Uzerine ¢ok yonli etkileri nedeniyle alkol kullaniminin gesitli sistemlere
etkisini incelemek ilgi ¢ekici olmustur (91, 162). Deney hayvanlarinda alkol alimi igin
cesitli modeller gelistirilmistir Gelistirilmis olan bu modellerin her birinin digerine
ustunlukleri ve dezavantajli yonleri oldugu belirtilmektedir ( 91,133,134). Bu ¢alismada
daha Once tanimlanmis olan sivi diyet modeli uygulandi (91). Alkol verilen ve normal
sivi diyetle beslenen gruplarin her ikisinde de sham grubuna gére kilo kayiplari vardi.
Normal sivi diyetle beslenen ve etanolli sivi diyetle beslenen gruplarda sivi diyetin
kalori hesabi yapildi ve literatiirde onerildigi sekilde diizenlendi (91). ilk iki hafta
ratlarin kati diyetten bu yeni diyete uyumu nedeniyle daha az beslendikleri g6zlendi.
Normal sivi diyetle beslenen gruplardaki kismi kilo kaybinin ilk iki hafta kilo
vermelerinden ve daha sonra da kati diyete gore daha az sivi diyet tiketmelerinden
kaynaklandigi dasunuldu. Alkol eklenmis sivi diyetle beslenen ratlarda da benzer
sekilde, ilk iki hafta diyete uyum nedeniyle kilo kaybinin oldugu; daha sonra devam
eden kilo kaybinin nedeninin hem sivi diyet olmasi hem de alkole bagli beslenme
bozuklugu oldugu dustnildi. Yapilan cesitli calismalarda alkol ve sivi diyetle beslenen
ratlarda kontrol kati diyetle beslenen ratlara gore belirgin olarak daha az kilo artisi
oldugu veya kilo kaybi oldugu bulunmustur (28,53,123,137). Yapilan bir calismada
glnlik kalorinin %36’sI alkolden saglanarak sivi diyetle beslenmis olan ratlarda ilk 30
gun kontrol grubuna gore kilo artisinin %75 daha az oldugu otuzuncu glinden sonra
diyetten alkollin c¢ikarilmasi ile birlikte kilo artisinin basladigi saptanmistir (137). Piano
ve ark., calismalarinda etanol verilen ratlarda onuncu ginden sonra kilo kaybi
saptadiklarini ve bu durumun su almamadan kaynaklansa da temel olarak total kalori
aliminin azalmasi ve etanole metabolik adaptasyondan kaynaklanmis oldugunu
belirtmislerdir (123). Hayvan modellerinde sivi diyetin kullanilmasinin karacigerde

beslenme bozukluguna bagli bazi olumsuz etkileri oldugu karacigerde gézlemlenen bazi
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histolojik  degisikliklerden bu durumun sorumlu olabilecegi belirtilmektedir
(126,133,134). Ancak bu calismada normal sivi diyetle beslenen bazi ratlarda kilo kaybi
gozlense de bu grupta minimal histolojik degisiklikler disinda karaciger yaglanmasi ve

dejenerasyon gibi bulgular izlenmemistir.

Kronik alkol ahmi gesitli sistemler Uzerinde gosterdigi etkiler nedeniyle yiiksek
mortalite ve morbidite nedenidir. Alkol temel olarak karacigerde okside edilir. Bu
nedenle karaciger, cesitli islevsel ve donistimslz degisikliklere duyarlidir. Alkol
metabolizmasi sirasinda hem ADH, hem de ALDH enzimleri, NAD"’nin NADH’a
indirgenmesini gerektirir (23,70,94). Artmis NADH vyagh karaciger, hiperlipemi,
hipoglisemi, kollajende artisa bagl doku skari (fibrosis) gibi metabolik bozukluklara
neden olur (93,95).

Bu calismada alkollin karaciger tzerine etkileri histopatolojik ve biyokimyasal
parametreler arastirilarak incelendi. NSK ve NSP gruplarinda normale yakin histolojide
karaciger morfolojisi izlenirken alkol verilen ESK ve ESP gruplarinda, tim ratlarda

degisen oranlarda hepatik dejenerasyon ve karaciger yaglanmasi izlenmistir.

Karaciger hucre bitinliginin bozulmasi ve parankim hicrelerinin dejenerasyonu
karacigerde yogun olarak bulunan enzimlerin serum diizeylerini etkiler (26,71,78,119,
120,170). Bu calismada karaciger hiicre hasarinin biyokimyasal gostergelerinden olan
serum ALT, LDH ve alkolle indlklenen bir enzim oldugu bilinen GGT diizeylerinin
calistimasi planlandi. Alkol ve normal izokalorik sivi diyet verilen her iki gruptaki
ratlarda sham grubuna gore ALT dizeyleri yikselmis bulundu. Ancak normal sivi diyet
verilen gruptaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmaz iken, alkol verilen
gruplardaki fark anlamli idi. Bu durum histolojik bulgular ile uyumlu idi. Yapilan cesitli
klinik ve deneysel calismada alkolik karaciger hastaliginda alkole bagl serum ALT
dizeyleri artmis olarak bildirilirken (78,120,161), bazi c¢alismalarda degismedigi
belirtilmistir (71). Ozcan ve ark. oral yoldan alkol vererek wistar ratlarda yaptiklari
calismalarinda serum ALT duzeylerinde alkol kullaniminin birinci glndinden itibaran

anlamli artis saptadiklarini, 21 gunun sonunda kontrol grubuna gore artisin oldukca
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anlamh oldugunu belirtmislerdir (120). Uzun ve ark., 4 hafta boyunca intragastrik
yoldan alkol verdikleri wistar ratlarda serum ALT ve AST duzeylerini kontrol grubuna

gore anlamli olarak yiiksek bulmuslardir (161).

Serum LDH dizeyleri incelendiginde alkol verilen gruplardaki LDH diizeyi hem
sham hem de normal sivi diyet verilen gruba gore daha dusiik olmakla birlikte fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Castilla ve ark. hiicre kultir ortaminda yaptiklari
calismalarinda, 0,02 mmol/L etanol varliginda LDH aktivitesi daha ylksek, 2 mmol/L
ve 5 mmol/L konsantrasyonda yaridan daha fazla dusts gozlendigini ancak ortama 10
mmol/L etanol konmasi durumunda belirgin olarak LDH aktivitesinin arttigini saptamis
ve disiuk dozlarda etanolin LDH aktivitesini azalttigini ancak belli dozun Usttindeki
etanolin LDH’1 arttirdigini belirtmislerdir (26). Benzer sekilde, hiicre kiltir ortaminda
yapilan diger bir ¢calismada 10 mmol/L diizeyindeki etanoliin varliginda, LDH diizeyleri
kontrole benzer, hatta 24. saatte kontrolden daha dislk saptanirken; 50 mmol/L
etanolde kismen ylksek, 100 mmol/L etanol dizeylerinde belirgin olarak arttigi
gosterilmistir. Bu durumda etanoliin karaciger hicrelerinde LDH (zerine doza bagimli
olarak etki gosterdigi sonucuna varilmistir (172). Yapilan diger bir deneysel ¢alismada,
alkol verilen grup ile kontrol grubunun safra LDH duzeyleri benzer bulunmustur (112).
LDH eritrositlerde de bulunan bir enzimdir. LDH’Iin serumda 6l¢imini etkileyen
preanalitik parametrelerden biri de serumun hemolizli olmasidir (114). Sonuclarimizi
etkileyen preanalitik etkenlerden biri olarak bazi serumlarin kismen hemolizli olmasi
duslinllse de sham, NSK ve NSP grubundaki aktiviteler birbirine bezer iken alkol
verilen gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel bir fark olmamakla birlikte kismen
azalma gozlenmistir. Bu durumun Castilla ve ark. calismalarinda belirttiklerine benzer

sekilde alkoltin ikili etkisinden kaynaklanmis olabilecegi dusunulebilir.

Alkolik karaciger hastaliklarinda hiicre hasarinin diger bir enzimatik gdstergesi
GGT duzeylerindeki degisimdir. Kronik alkol kullanimi sirasinda serum GGT duzeyleri
sikhkla artar. Bu artis, GGT yapiminin artmasi veya alkole baglh karaciger hiicrelerinde
meydana gelen hasara bagli GGT sizintisina baglanmaktadir (140). Bu calismada tim

gruplarda serum GGT dizeyi arastiriimis ancak c¢alisilan yontem ile test iki kez
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tekrarlanmasina ragmen calisilan test kiti ile hem sham hem de galisma gruplarinin
cogunda saptanabilir sinirlarda bir deger elde edilememistir. Sadece iki ratta 2 U/L gibi
dusiik dizeyde bir deger elde edilmistir. Bu durum sasirtici bulunmus ve calismada
kullanilan wistar ratlarda normal serum GGT duzeyinin referans degeri arastiriimistir.
Yapilan literatlr taramalarinda cesitli calismalarda wistar ratlarda serum GGT
diizeyinin olctlebilir degerleri verilmis olsa da Boehem ve ark. 2007 yilinda yaptiklari,
wistar ratlar ve C57/Bl6 farelerdeki biyokimyasal paremetlerin referans araliginin
arastirlldigr  calismalarinda, wistar ratlarda ve C57/B16 farelerde serum GGT’nin
saptanabilir sinirlarda olmadigini bulmuslar ve bu nedenle GGT’ye ait bir referans
arahik vermemislerdir (15). Ayni yayinda daha Once yapilmis benzer referans aralik
calismalarinin bazilarinda da GGT’nin saptanamadigi belirtilmistir. Deneysel olarak
wistar ratlarda akut pankreatit olusturulan ve biyokimyasal parametreleri bizim
kullandigimiz kit ve cihaz kullanilarak arastirilan bir diger ¢alismada ALT, AST ve
ALP icin serum degerleri belirtilmis iken hem sham grubunda hem de akut pankreatitli
grupta GGT ve bilirubinin 6lcimin alt sinirinin altinda degerlerde olmasi nedeniyle
degerlendirilemedig@i belirtilmistir (110). Bu calismanin sonuglari da bu bulguyu
desteklemistir. Ratlardaki anatomik farklilik karaciger kaynakli bazi biyokimyasal
paremetrelerin insandan farkli olmasinin nedeni olabilir. Ancak calisilan kitin saptama

limitine baglh farkl sonugclar olabilecedi de unutulmamahdir.

Alkolik karaciger hastaliginin patogenezinde oksidatif stres ve roli Uzerinde
calisilan bir alandir (132). Oksidatif stres varliginda etanoliin indikledigi karaciger
hasarinda serbest oksijen radikalleri rol oynamaktadir (95). Ya artmis oksijen radikalleri
veya azalmis antioksidan kapasite sonucunda karaciger hicrelerinde oksidatif hasar
gelisir. Mikrozomlar ve mitokondri alkol kullanimi sirasinda etkilenen karaciger
organelleridir (126). Alkole bagh gelisen karaciger hasarinda, artan serbest oksijen
radikalleri, artmis lipid peroksidasyonu ve azalmis glutatyon (GSH), vitamin E, S-
adenosylmethionin (SAM) gibi antioksidan molekdller birlikte rol alir (61,77,95).

Dokularda oksidatif hasarin gostergelerinden biri olarak siklikla doku ve serum
MDA dizeyleri Olgilmektedir. Kronik alkol kullanimi sonrasinda enfeksiyon
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olusturulmus olan bu calismada karaciger ve akciger dokularinda oksidatif hasar
gostergesi olarak dokularda ve serumda MDA duzeyleri arastirildi. NSK ve NSP
gruplari sham grubu ile karsilastirildiginda karaciger MDA dizeyleri arasinda anlamli
bir fark saptanmadi. ESK ve ESP gruplarindaki MDA diizeyleri karsilastirildiginda hem
sham grubuna hem de NSK ve NSP gruplarina gére MDA duzeylerinin artmis oldugu
g6zlendi. Cesitli klinik ve deneysel ¢alismada alkol ve karaciger lipid peroksidasyonu
arasindaki iliski arastiriimistir (19,58,69,119,159,161). Hem klinik hem de deneysel
calismalarda alkole bagl serum MDA dizeyinde ve karaciger lipid peroksidasyonunda
artis bildirilmistir (58,61,75,161,169). Kanbak ve ark. kronik etanol verilen ratlarda
yaptiklari ¢alismalarinda MDA dizeyinin kontrole gore arttigini ve betainin lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisi bulundugunu saptamislardir (76,77). Uzun ve
ark. calismalarinda alkol verilen ratlarda hem serum hem de karaciger MDA duzeylerini
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiksek saptamislardir (161). Bu c¢alismada
enfeksiyon olusturulan gruplardaki karaciger MDA dizeyleri degerlendirildiginde NSP
grubunda karaciger MDA duzeyinin sham grubuna goére kismen arttigi ancak aradaki
farkin anlamh olmadigi, NSK grubu ile karsilastirildiginda MDA diizeylerinin benzer
oldugu gorulmaistir. Ancak alkol verilen ve P. aeruginosa pnémonisi olusturulan ESP
grubundaki MDA artisinin kontrol gruplar yaninda ESK grubuna gore de daha fazla

oldugu goruldu.

Alkolun neden oldugu hiicre hasarinin nedenleri heniiz tam olarak agik olmasa da
alkolik karaciger hastaliginda oksidatif stres énemli rol oynamaktadir. Serbest oksijen
kaynagi cesitli hucreler olabilir. Karaciger dokusunda kupffer hicreleri bunlardan en
onemli olanlardir. Karaciger kupffer hiicrelerinin aktivasyonu superoksit, nitrik oksit,
TNF-alfa ve diger cesitli sitokinlerin aktivasyonu sonucunda karaciger hicresinde
hasara neden olmaktadir. Bu etkiler gram negatif bakteri lipopolisakkaridi (LPS)
aracth@i ile kupffer hucrelerinin aktivasyonuna bagl olarak da gelismektedir. Normal
kosullarda herhangi bir enfeksiyon bdlgesinde gram negatif bakterilerden LPS
salgilandiginda kisa strede kan dolasimina gecmekte ve Kkaracigere ulasmaktadir.
Benzer sekilde bakteriyemi gelistiginde bakteriler de karacigere ulasmakta ve
karacigerde ortadan kaldirilmaya calisiimaktadir. Bu ortadan kaldirilma sirecinde

karaciger kupffer hicreleri aktive olmaktadir. Sonug¢ olarak aktive olan kupffer
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hicrelerinden salgilanan cesitli kimyasal mediyatorler bakteriyi ortadan kaldirmaya
calisirken olusan serbest oksijen radikalleri aracithgi ile doku hasari gelistirmektedirler.
Alkol kullanimi sirasinda karacigerde CYP2EL aracilikli oksidatif stresin de alkolik
karaciger hastaliginda hiicre hasarindan sorumlu oldugu bilinmektedir (101). Lu ve ark.
CYP2EL indukleyicisi (pyrazol) bir madde varliginda LPS’in karaciger hasari (izerine
etkilerini arastirdiklari calismalarinda, tek basina LPS veya tek basina pyrazol
kullanilan ratlarda kontrol grubundan daha yiiksek serum ALT dizeyleri saptadiklarini
ancak farkin anlamli olmadiginin belirtmislerdir. Ayni calismada, hem tek basina LPS
kullanilan ratlarda hem de tek basina pyrazol kullanilan ratlarda karaciger MDA
dizeylerinin kontrole gore arttigini ancak farkin anlamli olmadigi tek basina pyrazol
verilen gruptaki artisin tek basina LPS verilen gruptan fazla oldugu saptanmistir (101).
Lu ve ark. ayni calismalarinda pyrazol+LPS birlikte verilen ratlarda hem serum ALT
diizeylerinde hem de karaciger MDA duzeylerinde kontrole gore oldukca anlamli artis
saptadiklarini bildirmislerdir (101). Mathurin ve ark. calismalarinda alkol ve LPS
(enteral endotoksin verilerek) birlikte verilen ratlarda, karacigerde kontrole ve tek
basina LPS verilen gruba gore spot nekroz oranini daha yuksek ve serum ALT dizeyini

de anlamli olarak daha yiliksek saptamislardir (105).

Bu calismada da tek basina enfeksiyon varhiginda karaciger MDA dizeyi sham
ve kontrol grubuna gore farkl degildi. Ancak alkol verilen ratlarda enfeksiyon
varhiginda karaciger hiicre hasarinin histolojik olarak arttigi, serum ALT ve karaciger
doku MDA diizeylerinin de diger gruplara gére anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi.
Bu sonuclar literatiirdeki ¢alismalari destekler niteliktedir. ESK grubuna gore de MDA
artisinin daha fazla olmasi doku hasarinda alkolle birlikte enfeksiyonun varhiginin
serbest oksijen aracilikli hasari arttirdigi seklinde yorumlandi. Bu durum, uzun sureli
alkol kullanimina bagh immin sistemin etkilenmesi sonucunda konakta herhangi bir
bolgede olusan enfeksiyonun daha siddetli olabilecedi ve enfeksiyon nedeniyle
karacigerde artan mononuklear hiicre infiltrasyonuna bagl serbest radikal olusumunun
artmasi sonucunda doku hasarinin artmis olabilecegi seklinde aciklanabilir. Bu
calismanin bulgulari alkol kullanimi sirasinda enfeksiyon gelisiminin karacigerdeki
serbest oksijen radikallerine bagl hasari arttirdigini géstermektedir.
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Serum MDA dizeyleri agisindan gruplar arasinda fark goézlenmedi. Serumda
MDA dizeyleri arasinda farkin godzlenmemesinin nedenin lokal oksidatif stres
sonucunda dokularda saptanan MDA artisinin, olasilikla seruma yansidiginda fark

yaratacak blyuklikte olmamasindan kaynaklandigi diasunaldd.

Alkol kullanimi, immdn sistem Ulzerinde yapti§i modulasyon sonucunda, 6zellikle
akciger enfeksiyonlarina olmak tzere genel olarak enfeksiyon hastaliklarina yatkinlik
yaratir (48,50,149,153,174). Kronik alkol kullanan bireylerde gram negatif
bakterilerden iki 6nemli bakteri, P.aeruginosa ve Acinetobacter tirleri daha fazla

akciger enfeksiyonu olusturmaktadir (63,174).

Bu calismada akciger dokusundaki MDA diizeyleri incelendiginde sag akcigerde
gruplar arasinda fark olmadigi, sol akcigerde enfeksiyon gruplarinda sham grubuna gore
MDA diizeyinin fark istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha fazla oldugu saptandi.
ESP ve NSP gruplart MDA dizeyleri yoninden karsilastirildiginda aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Aytacoglu ve ark. Wistar ratlarda yaptiklari
calismalarinda akut alkol aliminin akciger hasarini tetikledigini ve hem akciger
dokusunda hem de serumda kontrol grubuna gére MDA duzeylerinin yikseldigini
bulmuslardir (7). Akut etanol intoksikasyonuna bagli akcigerlerde kontrole gore
MDA’nin %60 oraninda arttigi gosterilmistir (138). Cesitli ¢alismalarda alkol veya
enfeksiyon varhiginda akciger MDA dizeyleri artmis olarak bildirilmis olsa da akcigere
intratrakeal olarak direkt LPS verilerek yapilan bazi calismalarda MDA duzeylerinin

kontrole benzer oldugu belirtilmistir (83).

Kronik alkol kullanimi akut akciger zedelenmesine neden olmakta ve enfeksiyon
riskini artirmaktadir (17). Bu c¢alismada alkoliin enfeksiyonun siddeti tzerine etkisi
arastirlldi. Bu calismada intratrakeal olarak bakteri verilmesi sonrasinda akciger
homojenatlarinin  kiltirl yapilarak mikrobiyolojik olarak enfeksiyonun varlig
arastirlldi. Ayrica dokular uygun tespit islemlerinden sonra HE boya yontemi ile
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histolojik olarak degerlendirildi. intratrakeal olarak bakteri verilmesinden sonra ratin
yapisina, verilis anindaki pozisyona bagl olarak sag ve sol akcigerde farkli yanit
olusabilecegi distnuldugunden tim degerlendirmeler sag ve sol akciger loblarinda ayri
ayri yapildi. Akciger homojenatlarinda treyen bakteri miktarlari karsilastirildiginda
alkol verilen ESP grubunda tireyen bakteri miktari NSP grubundan daha fazlaydi ve sol
akcigerdeki Uremeler yonunden incelendiginde aradaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi.  Ayrica yapilan histolojik incelemelerde her iki grupta akcigerde
enfeksiyonun histopatolojik bulgulari vardi. ESP grubunda intratrakeal P.aeruginosa
veriligini takiben 20. saatte 2 rat 6lmus ve bu gruptaki ratlarin genel durumu NSP
grubuna gore daha kotl olarak degerlendirilmistir. Hem mikrobiyolojik hem de
histolojik bulgular ve 24 saat icindeki hayvanlarin genel durumlarindaki koétilesme ve
6lum oranlarina bakildiginda kronik alkol kullanimi sirasinda gelisen P.aeruginosa
pnomonisinin daha siddetli seyrettigi sonucuna varilmistir. Etanol ahimi alveolar tip Il
hicrelerin yapisi Gzerine etki etmektedir. Normal sartlarda alveolar tip 11 hicrelerinde
GSH, hem plazmaya gore hem de diger hicre disi sivilara gore birkac yiiz kat daha
fazla miktarlarda bulunur. Hasarlanmis alveollerde glutatyon dizeyi dismekte ve
akciger enfeksiyonlarina yatkinhk yaratmaktadir (66). Alkolin P.aeruginosa akciger
enfeksiyonu Uzerine etkisinin arastirildigi bir calismada, P.aeruginosa inhalasyonundan
once intraperitoneal olarak etanol verilen, etanol ile birlikte secici NOS-I1I inhibit6éri L-
N®-iminoethyl lysine (LNIL), sadece LNIL verilen ve PBS verilen kontrol grubu
ratlarda 4. saatte akcigerdeki bakteri miktarlari karsilastiriimistir. Bakteri inhalasyonu
oncesi etanol verilen grupta PBS verilen gruba gore akcigerde daha fazla miktarda
P.aeruginosa gorulmustir. Sadece LNIL verilen grupta bakteri miktari azalirken,
etanol+LNIL verilen grupta sadece etanol verilen gruba benzer miktarda akcigerde
bakteri varhgi saptanmis ve notrofil ve nitrik oksit bagimli invivo mekanizmalar ile
etanollin akcigerde P.aeruginosa’nin temizlenmesini inhibe ettigi ve sonucta daha fazla

miktarda bakteri varhgina neden oldugu belirtilmistir (56).

Bu calismanin bulgulari kronik alkol kullanimi sirasinda gelisen enfeksiyonun
daha siddetli seyrettigini ve ayni zamanda serbest oksijen radikallerine bagl hicre
hasarinin sadece enfeksiyonun oldugu bolgeye sinirli olmadigini, karacigerde
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enfeksiyon varhiginda hicre hasarinin daha da arttigini ve alkoliin sadece organlar
uzerine degil enfeksiyonun siddeti tizerine de olumsuz etkisi oldugunu gostermektedir.

Kronik alkol kullanan bireyler gunluk kalorilerinin yarisini alkolden saglar. Bu
durum gastrik malabsorbsiyona neden olur ve sonugta kronik alkol alan bireylerde diyet
aracilikh disuk antioksidan alimi vardir (132). Alkol kullanimi sirasinda GSH ve
vitamin E gibi antioksidan savunma mekanizmalarinda azalma géralir. Antioksidanlar,
konagin serbest oksijen radikallerine karsi 6nemli savunma mekanizmalaridir. PON
HDL ile iliskili, antioksidan 6zelligi oldugu bilinen, karacigerde sentezlenen bir
enzimdir. PON1, PON2 ve PON3 olmak (zere G¢ ayri formu tanimlanmistir. PON1
organofosfatlar, PON2 ve PON3 organofosfatlar tzerine sinirli ancak aromatik ve
alifatik laktonlar Gzerine etkili hidroliz yapar. Bu ¢ PON enziminin de antioksidan
Ozelligi vardir. Organofosfatlar bu enzim tarafindan hidrolize edilirler. Paraokson bu
amacla kullanilan bir organofosfattir. Paraokson disinda organofosfat olmayan fenil
asetat, tiyofenilasetat, 2 neftil asetatin ve lakton halkasi iceren cesitli maddelerin de
PONL1 enzim aktivitesi icin substrat oldugu bilinmektedir (35,175). Paraokson ve fenil
asetatin tek enzim tarafindan mi yoksa farkl enzimler tarafindan mi hidrolize edildigi
tartismalidir. PON1 igin paraokson (dietyl-p-nitrophenyl phosphate) ve fenil asetat
(phenyl acetate) uygun substratlardir. Ancak karacigerden sentezlenen alblimin ve baska
enzimler de bu substratlari kullanabilmektedir. Ornegin organo fosfat olmayan fenil
asetat ve p-nitrofenil asetat ve organo fosfat olan paraokson pH: 8’in tizerinde alblimin
ile de hidrolize olabilmektedir. Bu nedenle PON1 enzim aktivitesi arastirmalarinda
pH:8’in Uzerindeki pH araliklarinda calismak elde edilen aktivitenin sadece PON1
aktivitesi  olamayabilecegini  gostermektedir (175). Bu c¢alismada calisma

solusyonlarininin pH’si 8 olarak ayarlanarak calisiimistir.

Paraoksonaz, aril esteraz gibi A tip estarazlar ve albumin, organofasfatlar
aracilikh kovalan inhibisyona direncli iken, karboksiesteraz, asetilkolin estaraz ve kolin
esteraz gibi B tip esterazlarin duyarh olduklari bilinmektedir (4,175). Ayni zamanda
organofosfatlara duyarli bu B tip esterazlarin memeli dokularinda, arilestaraz aktivite

Olglimlerinde substrat olarak kullanilan fenil asetati hidrolize ettigi de gosterilmistir.
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Dolayisi ile dokularda yapilan ¢alismalarda ortamdaki karboksi esterazlar inhibe
edilmezse Olglilen PON1 enzim aktiviteleri tam olarak gercegi yansitmayabilir (175).
Bu nedenle doku calismalarinda PON1 enzim aktivitesi arastiriimaya baslanmadan 6nce
B tip esterazlarin paraokson gibi organofosfat bilesikleri ile inhibe edilmesi dnerilmistir
(14,175). Serum i¢in benzeri 6nerilerin olmamasi B tip esterazlarin karacigerden seruma
gecisinin A tip esterazlara gére hem oldukca yavas hem de az olmasindan kaynaklanmis
olabilir (175). Bu calismada da doku &rneklerindeki enzim aktiviteleri bu 6neriler
dikkate alinarak, ¢calisma 6ncesi paraoksonun belli konsantrasyonu ile 15 dakikalik bir

inklibasyon ile B tip estarazlarin inaktive olmasi saglanarak arastirildi.

Bazi serin esterazlarin, florofosfatazlarin memeli bobrek ve karacigerinde yiksek
aktivitede saptanirken serumda saptanmadigi belirtilmektedir (175). Doku PONL1
aktivitelerinin saptanmasinda serin esterazlarin inhibisyonu icin fenil metil sulfonil
florid ( PMSF; Phenyl methyl sulfonyl fluoride) kullaniimasi da 6nerilmektedir (14). Bu
calismada doku 6rneklerinde PMSF kullanilmadigi icin elde edilen enzim aktivitesinin

bir kismindan bu tip esterazlarin da sorumlu olabilecegi disunulmastr.

PONL1 enzim aktiviteleri ile yapilan calismalarda fenil asetatin paraoksondan ¢ok
daha fazla ve hizli hidrolize oldugu bildirilmistir (36,175). Bu calismada da hem
serumda hem de dokularda fenil asetata karsi elde edilen aril esteraz aktiviteleri

paraoksona karsi elde edilen paraoksonaz aktivitesinden ¢ok daha fazla bulunmustur.

Bu calismada NSK ve ESK gruplarindaki serum PON ve AE aktiviteleri sham
grubuna benzer olarak saptanirken, akciger enfeksiyonu olusturulan hem ESP hem de
NSP gruplarinda sham, NSK ve ESK gruplarina gore PON aktivitesi fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmasa da daha disuk olarak saptanmis ve bu bulgu 6nemli
bulunmustur. Rao ve ark. calismalarinda 8 haftalik oral alkol verdikleri Wistar ratlarda
PON duzeyini arastirmiglardir. Ginlik diyetin total enerjisini %0, %10 ve %36
oraninda alkolden saglayacak sekilde u¢ ayri galisma grubu olusturulmus. Hafif alkol
alan (%10) grupta karaciger ve serum PON aktivitesinde %20-25 oraninda artis

saptarken, agir alkol verilen (%36) grupta serum PON aktivitesinde %25 dusus
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saptamislardir (135). Bu durum karaciger PON mRNA ekspresyonun gosterilmesi ile de
dogrulanmis ve hafif alkol aliminda karaciger PON mRNA’sinin upregile oldugu ancak
yuksek dozda alkol aliminda karaciger mRNA’sinin downregiile oldugu sonucuna
variimistir (135). Alkolik ve non-alkolik bireylerde yapilan bir baska klinik calismada
serum PON aktivitesi anlamli sekilde alkolik bireylerde dustk bulunurken, ALT ve
GGT duzeyleri yluksek bulunmus ve karaciger enzimleri ile PON arasinda negatif bir
korelasyon oldugu bildirilmistir (127). Kronik karaciger hastaligi olan bir grupta yapilan
kohort calismasinda bazal PON aktivitesinin kronik hepatitli olgularda kontrol grubuna

gore %52, sirozlu olgularda % 67 oraninda azalma gosterdigi saptanmistir (45).

Serum PONL1 aktivitesinin, hastaligin evresi arasinda direkt bir iliski olmasa da
non-alkolik steotohepatitin erken everesinde bile serum dizeylerinin anlamli derecede
azalmasi, PONL1 aktivitesinin lipid peroksidasyonunun biyokimyasal belirleyicisi olarak

kabul edilebilecegi vurgulanmistir (11).

Normal serum paraoksonaz aktivitesi bireyler arasinda farklilik gésterebildigi gibi
bolgesel farkhihklar da gostermektedir (38,87,99,148). Yapilan calismalar tiketilen
alkol miktar1 ve karacigerde olusturdugu hasara bagl olarak serum PON enzim
aktivitesinin degistigini gostermektedir. Dusik dizeyde alkol tiiketiminin PON enzim
aktivitesi Uzerine, dolayisi ile antioksidan kapasite Uzerine olumlu etkileri varken,
yuksek miktarlar ve uzun sireli alkol kullaniminin PON enzim aktivitesi (zerine
olumsuz etkileri olmaktadir (127,135).

Deney hayvanlarinda olusturulan alkol modellerinde diyet igeriklerinin ve
etanolun verilis yolunun hasarin siddetini etkiledigi bilinmektedir (47,91,126,134). Rao
ve ark.’nin calismasinda kronik alkol modeli igin diyet ile verilen alkol miktari bu
calisma ile ayni, ancak hem diyetin yag orani daha fazla, hem de deneyin siresi iki hafta
daha uzundur (135). Bu calismada karacigerde oksidatif stresin bir gostergesi olan
MDA duzeylerinde alkol verilen gruplarda ve 6zellikle enfeksiyon varliginda belirgin
artis saptanirken, PON ve AE aktivitelerinde beklendigi kadar belirgin bir dusuklik

saptanmadi. Ancak Yalcinkaya ve ark.’da icme suyuna %20 oraninda alkol katarak
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olusturduklar kronik alkol modelinde 75 giiniin sonunda MDA diizeylerinde anlamli bir
artis saptadiklarini ancak antioksidan parametrelerde herhangi bir degisim
saptamadiklarini belirtmislerdir (169). PON ve AE aktivitesi de birer antioksidan
parametre olarak degerlendirildiginde, bu bulgu bizim c¢alismamizin sonucunu
destekliyor olsa da, bizim calismamizda PON ve AE aktivitelerinde beklenen
disuklagun yeterince olmamasi alkol verilme siresine bagli olabilecegi, strenin birkag
hafta daha uzun olmasi durumunda PON ve AE aktivitesindeki dusikligin anlamli

duzeylerde olabilecegi dustnalda.

Bakteriyel enfeksiyonlar, bakteriye ait bircok virulans 6zelligin yaninda konak
hicrenin immin mekanizmalarinin rol aldigi ve Kkarsihkl etkilestigi karmasik bir
strectir. Bagisikligi baskilanmis konakta P.aeruginosa ile enfeksiyonlara yatkinlik
gelisir. P.aeruginosa suslari c¢esitli virulans faktorleri araciligi ile yerlestikleri dokuda
cogalirlar. Bu bakteri grubunun quarum sensing (QS) sistemi araciligi ile salgiladig
otoindiikleyici AHL molekuller biyofilm olusturmada ve dokuya yerlesmede 6énemli rol
oynar (152). P.aeruginosa suslarinin salgiladigir AHL molekillerinin bagisiklik sistemini
duzenledigi ve konagin cesitli hemodinamik parametreleri tzerine etkileri oldugu ve
akciger enfeksiyonlarinin patofizyolojisinde 6nemli rolleri olduguna dair calismalar
vardir (51,90,158). Bakteri virulansindaki bu énemli rolleri nedeniyle AHL molekdlleri,
anti-infektif tedavi icin yeni hedef molekiller olarak degerlendirilmektedir (46). AHL
molekdlleri lakton halkasi icerir (152). PON enzimlerinin laktonaz aktivitesi oldugu
bildirilmistir (37). P.aeruginosanin salgiladigi AHL GrGnleri 6zellikle PON2 aracihgi ile
inhibe olmaktadir (33,121). PON2’nin hem bakterinin AHL sinyalleri aracihgi ile
virtllansini azaltigi hem de enfeksiyona konagin yanitini dizenledigi disunulmektedir
(37). Trakeal epitel hiicrelerinde PON1,2,3 enzimleri, 6zellikle PON2 ve PON3 daha
fazla eksprese edilmektedir (151). Trakeal epitel hiicrelerinde PON2’nin P.aeruginosa
QS sinyallerini inhibe ettigi ancak butlnligi bozulmamis epitel hicrelerinde etkili

olmadi§i gosterilmistir (151).

PON veya PON disi enzimlerin trekeal epitel hicrelerinde 3-OC12-HSL
sinyallerini inaktive etmesi, PON enzimlerinin 0zellikle PON2’nin P.aeruginosa QS
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sinyallerine karsi anahtar savunma mekanizmasi olabilmesi yodninden 0Onemlidir.
PONZ2’nin 3-OC12-HSL hidrolize etme yetenedi PON1 ve PON3’e gore 22-75 kat daha
yuksek etkinlik gosterdigi bildirilmistir (157). PON2’nin ER ve niklear zarda lokalize
oldugu, fare makrofaj ve insan hiicre dizilerinde plazma membraninda yerlesmedigini
bu nedenle PON2’nin 3-OC12-HSL’nu hicre iginde inaktive ettigi gosterilmistir (67,
121). P.aeruginosa AHL sinyallerinin bloke edilmesi bakterinin biyofilm yapimina
gidisini azaltmakta ve sonucta bakterinin virulansi Uzerine etki etmektedir, ancak
bakterinin Gremesini durdurmak tzerinde etkisi yoktur. P.aeruginosa, 3-oxododecanoyl-
L homoserine lakton molekuline karsi gelistirilmis olan bir antikorun, akcigerdeki
bakteri miktar1 Uzerinde degisiklik yapmaksizin konagin inflamatuar yanitini bloke

ederek P.aeruginosa enfeksiyonlarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (111).

Ozer ve ark. PON1 iceren wilde tip fare serumu ile P.aeruginosa biyofilm
olusumunun %75 azaldigini ancak sigir serum albimund ile %210 azalma oldugunu
gostermislerdir (121). Ayni calismada PON1 knock out fare serumu ile biyofilm
olusumunun %15 inhibe oldugu bildirilmistir. ilging olarak ayni calismada PON1
defekti olan farelerin wild tip PAOL1 ile infeksiyona daha duyarli olacaklari beklenirken
peritonit olusturulmus infeksiyon modelinde, infeksiyondan 50 saat sonra PON1 knock
out fareler %100 yasarken, wild tip fareler %50 oraninda yasamislar, bu durum
PONZ1’in olmamasina bagli PON2 ve PON3’un artmis ekspresyonu sonucu PAOL1’in
interfere oldugu seklinde yorumlanmistir. Bu durumu dogrulamak icin arastiricilar
PON1 knock out farelerin hava yolu epitelindeki PON2 ve PON3 mRNA duzeylerine
bakmislar ve wilde tip fareler ile karsilastirmislar. PON1 knock out farelerde diger
gruba gore belirgin olarak artmis PON2 ve PON3 mRNA diizeyleri saptanmis. Artmis
PON2 ve PON3 dizeylerinin P.aeruginosa sepsisine karsi koruyucu oldugu
belirtilmistir. Sonug olarak PON2 ve PON3’un 3-OC12-HSL uzerine PON1’den daha

etkili oldugu ileri strtlmastir (121).

Enfeksiyon sirasinda makrofaj olgunlasmasi sirasinda strese bagli PON2 upregile
olur. Bu durumun dogal bagisiklik sisteminde koruyucu roli olabilir. PON enzimlerinin

fizyolojik roliniin, yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan ve lokal anti inflamatuvar
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yanitin - dizenlenmesi ile sonuclanan lipid mediyatorleri (zerine oldugu da
belirtilmektedir (36,139).

Alkolln bagisikhk sistemi tzerine direkt ve indirekt etkileri vardir. Alkol bagisik
yanitta rol alan cesitli organlarin (zerine etkir ve sonucta TNF-alfa, interferon gama,
NK ve fagositer hicreler (zerine olan etkilerine bagli bagisiklik sistemini
zayiflatmaktadir (12,143,153,163). Bagisikhigin zayifladigi durumlarda enfeksiyona
yatkinlik gelisir (153).

Bu calismada kronik alkol kullanimi sirasinda P.aeruginosa enfeksiyonu
varhiginda konagin PON enzimleri aracili yaniti arastiriimis ve bu amacla serum
yaninda dokularda da PON ve AE aktivitelerine bakilmistir. Sadece alkoliin ve alkolle
birlikte P.aeruginosa enfeksiyonun varliginin PON enzim aktiviteleri zerine etkisi
arastirlldi. Alkol ve enfeksiyon varliginda daha belirgin olmak Uzere genel olarak
enfeksiyon varliginda serum PON ve AE aktivitelerinin kontrole gore daha dlsuk
oldugu goruldu. Karaciger enzim aktiviteleri yonlinden gruplar arasinda fark
saptanmadi. Bu calismada sol akcigerde ESP grubunda Ureyen bakteri miktari NSP
grubundan daha fazlaydi ve aradaki fark da anlamli bulundu. Ancak akciger PON ve
AE aktiviteleri yoninden hem sag hem de sol akciger de gruplar arasinda fark
saptanmadi. P.aeruginosa akciger enfeksiyonu ve PON enzim aktivitelerinin ileri
calismalarda molekiler olarak PON mRNA calismalari ile arastiriimasi yararli

olacaktir.

Bu calismada hem karaciger hem de akcigerde alveol hicrelerinde insitu hicre
Olimandan varhgini gostermek icin TUNEL boyama yontemi ile DNA kiriklarinin
varhgi ve kolorimetrik ELISA yontemi ile dokuda kaspaz-3 aktivitesi arastirildi. ESK
grubunda apoptotik hiicre orani hem sham grubuna hem de normal diyetle beslenen
kontrol grubuna gore yuksek bulundu. Bu sonuclar kronik alkol kullanimina bagl
karacigerde apoptozun arttigini gosteren cesitli klinik ve deneysel c¢alismalarla
uyumludur (42, 108,176 ).
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Kronik alkol kullanimi sirasinda akciger enfeksiyonu gelismesi durumunda
karacigerde apoptotik strecin etkilenip etkilenmedigi de arastirildi. Alkol verilen grupta
enfeksiyon varliginda kontrol gruplarina gére anlamli oranda apoptotik hdicrelerin arttigi
goraldi. Benzer sekilde enfeksiyon olusturulan NSP grubunda da sham grubuna ve
normal sivi diyet ile beslenen gruba gore karaciger apoptotik hiicre oraninin alkol
kullanan grup kadar olmasa da anlamli sekilde yiksek oldugu goruldi. Vicudun her
hangi bir bdlgesindeki enfeksiyon, mikroorganizma ile konak arasindaki bir dizi
etkilesim sonucunda gelisir. Olusan enfeksiyon yerel olarak sinirli olabilecegi gibi ¢cevre
dokulara yayilabilir veya uzak organ ve dokulara kan yolu ile yayilarak sistemik
enfeksiyon seklinde seyredebilir (8). LPS’in indiikledigi karaciger apoptozunda, artmis
mononukler hicre infiltrasyonu ve aktive makrofajlardan salinan TNF-alfa aracilikl
apoptoz gelismektedir (52,97). Benzer sekilde akciger enfeksiyonu varliginda
karacigerde mononuklear hicre infiltrasyonu kaginilmaz olarak artacak ve makrofaj
aktivasyonu olacaktir. Bu ¢alismada enfeksiyon olusturulan her iki grupta da kontrole
ve sham grubuna gére TUNEL pozitif hicre sayisindaki artisin buna bagli oldugu

dustnalda.

Apoptotik yollarin ortak molekili kaspaz-3 dir. Bu calismada apoptozun
belirteclerinden biri olan doku kaspaz-3 aktivitesi arastirildi. Karaciger kaspaz-3
aktiviteleri karsilastirildiginda gruplar arasinda fark bulunmamistir. Gruplarin ortanca
degerleri incelendiginde 6zellikle alkol verilen ve enfeksiyon olusturulan ESP grubunda
sham grubuna ¢ok yakin aktivite saptanmistir. Bu durum apoptotik hiicre oranlarina
gore ters bir durum olarak degerlendirilmistir. Oysaki ESP grubunda kontrol gruplarina
gore apoptotik hiicre orani yiksek saptanmis bu yukseklige paralel olarak kaspaz-3
aktivitesinin de yiksek olmasi beklenmistir. Sasirtici olarak ortanca olarak kaspaz-3
aktivitesi ESP grubunda sham grubuna benzer bulunmustur. Normalde alkole bagli
karaciger hucrelerinde gelisen apoptoz surecinde fas-fasL sistemi aracilikli kaspaz-3
aktivasyonunda artis oldugu ve bu yolun alkole bagl karaciger hiicre apoptozunda
mitokondrial sitokrom ¢ varhigindan daha belirleyici oldugu bildirilmistir (177). Bu
calismada enfeksiyon varliginda apopitotik hlicre oraninda gorilen durumun kaspaz-3

aktivitesinde gozlenmemis olmasi ilging bulunmustur.
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Yapilan bir calismada LPS ile induklenmis tolerant farelerde karaciger
apoptozunun kontrol ratlara gore suprese oldugu ve kaspaz-3 aktivitesinin ve
ekspresyonunun down regile oldugu saptanmistir  (102). Alkol kullaniminin
pankreastaki 6lum sinyalleri (zerine etkisinin arastirildigi invivo bir calismada da
pankreasta alkole bagll kaspaz-8 gen ekspresyonunun azaldigi ve buna bagl kaspaz-3
aktivitesinin dusttgu bildirilmistir (163). Koteish ve ark. yaptiklari ¢calismalarinda LPS
verilen ratlarda karacigerde apoptoz ve prokaspaz-3 ve kaspaz-3 aktivitelerini
arastirmiglar, normal diyet ile beslenen ratlarda LPS verilmesinden sonra karaciger
apoptozunun arttiginin histolojik kanitlari ile birlikte kaspaz-3 aktivitesinde de kisa
streli bir artis izlediklerini ancak benzer durumun alkol verilen ratlarda gozlenmedigini
bildirmislerdir (86). Oysa alkol verilen ratlarda LPS uygulanmasi sonrasinda
karacigerde histolojik olarak gorulen hasarin, normal diyetle beslenen ve LPS verilen
gruba gore cok daha fazla oldugu bulunmus. Bu durumda etanoliin hepatik kaspaz-3
aktivitesini inhibe edebilecegi disunilmus. Ayni calismada yapilan ileri analizlerde
sitozolik sitokrom c iceriginde ve oligoniukleozomal DNA fragmantasyonunda etanolle
iliskili olarak bir artis g6zlenmemistir. Sonugta etanoliin LPS’nin indikledigi karaciger
hicrelerinde apoptozu artirdigini ancak bu yanita aracilik eden invivo mekanizmalarin
invitro mekanizmalardan farkli olabilecegini ileri stirmuslerdir (86). Bu calismada
benzer bir bulgunun varligi, belirtilen calismayi destekliyor gibi goérinse de, bu
bulgunun gruplardaki hayvan sayisi arttirilarak, enfeksiyon varliginda alkoliin kaspaz-3
Uzerine etkisinin ve apotozda rol alan diger yolaklarinda sorgulanacagi ileri ¢calismalarla
desteklenmesi gerektigi disundldd.

Akciger dokulari TUNEL pozitifligi yénunden Karsilastiriidiginda gruplar
arasinda fark saptanmamistir. Tim gruplarda benzer alveoler alanlar incelemeye alinmis
ve alveol epitel hiicrelerindeki TUNEL pozitif hiicre varligi arastiriimistir. Bu ¢alismada
alveolar hicre epitelinde tim gruplarda sham grubuna benzer oranda pozitiflik
saptanmistir. Bu ¢alismada enfeksiyon olusturulan gruplarda sham ve kontrol gruplarina

gore akciger kaspaz-3 aktiviteleri agisindan fark saptanmamistir.
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P.aeruginosa’nin ve virllans ozelliklerinin farkli hucrelerin apoptozu Uzerine
etkilerini arastiran cesitli ¢calismalar vardir (5,25,29,72,113,142,160). P.aeruginosanin
havayolunda apoptozu indliklemesi hem konak epitel hiicrelerine hem de bakteriye
baglidir. Rajan ve ark. hiicre kdltir ortaminda yaptiklari calismalarinda hava yolu
epitellerinde P.aeruginosa varliginda proinflamatuar sitokinlerin salgilandigini ancak
apoptozun indiklenmedigini bildirilmislerdir (131). Hotchkiss ve ark. galismalarinda
P.aeruginosa ile olusturduklari akciger enfeksiyon modelinde bronsial apoptoz
saptamadiklarini, ancak kapiller endotelyal ve alveolar epitelde nadir apoptoz
saptadiklarini  belirtmiglerdir (68). Ayni ¢alismada kaspaz-3 immdunohistokimyasal
boyamada negatif bulunmustur. Hotchkiss ve ark. ¢alismalarinda TUNEL ydnteminde
hicreye spesifik endojen ylksek endonukleaz aktivitesi varliginda TUNEL yalanci
pozitifliginin bulundugunu ve saptanan bu pozitifliklerin buna bagh oldugunu, sonug
olarak hava yolu epitellerinin P.aeruginosa’ya bagl apoptoza direncli oldugunu
belirtmiglerdir (68). Diger bazi calismalarda da fare bdbrek tubuler hicrelerinde ve
karaciger hicrelerinde TUNEL yalanci pozitifliginin DNA niikleaz aktivitesine bagl
olabilecegi bildirilmistir (129). Yapilan diger bir calismada hem gram negatif hem de
gram pozitif bakterilerle olusturulan pdnomoni modelinde enfeksiyon bdlgesinde
inflamasyon alaninda artmis sayida apoptotik hiicre géruldigi ancak bu hcrelerin
PMNL ve lenfosit oldugu ve bronsial epitel hiicrelerinde apoptoz gorilmedigi ve hava

yolu epitel hiicrelerinin apoptoza direncli oldugu belirtilmistir (146).

Ancak diger bazi c¢alismalarda invivo P.aeruginosa pnémoni modellerinde
akcigerde apoptozun varhgi gosterilmistir. Le Bere ve ark. P.aeruginosa PAOL ile
olusturulan pémoni modelinde intratrakeal bakteri verilisinden 4 saat sonra alinan
orneklerde TUNEL pozitif hucre yizdesini kontrole gore anlamli olarak artmis
bulduklarini bildirmislerdir (89). Ayni sekilde pnémonik akcigerde kaspaz-3 aktivitesini
de anlamli sekilde artmis saptamislardir. P.aeruginosa pnémonisinin erken evresinde
hem alveolar hem de epitel hicrelerde apoptotik aktivitede anlamli sekilde artis
saptandigi ve kaspaz inhibitori Z-VAD-fmk verildiginde anlamli sekilde apoptotik
hicre oraninin dustigu gosterilmistir (89).
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P.aeruginosa ile enfeksiyon sonrasinda CD95/CD95 ligand ekspresyonunun arttig
gosterilmis ve Tip 111 sekresyon sistemi aracilikli apoptoz gelistigi bildirilmistir (64,73).
Ayrica ortamdaki demirin yuksek veya disik olmasinin apoptoz oranini etkiledigi ve
yuksek demir varliginda PAO1’in apoptozu indikledigi bildirilmistir (142). Grassme ve
ark. deneylerde kullanilan P.aeruginosa suspansiyonun bakterinin remenin hangi
fazindan hazirlandiginin ve hangi yolla verildiginin apoptoza gidisi etkiledigini, ayrica
kaspaz-3 aktivitesinin immiunohistokimyasal olarak gésterilmemis olmasinin apoptoz

yoklugu anlamina gelmeyecegini belirtmislerdir (55).

Bu calismada alkolin karaciger hucrelerinde insitu hicre 6limand arttirdig
enfeksiyon varliginda bu durumun daha da belirgin oldugu bulunmustur. Ancak
akcigerde benzer bulgular gérilmemistir. Enfeksiyon olusturulan gruplarda kaspaz-3
aktivitesi hem karaciger dokularinda hem de akciger dokularinda kontrollere benzer
bulunmustur. Alkol, enfeksiyon ve apoptoz Uzerine yapilan ¢alismalarin bazilari klinik,
bazilari invivo, bazilari hicre kiltir ortamlarinda yapilmistir. Calismalar arasi
farkliliklar yontem kaynakli olabilir. invitro planlanan bir model, konagin immiin yaniti
bituncul olarak distnulduginde tamamen invivo bir modeli yansitamayabilir. Benzer
sekilde invivo tasarlanan bir modelin de her grupta standardizasyonu her zaman igin
mimkun olamayabilir (deney hayvanlarinin siire¢ icinde 6limine bagl gruplardaki
sayinin esitlenememesi, alkole ve enfeksiyona yanita bireysel farkliliklarin olmasi gibi).
Yukarida belirtildigi gibi bu arastirmanin bulgularini destekleyen yayinlar olmakla
birlikte bu konuda kesin sonuclara ulasabilmek icin ileri calismalara gerek duyuldugu

gortlmektedir.

Bu calismadan elde edilen verilere gore, alkolin immun sistem (zerine yaptigi
etkilere bagl enfeksiyona yatkinhg artirdigi, alkol ve enfeksiyon birlikteliginin
karacigerde hiicre zedelenmesini artirdigi gortlmustir. Serbest oksijen radikallerine
bagli hasar sonucunda karaciger MDA duzeylerinde artis saptandigi, insitu hiicre
6lumundn arttigl, batun bu sirecte bu deney modelinde PON ve AE aktivitelerinin ¢ok

fazla etkilenmedigi bulunmustur.
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Alkol, P.aeruginosa enfeksiyonu, serbest oksijen radikallerine bagli hasar ve insitu
hicre 6lima iliskisini sorgulayan yeni ¢alisma modellerinin ve molekiler ¢alismalarin
bu konuda yeni yaklasimlar getirecegi ve tedavi protokollerinin gelistirilmesine katki

sunacagl sonucuna variimistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada alkol ve enfeksiyon varliginda, konak yaniti sorgulandi.
Biyokimyasal ve histolojik bulgular 1siginda kronik alkol kullaniminin karacigerde
hucre hasarini arttirdigr géralmustir. Karacigerde artmis lipit peroksidasyon driinlerinin
varhigi alkollin serbest oksijen radikalleri aracilikh bir hasara yol actigini gostermis ve
ayrica enfeksiyon varliginda bu hasarin siddetinin arttigi bulunmus, alkol kullanimi

sirasinda gelisen enfeksiyon seyrinin daha koétu oldugu saptanmistir.

Bu calismada serum paraoksonaz aktivitesinin sadece alkol kullanimina bagli
olarak belirgin olarak degismedigi bulunmus, ancak alkol kullaniminin siresine bagli
olarak paraoksonaz aktivitesinin daha fazla etkilenebileceg@i distnulmastar. Alkolin tek
basina konak yaniti Uzerindeki etkilerinin karmasikhgi bilinmektedir. Benzer sekilde
enfeksiyon, 0&zellikle olusturdugu AHL sinyalleri araciligi ile P.aeruginosa
enfeksiyonlarinin patogenezi oldukca karmasik surecleri icermektedir. Son birkag yilda
PON enzimleri ve P.aeruginosa AHL sinyalleri (zerine yapilan sinirh sayidaki
calismalar konagin bu bakteriye karsi savunma mekanizmalarini aydinlatmak acisindan
son derece de onemlidir. Bu calismada alkol verilen ve enfeksiyon olusturulan grupta
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli olmasa da serum PON ve AE aktivitelerinde
disme saptanmasi genel olarak alkol ve enfeksiyonun serbest oksijen radikalleri
aractlikli hasari artirirken, antioksidan kapasitede azalmaya neden olabilecegi seklinde
yorumlanmistir.  Alkol ve enfeksiyon varhginda PON enzim aktivitesindeki
degisikliklerin farkli bdlgelerde veya farkl bakteriler ile olusturulmus enfeksiyon

modellerinde arastiriimasi bu alani aydinlatmasi acisindan yararli olacaktir.

Bu calismada alkollin karaciger hiicrelerinde insitu hiicre 6lumand arttirdigi
enfeksiyon varliginda bu durumun daha da belirgin oldugu bulunmustur. Ancak
akcigerde benzer bulgular gortlmemistir. Enfeksiyon varliginda karacigerde insitu
hicre 6lumunde artis saptanirken kaspaz-3 aktivitesinde buna paralel olarak bir artisin
g6zlenmemis olmasi ilging bulunmustur. Bu bulgunun ileri ¢calismalarla desteklenmesi,

sorgulanmasinin gerekli oldugu dustnilmektedir.
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Sonu¢ olarak alkol ve P.aeruginosa enfeksiyonlarinin birlikteliginde konagin
immdan yanitini, alkol ve enfeksiyon iliskisini sorgulayan ileri molekiiler, invivo hayvan
modelleri ve invitro hiucre kiltari modelleri ile yapilacak yeni calismalarin yararl

olacagi dustnilmustdir.
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