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Alkol, diinya genelinde yaygin bigimde tiiketilen, bagimlilik potansiyeline sahip psikoaktif bir maddedir
ve yalnizca ekonomik ve sosyal sonuglar dogurmakla kalmayip insan sagligi lizerinde de dnemli
olumsuz etkiler yaratmaktadir. Merkezi sinir sistemi ve gastrointestinal sistem tizerindeki etkileri gorece
iyi incelenmis olsa da, hava yollar ve akcigerler iizerindeki etkileri yeterince aydinlatilamamistir. Bu
¢alisma, alkol maruziyetinin, sigara dumani ekstresi (SDE) varliginda ve yoklugunda, insan bronsiyal
epitel hiicrelerinde proinflamatuvar sitokin genlerinin (IL6, IL8, TNFa) ekspresyonuna etkisini ortaya
koymay1 amaglamstir.

Caligmada insan bronsiyal epitel kokenli BEAS-2B hiicre hatt1 ve primer bronsiyal epitel hiicreleri
(PBEH) kullanilmistir. Hiicreler tek bagina etanol ile(1 ve 5 mM) veya tek basina SDE ile (%2,5 ve %5)
ya da kombine (etanol + SDE) bi¢imde 12 saat ve 24 saat siireyle muamele edilmistir. Hiicresel toksisite
ve canlilik, BEAS-2B hiicrelerinde 0,1-100 mM araligindaki etanol konsantrasyonlarina ek olarak %2,5
ve %5 SDE ile (ve bunlarin kombinasyonlariyla) yapilan maruziyetlerden sonra MTT testi ile
degerlendirilmistir. Proinflamatuvar sitokin genlerinin (IL6, IL8, TNFa) mRNA diizeyleri, toplam RNA
izolasyonunu takiben cDNA sentezi yapilarak, kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(qQRT-PCR) ile analiz edilmistir. Primer brons epitelinde (saglikli, sigara icen ve KOAH) sitokin
dinamikleri zamana ve es maruziyet kosullarina bagli olarak belirgin bigimde farklilasmistir. Saglikli
hiicrelerde 1L-8 ekspresyonu 12. saatte gecici bir artis gdstermis, 24. saatte ise ¢ogunlukla bazal
diizeylere donmiistiir; sigara igen ve KOAH kaynakli hiicrelerde IL-8 yanit1 12-24 saat boyunca genel
olarak diigiik kalmistir. IL-6 icin {i¢ grupta da qPCR’da 6zgiil ve tekrarlanabilir amplifikasyon elde
edilememesi, bu genin karsilagtirmali analizini kisitlamistir. TNF-a agisindan saglikli epitelde yalnizca
siirli dalgalanma izlenmis, 24. saate dogru belirgin bir yiikselis saptanmamustir; sigara icen ve KOAH
epitelinde ise ekspresyon gogunlukla baskilanmistir. Es maruziyet kosullarinda, %2,5 SDE ile 1 mM
etanol kombinasyonu 24. saatte IL-8’1 anlamli bi¢cimde yiikseltirken, aynt SDE diizeyinde 5 mM etanol
artigt sinirlamig; IL-6 ve TNF-a i¢in de 1 mM etanolde ge¢ donemde artis egilimi, 5 mM etanolde ise
baskilanma 6ne ¢ikmustir.

Bu bulgular, alkol ve sigara dumaninin birlikte etkisinin hava yolu epitelinde proinflamatuvar yaniti
doz—zaman bagimli olarak yeniden ayarladigini; orta yiikte proinflamasyonun gii¢lenirken, daha ytiksek
etanol dozlarinda baskilanmanin belirginlestigini gostermektedir. Klinik yorumun gii¢lendirilmesi igin
protein diizeyi dogrulamalari ve epitel bariyer fonksiyonuna iligkin Ol¢limlerin eklenmesi
gerekmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Sigara dumani, Akciger, Beas-2b, Proinflammatuar sitokinler , Etanol



ABSTRACT

MASTER THESIS

EFFECT OF ALCOHOL ON THE EXPRESSION OF PROINFLAMMATORY CYTOKINE
GENES IN PRIMARY BRONCHIAL EPITHELIAL CELLS IN THE PRESENCE AND
ABSENCE OF CIGARETTE SMOKE EXTRACT.
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Alcohol is a widely consumed psychoactive substance with addictive potential that imposes not only
economic and social burdens but also substantial adverse effects on human health. While its actions on
the central nervous and gastrointestinal systems are relatively well characterized, its impact on the
airways and lungs remains insufficiently defined. This study aimed to determine how alcohol exposure,
in the presence or absence of cigarette smoke extract (CSE), influences the expression of pro-
inflammatory cytokine genes (IL6, IL8, TNFa) in human bronchial epithelial cells. We employed the
BEAS-2B cell line and primary bronchial epithelial cells (PBECs). Cells were treated with ethanol alone
(1 or 5 mM), CSE alone (2.5% or 5%), or their combinations (ethanol + CSE) for 12 or 24 hours. In
BEAS-2B cells, cellular toxicity and viability were assessed by MTT following exposure to ethanol
(0.1-100 mM), 2.5% or 5% CSE, and their combinations. mRNA levels of IL6, IL8, and

TNFa were quantified by qRT-PCR after total RNA isolation and cDNA synthesis. Cytokine dynamics
in primary bronchial epithelium (healthy donors, smokers, and COPD) varied with time and co-exposure
conditions. In healthy cells, IL-8 expression showed a modest rise at 12 hours and largely returned to
baseline by 24 hours; in smoker-derived and COPD cells, IL-8 remained generally low across 12-24
hours. For IL-6, specific and reproducible amplification could not be obtained by qPCR in any group,
precluding comparative analysis. TNF-a exhibited only limited fluctuations in healthy cells without a
clear increase toward 24 hours, whereas expression was mostly suppressed in smoker-derived and
COPD epithelium. Under co-exposure, 2.5% CSE combined with I mM ethanol markedly elevated IL-8
at 24 hours, while the same CSE level with 5 mM ethanol produced only a modest increase. For IL-6 and
TNF-a, a late-phase increase was evident with 1 mM ethanol, whereas 5 mM ethanol tended to suppress
expression.

Collectively, these findings indicate that alcohol and cigarette smoke jointly recalibrate the
proinflammatory response in airway epithelium in a dose- and time-dependent manner: moderate
exposure favors heightened inflammation, while higher ethanol doses promote suppression. To
strengthen clinical interpretation, future work should include protein-level validation and assessments of
epithelial barrier function.

KEYWORDS: Cigarette smoke, Lung, Beas-2b, Proinflammatory cytokines, Ethanol
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1. GIRIS

Alkol tiiketimi, diinya genelinde yaygin bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir. Alkol, uzun yillardir ¢esitli toplumlarda genis ¢apta tiiketilen ve bagimlilik
potansiyeli tasiyan bir psikoaktif madde olarak tanimlanir (WHO, 2020). Alinan doza
bagl olarak alkol insanlarda davranigsal degisikliklere sebep olmakta (HPA, 2020) ve
tiim diinyada trafik kazalarinin ana nedenlerinden birini olusturmaktadir (Akgiir vd.,
2011). Alkoliin zarar verecek dozlarda kullanimi, 200'den fazla hastalik, yaralanma ve
diger saglik sorunlarina yol agmaktadir (WHO, 2024). Asir1 alkol kullanimi, her yil
220 milyar dolardan fazla ekonomik maliyete ve yilda 2,8 milyon erken 6liime neden
olmaktadir

Risk fakloriine gore oliimler, Diinya, 2021
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Sekil 1.1. 2021°de alkol igen yetiskinlerin orani, 2020 Diinya Saglik Orgiitii Kiiresel
Saglik Gozlemevi (2025).
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Alkole atfedilebilir 6liim orani, 2019
Alkole atfedilebilir fraksiyon (AAF), alkoltn neden oldugu bir saghk sonucunun aranini belirtir (yani,

alkol ttiketimi kaldinlirsa ortadan kalkacak olan oran). Alkol tiiketiminin daha fazlasi tGizerinde nedensel bir etkisi vardir.
200'den fazla saglik durumu (hastaliklar ve yaralanmalar).

Masa & Harita Grafik v 2D 3D # Ulkeleri secin

6 6
[ ] ] I 4

Sekil 1.2. 2019 yilinda alkole bagli &liim oranlar1 (Diinya Saglik Orgiitii - Kiiresel
Saglik Gozlemevi, 2025).

Alkoliin sistemik etkileri lizerine yapilan ¢aligmalar genellikle karaciger, beyin
ve kardiyovaskiiler sistem iizerine odaklanmakta ancak son yillarda akciger dokusu
tizerindeki etkileri de bilimsel camianin dikkatini ¢ekmeye baslamaktadir. Solunum
sistemi, alkoliin dogrudan veya dolayli etkileriyle karsi karsiya kalmakta, bu etkiler
hem yapisal hem de islevsel bozulmalara yol agmaktadir (Alvarez-Avellon vd., 2017).
Akciger, organizmanin oksijen alimindan ve karbondioksit atilimindan sorumlu
birincil organ olarak ¢esitli toksik maddelere karsi savunmasiz bir yapiya sahiptir. Bu
baglamda alkoliin akcigerin bagisiklik sistemini baskilamasi, epitel hiicre biitiinliigiini
zedelemesi ve enfeksiyonlara kars1 direnci azaltmasi gibi etkileri ortaya ¢ikmaktadir.
Genel olarak (Elliott vd., 2007) ¢alismasinda sigara dumani ve alkoliin birlikte trakeal
epiteldeki siliyer fonksiyonlar ve inflamatuvar hiicre toplanmasi iizerindeki etkileri
incelenmistir. Bulgular, bu iki maddenin sinerjik bigimde mukosiliyer temizligi
bozdugunu ve solunum yolu enfeksiyonlarina kars1 direnci azalttigini1 gostermektedir.
Alkol, kronik ve yiiksek dozda tiiketildiginde, akcigerlerde immiin yanitlarin
zayiflamasima neden olmakta, bu durum da 6zellikle pnoémoni ve akut solunum
sikintist sendromu (ARDS) gibi ciddi pulmoner patolojilerin gelisme riskini
artirmaktadir (Arici, 2017). Tim bunlarla iligkili olarak Mehta ve Guidot (2017)
makalesi, alkoliin solunum sistemine etkilerini kapsamli bi¢imde incelemis ve bu
etkinin hem akut hem de kronik boyutlarda ortaya cikabilecegini gostermistir.
Calisma, alkoliin epitel hiicre biitiinliigiinii bozarak akut solunum sikintis1 sendromu
(ARDS) riskini artirdigini belirtmistir. Alkolle iligkili akciger hasarinin temel
mekanizmalar1 arasinda alveolar makrofaj fonksiyonlarinin bozulmasi, noétrofil
migrasyonunun azalmasi, ylizey gerilimini diizenleyen surfaktan maddelerin
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sentezinin etkilenmesi ve oksidatif stres diizeylerinin artmasi yer almaktadir. Bu
biyokimyasal ve hiicresel diizeydeki degisiklikler, akcigerin normal fizyolojik
islevlerini siirdiirememesine yol ac¢makta, solunum fonksiyonlarmni olumsuz
etkilemektedir. Genel olarak bu bireylerde solunum yolu enfeksiyonlarina daha sik
rastlanmakta ve hastaliklarin seyrinde komplikasyonlar daha agir seyretmektedir.
Klinik gozlemler, alkol tiikketiminin, hem astim gibi kronik inflamatuvar hastaliklarin
alevlenmesine zemin hazirladigini hem de bazi interstisyel akciger hastaliklarinin
siddetini artirdigin ortaya koymaktadir (Alvarez-Avellon vd., 2017; Arict, 2017). Bu
nedenle alkoliin akciger tizerindeki etkileri hem mikroskobik hem de makroskobik
diizeyde incelenmesi gereken ¢ok boyutlu bir mesele olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Gilinlimiizde yapilan deneysel ve klinik c¢alismalar, alkoliin akciger iizerindeki
etkilerini agiklamak amaciyla biyokimyasal, histopatolojik ve molekiiler diizeylerde
onemli bulgular sunmaktadir. Ozellikle kronik alkol tiiketimi, akciger dokusunun
yapisal biitiinliigiinii bozmakta ve alveolar hiicrelerde hasara yol agmaktadir. Alkol,
alveolar epitel hiicrelerinin membran gecirgenligini artirmakta, bu durum da akciger
0demine neden olan sivi birikimini kolaylastirmaktadir. Ayn1 zamanda interselliiler
baglantilarin zayiflamasiyla birlikte hava-sivi bariyerinde kirilganlik olugmakta, bu da
solunum yollarinda patojen mikroorganizmalarin kolonize olmasina elverisli bir ortam
hazirlamaktadir (Arteel, 2020). Alkol, antioksidan savunma sistemini baskilamakta,
ozellikle glutatyon diizeylerinde meydana gelen azalmalar, oksidatif stresin artmasina
ve hiicre i¢i redoks dengesinin bozulmasina neden olmaktadir (Ataoglu vd., 2024).
Oksidatif stres, akciger hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu tetiklemekte, bu da hiicre
membranlarinin yapisal biitiinliiglinii olumsuz etkilemektedir. Alkolle iliskili bu
biyokimyasal degisiklikler sonucunda akciger dokusunda inflamatuvar yanitin
siddetlendigi ve kronik inflamasyona yatkin bir zemin olustugu gozlemlenmektedir.
Inflamasyonun siirekli hale gelmesi, akciger parankiminde fibrotik degisikliklerin
gelismesine ve solunum fonksiyonlarmin kalici olarak bozulmasina yol agmaktadir
(Arteel, 2020; Ataoglu vd., 2024). Kronik obstriiktif akciger hastalifi (KOAH),
kiiresel Olcekte yiiksek mortalite ve morbiditeye yol agan, kronik inflamasyonla
seyreden bir hastaliktir; giincel DSO verileri 2021 yilinda 3,5 milyon 6liim ve diinya
capinda dordiinci sirada bir 6liim nedeni oldugunu belirtir (World Health
Organization, 2024). Diinya Saglik Orgiitii Solunum yolu epitel dokusu, cevresel
iritanlara verilen yanitlarin ilk belirleyicisidir; bu doku mukosiliyer savunma, bariyer
biitlinliigii ve dogal immiinite islevlerini

birlikte yiiriitiir. Sigara dumani ve sigara dumani ekstrakti

(SDE), brons epitelinde oksidatif stres artisi ile NF-xkB basta olmak iizere
proinflamatuvar yolaklar1 etkinlestirir ve IL-6 / IL-8 salinimim yiikseltir (Cipollina
vd., 2022; Li vd., 2019; Thapa vd., 2024). Alkol (etanol) maruziyeti epitel bariyerini
doza/siireye bagimli bigimde etkiler. Hem BEAS-2B hem de primer insan brong
epitelinde siki baglant1 (tight junction) mimarisinin bozuldugu, paraselliiler
gecirgenligin arttig1 ve TEERin azaldig1 gosterilmistir (Simet vd., 2012). Bu etkilerin
bir boliimiinde NO-cGMP-PKG — RhoA ekseninin baskilanmasi rol oynar; RhoA
aktivitesindeki azalma hiicre morfolojisi ve baglantt olusumu gibi temel islevleri
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etkileyebilir (Bailey vd., 2011). Ger¢ek yasamda alkol kullanimi ve sigara siklikla
birlikte goriiliir ve es maruziyet, mukosiliyer savunmay1 tekil maruziyete kiyasla daha
belirgin bigimde baskilayabilir. Deneysel modellerde, alkol + SDE birlikte
verildiginde PKCe araciligiyla silyer atim hizinda azalma gézlenmistir (Wyatt et al.,
2012). Literatiirde ¢ogunlukla 20-100 mM araliginda etanolii test edilmis ve
bariyer/STF etkileri tanimlamistir (Simet et al., 2012; Bailey et al., 2011). Ancak diisiik
millimolar diizeylerde (=1-5 mM) erken donem proinflamatuvar yanitlar (IL6, ILS,
TNFa ) ve bariyer fenotipi iizerindeki etkilerin, BEAS-2B ile PBEH arasinda
karsilagtirmali ve zaman-bagimli analizi sinirhidir (Cipollina et al., 2022; Simet et al.,
2012). Bu calismada alkol’iin sigara dumani ektresi varliginda ve yoklugunda
BEAS-2B ve PBEH’lerde etanol (1 ve 5 mM) ve SDE’nin (%2,5 ve %5) tekil ve
kombine maruziyetlerinin 12 s ve 24 s’lik siirelerde, proinflamatuvar sitokin genlerinin
(IL6, IL8, TNFa) ekspresyon diizeylerine etkisinin aragtirilmas1 amaglanmstir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Alkol Kullanimi ve Fizyolojik Etkileri
2.1.1. Alkoliin Tanim, Tiirleri ve Tiiketim Bicimleri

Alkol, kimyasal agidan karbon, hidrojen ve oksijen elementlerinden olusan,-OH
hidroksil grubunu igeren organik bilesikler sinifina dahil edilmektedir. Genis bir
kimyasal kategoriye sahip olmakla birlikte, halk arasinda ve tipta yaygin olarak
kullanilan alkol terimi, genellikle etanol maddesini ifade etmektedir. Etanol, fermente
karbonhidratlardan elde edilmekte ve psikoaktif ozellikleri nedeniyle hem sosyal
icecek olarak hem de bazi tibbi uygulamalarda kullanilmaktadir (Aytagoglu ve vd.,
2006). Alkoliin merkezi sinir sistemi iizerindeki depresan etkileri, davranigsal
degisikliklere, biling diizeyinde bozulmalara ve fizyolojik sistemlerde cesitli
sapmalara neden olmaktadir. Alkol tiirleri, iiretim yontemi, igerik yogunlugu ve
tiiketim amaci bakimindan farklilasmaktadir. En yaygin olarak tiiketilen alkol tiirleri
arasinda bira, sarap ve distile ickiler yer almaktadir. Bira, diisiik alkol oranina sahip
fermente bir icecek olarak tliketilmekte, genellikle tahillarin mayalanmasiyla elde
edilmektedir (Bobo, 1972). Sarap ise liziim basta olmak iizere ¢esitli meyvelerin
fermantasyonu sonucu olugsmakta ve genellikle orta diizeyde alkol icermektedir. Viski,
votka, raki, cin ve benzeri distile i¢kiler ise yiiksek alkol oranlarina sahip olup,
damitma yontemiyle iretilmektedir. Tiim bu igecekler, icerdigi alkol oranina gore
bireylerin fizyolojik ve zihinsel fonksiyonlar1 iizerinde farkli etkiler meydana
getirmektedir (Aytacoglu vd., 2006; Bobo, 1972).

Alkoliin tiikketim bigimleri, bireylerin sosyokiiltiirel yapisi, yas grubu, cinsiyet,
yasam tarzi ve psikolojik durumlarina gore cesitlilik arz etmektedir. Bazi bireylerde
alkol, sosyal etkilesimin bir parcasi olarak kontrollii bicimde tliketilmekteyken bazi
bireylerde bu tiiketim kompulsif ve bagimlilik diizeyine ulasan bir aligkanlik haline
gelmektedir. Kronik alkol kullaniminda bireyler, artan tolerans gelisimi nedeniyle
daha yiiksek miktarlarda alkol almaya yonelmekte, bu da fizyolojik sistemler tizerinde
geri doniisgii zor hasarlarin olusmasina neden olmaktadir (Boe ve vd., 2009).

Alkoliin tiiketim bigimleri bireyden bireye farklilik gostermekte ve bu
farkliliklar alkoliin viicutta yarattig1 etkilerin siddetini belirlemektedir. Ornegin, hizl
ve yliksek miktarda alkol alimi, kan alkol diizeyinin kisa siirede yilikselmesine neden
olmakta ve akut toksisite riskini artirmaktadir. Buna karsin diisiik dozda ve seyrek
alkol kullanimi, baslangigta ciddi fizyolojik belirtiler yaratmamakta ancak uzun
vadede kronik zararlarin ortaya g¢ikmasmna zemin hazirlamaktadir (Burnham vd.,
2009). Alkol aliminin diizenli ve tekrarlayan bir aliskanlik haline gelmesi, 6zellikle
merkezi sinir sistemi ve karacigerle birlikte solunum sisteminde de geri doniisi
olmayan yapisal bozulmalara neden olmaktadir. Alkol tiikketiminin bigimsel 6zellikleri
kadar, tiikketim ortamlar1 da bireylerin maruz kaldigi riskleri sekillendirmektedir.
Kapali alanlarda sigara ve diger zararli maddelerle birlikte alkol tiiketilmesi
durumunda solunan hava yoluyla toksik maddelerin dogrudan akciger dokusuna

5
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ulagsmast kolaylasmakta ve bu durum 6zellikle solunum yolu mukozasinda tahris,
inflamasyon ve hiicresel yikim gibi stiregleri tetiklemektedir (Boe ve vd., 2009;
Burnham ve vd., 2009).

Bu tiir komplikasyonlar, alkol tiiketiminin sadece bir sindirim sistemi sorunu
degil, ayn1 zamanda solunum sistemini dogrudan etkileyen bir saglik problemi
oldugunu ortaya koymaktadir. Sosyoekonomik ve kiiltiirel faktorler de alkol kullanim
aligkanliklar1 iizerinde belirleyici bir rol oynamaktadir. Bu gercevede Ataoglu vd.,
(2024) tarafindan yapilan kesitsel bir saha arastirmasi, Istanbul’daki bir tip fakiiltesi
Ogrencilerinin alkol ve sigara kullanim diizeylerini 6lgmiis ve bu davraniglarin
sosyodemografik degiskenlerle olan iliskisini analiz etmistir. Elde edilen veriler,
ozellikle cinsiyet, akademik bagar1 ve ailevi yapi1 gibi degiskenlerin alkol kullanimina
etki ettigini ortaya koymaktadir. Gelismis tilkelerde daha kontrollii ve diizenlenmis
bicimlerde alkol tiiketimi gozlemlenirken, gelismekte olan tilkelerde kayit disi1 iiretim
ve bilingsiz tiiketim yayginlik gostermektedir (Biiyiikbas ve Inal, 2006). Bu tiir
ortamlarda etanol yerine metanol veya diger toksik alkol tiirevlerinin tiiketilmesi,
ozellikle akcigerler basta olmak {izere hayati organlarda geri dondiiriilemez zararlara
yol agmaktadir. T1bbi literatiirde bu tiir olgulara bagl olarak gelisen alkol toksisitesi
vakalarinda akciger 6demi, alveolar kanama ve hipoksik solunum yetmezIligi gibi
tablolar sik¢a raporlanmaktadir. Bu ¢ergcevede alkoliin bagimlilik yapici etkisi de
tilkketim aligkanliklarinin sekillenmesinde temel bir unsuru olusturmaktadir. Alkol,
merkezi sinir sistemini etkileyerek dopamin diizeylerini artirmakta ve gegici bir 6diil
hissi yaratmaktadir (Biiyiikbas ve Inal, 2007). Bu durum, bireylerin alkol kullanimini
tekrarlama egilimini artirmakta ve psikolojik bagimlilikla birlikte fizyolojik tolerans
gelisimi ortaya ¢ikmaktadir. Tolerans gelistikge birey daha fazla miktarda alkol alma
ihtiyact hissetmekte, bu da uzun vadede pulmoner sistemin homeostatik kapasitesini
asan bir toksik yiiklenmeye neden olmaktadir. Bu ¢ercevede (Lowery vd., 2020) kistik
fibrozis hastalarinin alkol kullanim aligkanliklarini incelemistir. Kendini bildiren anket
verilerine dayal1 bu ¢alisma, alkol tliketiminin hastalik yonetimi ve tedaviye uyum
stireglerini olumsuz etkileyebilecegini ortaya koymustur(Lowery vd., 2020).

2.1.1.1. Alkol Metabolizmasi ve Viicutta Dagilimi

Alkol, viicuda alindiktan sonra sindirim sisteminde hizla emilmekte ve sistemik
dolagima katilmaktadir. Alkoliin emilimi agirlikli olarak mide ve ince bagirsakta
gerceklesmekte, 6zellikle a¢ karnina alindiginda bu emilim daha da hizlanmaktadir.
Emilim tamamlandiktan sonra etanol, kan yoluyla tiim viicuda yayilmakta ve su icerigi
yliksek dokularda daha yogun bir sekilde dagilmaktadir. Bu durum, alkoliin merkezi
sinir sistemi gibi yliksek su oranina sahip organlarda hizli bir sekilde etki gostermesine
neden olmaktadir (Biiyiikbas ve Inal, 2006; Biiyiikbas ve Inal, 2007). Akcigerler,
beyin, kalp ve karaciger gibi organlar alkoliin biyolojik etkilerine en erken ve yogun
sekilde maruz kalan yapilar arasinda yer almaktadir. Bu g¢ercevede Kechagias vd.,
(2019) 1se alkol tiiketiminin alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi1 (NAFLD)
izerindeki etkisini tartismistir. Calisma, diisiik doz alkoliin bazi durumlarda koruyucu
etkileri olabilecegini, fakat bu durumun c¢ok sinirli ve tartismali oldugunu belirtmistir.
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Viicutta alkoliin dagilmasi, bireyin yasi, cinsiyeti, viicut kitle indeksi, hidrasyon
diizeyi ve genetik enzim varyasyonlarina baglh olarak farklilik gostermektedir.
Ornegin, kadmnlarda viicut yag oranmin daha yiiksek olmasi ve ADH enzim
aktivitesinin genellikle daha diisiik olmasi nedeniyle, ayni miktarda alkol
tilketildiginde kandaki alkol konsantrasyonu erkeklere oranla daha yiiksek
olabilmektedir (Capurso ve Lahner, 2017). Benzer sekilde, yash bireylerde metabolik
kapasitenin azalmasi nedeniyle alkol daha uzun siire kanda kalmakta ve bu da toksik
etkilerin siddetlenmesine neden olmaktadir. Bu degiskenler, alkoliin bireyden bireye
farkli toksikolojik profiller olusturdugunu ve etkilerinin homojen olmadigin
gostermektedir. Alkoliin viicuttaki dagilimi sirasinda akcigerler énemli bir gorev
iistlenmektedir. Alkol, kismen solunum yoluyla da atilabilmekte ve bu 6zellik, kandaki
alkol diizeyinin tahmininde kullanilan nefes testlerinin temelini olusturmakta fakat bu
atilim yolu ayn1 zamanda akciger dokusunun alkol ile dogrudan temasa gegmesine yol
acmakta, bu da alveolar yiizeylerde toksik etkilere ve yapisal zedelenmelere neden
olabilmektedir. Ozellikle kronik alkol tiiketiminde, akciger dokusunda yiizey aktif
maddelerin {iretimi azalmakta, bu durum da alveollerin biitiinliigiinii tehdit etmekte ve
solunum fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemektedir (Celik vd., 2002). Bununla
birlikte alkol metabolizmasinin ortaya ¢ikardigi serbest radikaller ve reaktif oksijen
tirleri (ROS), oksidatif stres mekanizmalarimi tetiklemekte ve basta karaciger, beyin
ve akciger olmak iizere pek cok organ sisteminde hiicre hasaria yol agmaktadir.
Antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda bu toksik maddeler,
hiicre membranlarina, DNA’ya ve protein yapilarina zarar vermekte, bu da uzun
vadede kronik inflamasyon, fibrozis ve organ yetmezligi gibi ciddi saglik sorunlarini
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle alkol metabolizmasi yalnizca bir biyokimyasal
stire¢ olarak degil, ayn1 zamanda pek ¢ok sistemik patolojinin baslangi¢ noktas1 olarak
degerlendirilmektedir (Capurso ve Lahner, 2017; Celik vd., 2002).

Alkol metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan ara {iriinlerin birikimi, viicudun
homeostatik dengesini bozmaktadir. Ozellikle asetaldehit, hem toksik etkisi hem de
serbest radikal iiretimini tetiklemesi bakimindan alkoliin zararh etkilerinde kilit rol
oynamaktadir. Ayrica Capurso ve Lahner (2017), alkol ve sigara tiiketiminin bagirsak
mikrobiyotasi tizerindeki etkisini ele alarak bu degisimin sistemik enflamasyon ve
dolayistyla solunum sagligi iizerindeki etkilerine deginmistir. Bagirsak-akciger ekseni
baglaminda bu etkilesim, alkoliin ¢ok yonlii zararlarin1 vurgulamaktadir. Asetaldehit,
proteinlerle, lipidlerle ve DNA ile kovalent baglar kurarak asetaldehit-protein
kompleksleri olusturmakta, bu kompleksler bagisiklik sistemini harekete gegirmekte
ve doku diizeyinde inflamatuvar siirecleri baglatmaktadir. Bu ¢er¢evede Imtiaz vd.,
(2017) tarafindan yiiriitiilen meta-analiz, alkol kullaniminin tiiberkiiloz riskini
artirdigina dair epidemiyolojik verileri kapsamli bi¢imde sunmustur. Alkoliin
bagisiklik sistemi iizerindeki olumsuz etkilerinin, tiiberkiilozun yayiliminda énemli rol
oynadig1 belirtilmistir. Bu baglamda alkol yalnizca bir merkezi sinir sistemi depresant
olarak degil, ayn1 zamanda inflamasyonu tetikleyen prooksidan bir madde olarak da
degerlendirilmelidir. Kronik alkol alimiyla birlikte asetaldehit birikimi arttikca, basta
karaciger ve akciger olmak {izere bir¢ok organda kronik iltihabi siirecler ortaya
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cikmaktadir. Karacigerde yogunlasan alkol metabolizmast nedeniyle bu organ
fizyolojik kapasitesinin ilizerinde yiik altina girmekte fakat alkoliin viicutta dolasima
girmesiyle birlikte toksik etkiler diger organlara da yayilmaktadir (Das, 2009).
Akciger, bu yayilimin etkilerini dogrudan yasayan hayati sistemlerden biri olmakta,
¢linkii hem dolayli olarak dolasimdaki toksik maddelere maruz kalmakta hem de
dogrudan solunum yolu iizerinden alkoliin etkisi altinda kalmaktadir. Ozellikle kilcal
damar diizeyinde gerceklesen oksijenkarbondioksit degisiminde, alkol ve
metabolitlerinin olusturdugu endotelyal hasar, gaz degisimini bozmakta ve
hipoksemiye neden olabilmektedir. Genel olarak Kaphalia ve Calhoun (2013)
calismasinda alkol kaynakli akciger hasarlarinin metabolik, biyokimyasal ve
bagisiklik temelli yonleri detaylandirilmigtir. Sitokin dengesizlikleri, antioksidan
savunma sisteminin ¢okmesi ve epitel hasar1 gibi stiregler vurgulanmistir.

Alkoliin viicutta dagilim siireci, ayn1 zamanda metabolik dengeyi etkileyen

cesitli hormonal ve norokimyasal degisiklikleri de tetiklemektedir. Alkol, hipotalamik-
hipofizer-adrenal aksi1 uyararak stres hormonlarinin salinimini artirmakta, bu da
sistemik dilizeyde inflamatuvar yaniti pekistirmektedir. Bununla birlikte alkoliin
insiilin direncini artirdig1 ve glukoz metabolizmasinda bozulmalara yol actigi da
bilinmektedir. S6z konusu metabolik dengesizlikler, 6zellikle kronik hastaliklarin
zeminini hazirlamakta, akciger hastaliklarinin seyri iizerinde de dolayli etkiler
olusturmaktadir (Dogan, 2014). Ornegin diyabetik bireylerde alkol tiiketimi ile
pulmoner enfeksiyonlara yatkinlik artmakta, iyilesme siirecleri ise gecikmektedir.
Alkoliin plazma proteinlerine baglanma oraninin diisiikk olmasi nedeniyle, dolagim
sisteminde serbest formda bulunma siiresi uzamakta ve bu da toksik etkilerinin daha
yaygin bir alanda hissedilmesine neden olmaktadir. Ozellikle tekrarlayan ve yiiksek
dozlu tiikketimlerde, metabolik enzimlerin doygunluk diizeyine ulasmasi ile
metabolizma yavaglamakta, bu da kandaki alkol diizeyinin hizli sekilde yiikselmesine
neden olmaktadir. Béyle durumlarda, akciger dokusunda oksijenlenmenin bozulmasi
ve surfaktan iiretiminin azalmasi gibi kritik fizyolojik islevler sekteye ugramaktadir
(Das, 2009; Dogan, 2014).

2.1.1.2. Akciger Savunma Mekanizmalari

Akcigerler, dis ortamla dogrudan temas halinde olan hayati organlardan biri
olmas1 nedeniyle, ¢esitli patojen mikroorganizmalar, zararl partikiiller, toksik gazlar
ve alerjenlere kars1 gelismis savunma sistemleriyle donatilmis bulunmaktadir. Akciger
savunma sistemlerinin etkinligi, solunum sisteminin saglikli isleyisi acisindan
vazge¢ilmez bir iglev gérmekte, bu sistemlerin zayiflamasi ya da bozulmas: halinde,
enfeksiyonlar, inflamatuvar hastaliklar ve toksik hasarlar kolaylikla gelisebilmektedir
(Burnham vd., 2009). Akcigerlerin en dis savunma hatti, burun ve iist solunum
yollarinda bulunan vibrissae adli killar ve mukus salgilar1 ile baslamaktadir. Bu
yapilar, solunan havadaki biiyiik partikiillerin daha alt solunum yollarina ulagsmasini
engellemektedir. Trakea ve bronsglarin i¢ ylizeyini kaplayan psddostratifiye silli epitel
hiicreler ve goblet hiicreleri, mukosiliyer klirens olarak adlandirilan bir mekanizma
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aracilifiyla savunma islevi gormektedir. Goblet hiicreleri, mukus salgilayarak
havadaki partikiil ve mikroorganizmalari bu yapiskan maddeye hapsederken, silli
epitel hiicreleri bu mukusu siirekli olarak yukari dogru itmekte ve bdylece yabanci
maddelerin akcigerin derin kisimlarima ulagmasi engellenmektedir (Bayram vd.,
1998). Mukosiliyer klirens mekanizmasinin  bitiinliigi, akciger sagliginin
korunmasinda temel bir rol oynamaktadir (Boe vd., 2009; Burnham vd., 2009). Mukus
tabakasi, yalnizca mekanik bir bariyer islevi gérmekle kalmamakta, ayn1 zamanda
igerdigi lizozim, laktoferrin, defensin ve immunoglobulin A (IgA) gibi antimikrobiyal
maddeler araciligiyla mikrobiyal proliferasyonu da dogrudan baskilamaktadir.
Ozellikle IgA, mukozal bagisikligin temel bileseni olup, patojenlerin epitel hiicrelerine
yapismasini engelleyerek enfeksiyonlarin oniine ge¢mektedir. Bu molekiiller,
dogrudan mikrobiyal duvar yapilarini hedef almakta ve patojenlerin etkisiz hale
getirilmesini saglamaktadir (Biiyiikbas ve Inal, 2006). Dolayisiyla mukus tabakasi,
fiziksel engelin Otesinde, biyokimyasal diizeyde de aktif bir bagisiklik araci olarak
gorev yapmaktadir. Genel olarak Bobo (1972) klasiklesmis caligsmasinda, alkoliin
maksimum oksijen alimi, akciger ventilasyonu ve kalp atim hizina olan etkilerini
deneysel yontemlerle Olgmiistiir. Bulgular, alkol aliminin fiziksel performans
gostergelerinde azalmaya neden oldugunu ortaya koymustur. Akcigerlerde ikinci
savunma hattin1 olusturan alveolar makrofajlar, dogustan gelen bagisiklik sisteminin
baslica hiicresel bilesenlerinden biri olarak gérev yapmaktadir. Alveol bosluklarinda
yer alan bu fagositik hiicreler, solunum yoluyla akcigere ulasan mikroorganizmalari,
partikiilleri ve 6lii hiicreleri taniyarak fagosite etmekte, lizozomal enzimler araciligiyla
parcalamakta ve bu silirecte inflamatuvar sitokinler salarak immiin yaniti
yonlendirmektedir (Biiyiikbas ve Inal, 2007). Alveolar makrofajlar, ayrica antijen
sunumu yaparak adaptif bagisiklik sistemini aktive etmekte, bu sayede patojenlere
kars1 daha spesifik ve gii¢lii bir savunma olugmasini saglamaktadir. Tiim bunlarla
iligkili olarak Boe vd., (2009), alkol kotiiye kullaniminin bagisiklik sistemi ve solunum
yollar1 lizerindeki etkilerini ele alarak, alkol bagimlilig1 ile artan pulmoner hastalik
riski arasinda dogrudan iligki kurmustur. Calisma, alkoliin nétrofil fonksiyonlarini
baskilayarak enfeksiyonlara yatkinlig1 artirdigini belirtmektedir.

Adaptif bagisiklik sistemine ait hiicreler, Ozellikle T lenfositleri ve B
lenfositleri, akciger dokusunda lokalize lenfoid doku alanlarinda gorev yapmaktadir. T
lenfositleri, enfekte hiicreleri taniyarak sitotoksik yanit olusturmakta, B lenfositleri ise
antikor tiireterek patojenlere karsi uzun siireli bagisiklik saglamaktadir. Bronsiyal
mukozada yer alan bronsiyal iliskili lenfoid doku (BALT), bu adaptif yanitlarin
olustugu ve diizenlendigi en Onemli yapilar arasinda yer almaktadir. Akciger
dokusunun bu sekilde hem dogustan gelen hem de kazanilmig bagisiklik sistemini i¢
ice barindiran bir yapiya sahip olmasi, onu dis ¢evreyle temas halindeki organlar i¢inde
en kapsaml1 savunma donanimina sahip yap1 haline getirmektedir (Biiyiikbas ve inal,
2006; Biiyiikbas ve Inal, 2007). Akciger savunma mekanizmalarinin etkili
calisabilmesi i¢in ayrica fizyolojik pH, nem orani ve sicaklik gibi ¢cevresel kosullarin
da dengede olmasi gerekmektedir. Ozellikle mukosiliyer klirensin saglikli islemesi
icin solunan havanin nemli ve 1lik olmas1 gerekmektedir. Kuru ya da soguk hava,
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silyalarin hareketini yavaslatmakta, bu da mukus temizligini zorlastirmakta ve
mikroorganizmalarin alt solunum yollarina ulagmasini kolaylagtirmaktadir. Benzer
sekilde alkol tiikketimi bu savunma islevlerini hem dogrudan hem de dolayl1 yollarla
bozmaktadir (Capurso ve Lahner, 2017). Alkol, alveolar makrofajlarin fagositik
aktivitesini azaltmakta, silyalarin hareketlerini yavaslatmakta ve mukus viskozitesini
artirarak mukosiliyer klirensi olumsuz etkilemektedir. Ayrica alkol, surfaktan
iiretimini baskilayarak alveollerin yapisal biitiinliigiinii zedelemekte ve bu durum gaz
degisimi kadar enfeksiyon savunmasi agisindan da ciddi riskler dogurmaktadir. Bu
sistemlerin bir arada ve dengeli bicimde caligsmasi, akcigerin dis ortamdan gelen
tehditlere kars1 korunmasinda kritik bir rol oynamakta fakat dissal toksik etmenlerin,
Ozellikle de alkoliin bu savunma mekanizmalar iizerinde yarattig1 baskilayict etki,
akcigeri enfeksiyonlara, inflamasyona ve yapisal bozulmalara karsi savunmasiz
birakmaktadir (Celik vd., 2002).

Akciger savunma mekanizmalarinin etkin bir sekilde islemesi, ayn1 zamanda
oksidatif stres ile miicadele edebilen antioksidan sistemlerin varligina da bagh
bulunmaktadir. Akciger dokusu, dis ortamdan alinan oksijenin dogrudan temas ettigi
bir yap1 olmasi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 siirekli maruziyet
altindadir. Bu molekiiller, ¢evresel toksinler, enfeksiyon etkenleri ya da inflamatuvar
siireclerin tetikledigi hiicresel faaliyetler sonucunda olusmakta ve kontrol altina
alinmadiginda hiicre zarlarina, DNA’ya ve protein yapilarina zarar vermektedir.
Akciger dokusunun bu tiir hasarlardan korunmasi i¢in, glutatyon, siiperoksit dismutaz,
katalaz gibi endojen antioksidan sistemler devreye girmektedir (Capurso ve Lahner,
2017; Celik vd., 2002). Bu enzimler, reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirerek
hiicre biitiinliigiiniin ve fonksiyonunun korunmasina yardime1 olmaktadir. Ozellikle
kronik alkol tiiketiminde glutatyon diizeylerinin azaldigi, siiperoksit dismutaz ve
katalaz aktivitelerinin diistiigii ¢esitli deneysel ve klinik ¢aligmalarla gosterilmektedir.
Bu durum, akciger epitelinde oksidatif hasarin birikmesine, hiicresel dejenerasyona ve
inflamatuvar siireglerin daha kolay baslamasina zemin hazirlamaktadir. Alkoliin neden
oldugu bu redoks dengesizligi, sadece hiicresel diizeyde degil, doku diizeyinde de
bozulmalara neden olmakta ve akcigerlerin savunma kapasitesini ciddi bigimde
zayiflatmaktadir (Das, 2009).

2.1.1.3. Akut ve Kronik Alkol Kullaniminin Akciger Fonksiyonlarina Etkisi

Alkoliin akciger fonksiyonlar: iizerindeki etkileri, kullanim bigimi, siiresi ve
bireysel fizyolojik farkliliklara bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Akut ve
kronik alkol maruziyeti, akcigerin hem yapisal biitiinliiglini hem de fizyolojik
islevlerini bozmakta, bu da solunum sistemi iizerinde ciddi fonksiyonel kayiplara yol
acmaktadir.

Alkol, merkezi sinir sistemi iizerindeki depresif etkileriyle solunum kontrol
mekanizmalarini baskilamakta, alveolar diizeyde ise oksidatif stres, inflamasyon ve
hiicresel hasar olusturarak gaz degisim siireclerini olumsuz etkilemektedir (Guidot ve
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Hart, 2005; Giindogmus ve Turhan, 2024). Akcigerin, dis ortamla siirekli temas
halinde olmas1 ve yiiksek diizeyde vaskiilarize bir yap1 icermesi, alkoliin sistemik
etkilerine kars1 bu organi savunmasiz kilmaktadir. Akut alkol kullanim1 sonrasinda
solunum sisteminde birtakim gegici fizyolojik degisiklikler gzlemlenmektedir. Alkol,
solunum merkezindeki kemoreseptor duyarliligini azaltmakta, bu da hiperkapniye ve
ventilasyonun yavaslamasina neden olmaktadir. Bu ¢ergevede Sisson (2007) makalesi,
alkoliin solunum yollar iizerindeki fizyolojik etkilerini irdelemistir. Alkoliin solunum
epitel hiicrelerinin silya hareketlerini yavaslattigi, nitrojen oksit dengesini bozdugu ve
kronik alkolizmde bronkopulmoner komplikasyon riskini artirdigi belirlenmistir.
Ayrica refleks oksiiriik mekanizmasinin baskilanmasi, solunum yollarina giren irritan
maddelerin temizlenmesini giiclestirmektedir. Alkoliin brong diiz kaslarindaki
gevsetici etkisi kisa vadede hava yolu direncini azaltmakta gibi goriinse de,
mukosiliyer klirens tiizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle mukus birikimini
kolaylastirmakta ve enfeksiyon riskini artirmaktadir. Bu durum o6zellikle yatay
pozisyonda ve bilinci baskilanmig bireylerde aspirasyon gelisimine zemin
hazirlamakta, aspirasyon pnOmonisi, akut alkol =zehirlenmesinin en ciddi
komplikasyonlari arasinda yer almaktadir (Gupta vd., 2020).

Kronik alkol kullanimi ise akciger fonksiyonlari {izerinde ¢ok daha derin, kalici
ve ilerleyici etkilere yol agmaktadir. Uzun siireli alkol maruziyeti, alveolar
makrofajlarin  fagositik kapasitesini azaltmakta, epitel hiicre biitiinliigiinii
bozmaktadir. Bu durum, solunum yollarinda inflamasyonun kroniklesmesine, alveolar
duvarlarin incelmesine ve interstisyel dokuda fibrotik degisimlerin gelismesine neden
olmaktadir (Happel ve Nelson, 2005). Ayrica surfaktan iiretiminde azalma meydana
gelmekte, bu da alveollerin ¢okmesini kolaylastirmakta ve gaz degisimini sekteye
ugratmaktadir. Kronik alkolizmde siklikla diffiizyon kapasitesinde azalma
gozlemlenmekte, bu da kandaki oksijen diizeyinin diismesine ve hipoksik tabloya
neden olmaktadir. Klinik olarak, kronik alkol kullanimina bagl gelisen pulmoner
degisiklikler genellikle sinsi ilerlemekte ve semptomlar ge¢ donemde ortaya
cikmaktadir. Nefes darligi, efor kapasitesinde azalma, kronik Oksiiriik ve sik
tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlar1 en sik bildirilen bulgular arasinda yer
almaktadir. Fonksiyonel degerlendirmelerde ise FEV:, FVC ve DLCO gibi
parametrelerde belirgin diisiisler tespit edilmekte, bu diisiisler, obstriiktif ya da
restriktif akciger hastaliklarinin gelisimine isaret etmektedir.

2.1.2. Bagisiklik Sistemi ve Proinflamatuar Sitokinler

Alkol, bagisiklik sistemi lizerinde dogrudan ve dolayli bir¢ok yikict etki
olusturmaktadir. Akut ve kronik alkol kullanimi, hem dogustan gelen hem de sonradan
kazanilmis bagisiklik yanitlarin1 baskilamakta ve organizmanin enfeksiyonlara karsi
savunma kapasitesini zayiflatmaktadir (Nielsen vd., 2024). Bu baglamda alkol,
yalnizca immiin yetmezlik sendromlariyla benzer etkiler gostermekle kalmamakta,
ayn1 zamanda inflamatuvar yanitlarin diizensizligine neden olarak sistemik diizeyde
bagisiklik dengesizligine yol agmaktadir. Alkol, sitokin iiretimini de baskilamakta,
ozellikle, (IL-6) ve (TNF-a) gibi proinflamatuvar sitokinlerin iiretiminde diizensizlik
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yaratmaktadir. Bu da immiin yanitin koordinasyonunu bozmakta ve enfeksiyonlara
kars1 yanitin zayiflamasina neden olmaktadir. Bu baglamda Das (2009) alkoliin
akciger iizerindeki etkilerini literatiir taramasi esliginde kapsamli bir sekilde ele
almistir. Calismada kronik alkol kullaniminin akcigerde immiin yanit1 zayiflattigi,
mukosiliyer klirensi azalttigt ve solunum yolu enfeksiyonlarina zemin hazirladigi
vurgulanmaktadir.

Kazanilmig bagisiklik sistemi de alkol kullanimindan derin sekilde
etkilenmektedir. B lenfositlerinin antikor {iretimi azalmakta, bu da humoral
bagisikligin zayiflamasina yol agmaktadir. Ozellikle IgA ve IgG diizeylerinde azalma
meydana gelmekte, bu durum mukozal yiizeylerde patojenlere karsi savunma
bariyerlerinin zayiflamasina neden olmaktadir. T lenfositleri diizeyinde ise, hem CD4+
yardimct T hiicrelerinin hem de CD8+ sitotoksik T hiicrelerinin fonksiyonlari
bozulmakta, bu da hem viral enfeksiyonlara kars1 yetersiz yanitlarin ortaya ¢ikmasina
hem de kanser hiicrelerine karst bagisiklik gozetiminin zayiflamasina neden
olmaktadir (Oguz vd., 2015). Akcigerin yiizeyini kaplayan alveolar makrofajlar, alkol
maruziyetiyle birlikte fonksiyonlarini yitirmekte ve fagositik etkinlikleri diigmektedir.
Genel olarak alkoliin bagisiklik sistemi iizerindeki bu etkileri yalnizca enfeksiyon
riskini artirmakla kalmamakta, ayn1 zamanda immiin tolerans mekanizmalarmni da
bozarak otoimmiin hastaliklara yatkinlik olusturmaktadir. Bu konu baglaminda
Gamble vd., (2006) alkoliin akcigerlerde bagisiklik yaniti iizerindeki etkilerini
arastirmis, 6zellikle bakteriyel enfeksiyonlara kars1 savunma sisteminin zayifladigini
vurgulamistir. Alkol, alveolar makrofajlarin aktivitesini baskilayarak enfeksiyonlara
yatkinlig1 artirmaktadir. Alkol, inflamatuvar siireci yalnizca baglatmakla kalmamakta,
aynt zamanda kroniklesmesine ve tedaviye direngli hale gelmesine de neden
olmaktadir. Bu direng, hem bagisiklik hiicrelerinin alkolle inhibe edilmesi hem de
inflamatuvar  sitokinlerin  regiilasyonunda meydana gelen bozukluklardan
kaynaklanmaktadir. Ozellikle IL-6,

TNF-a ve IL-8 gibi proinflamatuvar mediyatorlerin asir1 salimi, akciger
dokusunda siirekli bir inflamatuvar durumun olusmasina ve bu siirecin kronik fibrotik
faza ge¢cmesine yol agmaktadir (Mecit, 2016; Mehta ve Guidot, 2017). Bu kapsamda
Biiyiikbas ve Inal (2007) ¢alismasinda, asir1 alkol kullaniminin C-reaktif protein ve
alfa-1 antitripsin diizeyleri iizerindeki etkisi incelenmistir. Bulgular, alkoliin
inflamatuvar siireci artirarak  sistemik diizeyde biyokimyasal degisiklikler
olusturdugunu gostermektedir. Fibrozis gelisimi ile akcigerin elastik yapisi
kaybolmakta, solunum kaslarinin isi artmakta ve ventilasyon ciddi oranda
zorlagmaktadir. Bu noktada hastalar siirekli dispne, efor intoleransi ve artan oksijen
ihtiyact ile saglik kuruluslarina bagvurmaktadir. Alkoliin inflamasyonla iliskili bu
etkileri, cogu zaman diger ¢evresel ya da bireysel risk faktorleriyle birlestiginde daha
yikici bir hal almaktadir. Ozellikle sigara kullanimu, kétii beslenme, hava kirliligi ya da
eslik eden enfeksiyonlar, alkoliin etkilerini sinerjik bi¢imde artirmaktadir (Mouton vd.,
2016). Bu faktorler, solunum yollarinda inflamasyonu tetikleyen ve siirdiiren dongiiyii
giiclendirmekte, hastaligin daha hizli ilerlemesine neden olmaktadir. Bu cercevede
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alkol bagimliligi olan bireylerin saglik hizmetlerine ge¢ basvurdugu, Onerilen
tedavilere tam olarak uyum saglayamadigi ve yasam kosullarmin bu hastaliklarin
yonetimini zorlagtirdigi bilinmektedir. Bu durum, alkolle iliskili solunum yolu
iltihaplarinin toplum saglig1 agisindan da dnemsenmesini gerekli kilmaktadir (Nielsen
vd., 2024).

2.2. Sigara, Solunum Sistemi ve Akcigere etkileri

KOAH, kronik inflamatuar bir hastaliktir. Amfizem (alveollerin harabiyeti
sonucu olusur) ve kronik obstriiktif bronsit (brons tiiplerinin kronik inflamasyonu),
KOAH'm iki yaygin bulgusudur. KOAH, diinya c¢apinda liciincii 6nde gelen 6liim
nedeni olup, 2019'da 3,23 milyon dliime yol agnustir (Diinya Saglk Orgiitii, 2022b).
Bu nedenle, ozellikle gelismemis tlkelerde ciddi bir halk sagligi sorunudur.
Epidemiyolojik ¢aligmalara gore, 2010 yilinda 384 milyon KOAH vakasi tespit
edilmis ve kiiresel prevalans %11,7 olarak bildirilmistir (Adeloye vd., 2015).
Tahminlere gore, KOAH dahil solunum yolu hastaliklarindan her yil 5,4 milyondan
fazla 6lim gerceklesebilir (Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi Kiiresel Girigimi,
2022). KOAH'n en yaygin nedeni sigara i¢gmek olsa da, bircok g¢aligma sigara
igmeyenlerde de hava yolu obstriiksiyonu gelisebilecegini gostermektedir. Sigara
icmeyen KOAH hastalarinda hava yolu tikaniklig1, ¢ogunlukla ¢evresel kirleticilerin
solunmasindan kaynaklanir (Yang vd., 2022).Yaslanma, genetik anormallikler ve
akciger gelisimindeki bozukluklar da KOAH gelisiminde etkilidir (Kronik Obstriiktif
Akciger Hastalig1 Kiiresel Girisimi, 2022). KOAH i¢in en iyi bilinen genetik risk
faktorii, alfa-1 antitripsin eksikligidir (Foreman vd., 2012). Cevresel irritanlara
maruziyet, epigenetik mekanizmalar yoluyla KOAH'm ilerlemesine katkida
bulunabilir.

2.2.1. Sigara, Alkol ve KOAH

Kronik alkol tiikketiminin solunum sistemi tizerinde ¢ok yonlii olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar, alkoliin hava yolu epitel bariyer fonksiyonunu
bozarak KOAH patogenezinde rol oynayabilecegini gdstermektedir. Ozellikle, alkol
metabolitlerinin neden oldugu oksidatif stresin, akciger dokusunda enflamatuvar yaniti
tetikledigi ve antioksidan savunma mekanizmalarini zayiflattig bilinmektedir.

Bu durum, KOAH hastalarinda goriilen hava yolu remodellenme siirecini
hizlandirabilir (Sisson et al., 2005).Calismada dikkat ¢eken bir diger bulgu, alkoliin
akciger dokusunda glutatyon seviyelerini 6nemli 6l¢iide diislirerek oksidatif stresi
artirmasidir. Artan oksidatif stres, KOAH patogenezinde kritik rol oynayan
enflamatuvar yanit1 siddetlendirmekte ve doku hasarmni artirmaktadir. Ozellikle, alkole
bagh olarak akciger epitel hiicrelerinde siki baglanti proteinlerinin ekspresyonunun
azalmasi, epitel bariyer fonksiyonunu bozmakta ve hava yolu hasarim
kolaylastirmaktadir (Bhat., 2016). Asir1 alkol tiiketiminin KOAH'l1 bireylerde
oksidatif stresi artirarak hastalik progresyonunu hizlandirdigini ortaya koymaktadir.
Alkol, antioksidan glutatyon seviyelerini diisiirerek akciger dokusunda serbest radikal
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birikimine yol agmakta ve enflamatuvar yaniti siddetlendirmektedir. Ayrica, alkolik
KOAH hastalarinda makrofaj fonksiyon bozuklugu nedeniyle pndmoni riskinin 3 kat
arttig1 belirtilmektedir (Joshi veGuidot, 2023).

2.2.2. Sigara Kullanim

Sigara, erken Oliime yol agan pek ¢ok kimyasal madde iceren bir tiitiin
tiriiniidiir. Ayn1 zamanda gelismis tilkelerde dnlenebilir 6liim ve hastalik risk faktorleri
arasinda en onemlilerinden biridir (Bergen ve Caporaso, 1999). Sigara, Columbus
doneminden beri yaygin olarak kullanilan bir tiitiin {iriiniidiir. Baslangicta ¢ignenerek
tiikketilen bu iirlin, daha sonra makinelerin icadiyla rulo haline getirilmistir. 1960'larda
sigara tliketimi, kisi basina yilda yaklasik 4.400 adetle zirve yapmistir. Bunun
ardindan, 1964 yilinda ABD Halk Saglig1 Servisi bir rapor yaymlamistir. Bu raporda
onemli uyarilar ve sonuglar yer almigtir. {1k bulgu, sigara kullaniminin erkeklerde yasa
0zgl oliim oranlarinda %70 artisla iligkili oldugunu vurgulamis, ancak bu etkinin
kadinlarda daha az belirgin oldugu belirtilmistir. Tiirkiye'de sigara kullanim egilimleri
her y1l degisiklik gostermektedir (Calikoglu ve Koycegiz, 2018).

2.2.2.1. Sigara ve Alkol Arasindaki Etkilesim

Alkol ve sigaranin birlikte kullanimi, akcigerde oksidatif stresi ve
enflamasyonu artirarak KOAH ve akut akciger hasar1 riskini yiikseltir. Alkol, sigaranin
neden oldugu epitel bariyer bozuklugunu siddetlendirir (Joshi ve Guidot, 2023). Alkol
ve sigara dumaninin birlikte maruziyeti, hava yolu epitel hiicrelerinde reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretimini artirir. Bu durum, mitokondriyal DNA hasarina ve hiicre
Olimiine yol acarak kronik obstriiktif akciger hastalifi (KOAH) patogenezini
kotiilestirir(Sundar vd., 2023).Ayrica Her iki madde, akcigerin mukosiliyer temizleme
mekanizmasini bozar. Sigara dumani ve alkol, siliyer hareketliligi azaltarak pnomoni
ve kronik bronsit riskini artirir (Simet ve Sisson, 2023).Fare modellerinde yapilan bu
calisma, alkol ve sigara dumaninin TGFB1/Smad3 yolunu aktive ederek pulmoner
fibrozis gelisimini tetikledigini gostermistir. Bu kombinasyon, kollajen birikimini tek
basina sigaradan daha fazla artirmaktadir (Maremanda ve Galam, 2023).

2.2.3. Hava Yolu Epitel Hiicreleri
2.2.3.1. Brons Epitel Hiicreleri

Modiile eder; hipoksik kosullarda bazal hiicrelerden tiireyebildikleri
bildirilmistir (Branchfield vd., 2016; Shivaraju vd., 2021).

Epitel dokusu, patojenler ve alerjenler gibi ¢evresel faktorlere karsi koruyucu
fiziksel bir bariyer gorevi goriir. Epitel hiicreleri yalnizca fiziksel bir engel
olusturmakla kalmaz, ayni zamanda kimyasal ve immiinolojik bir savunma
mekanizmasi da saglar (Kayalar vd., 2024; Proud ve Leigh, 2011). Solunum yolu epitel

14



ONCEKi CALISMALAR Betiil TIMUCIN

hiicreleri, siki baglantilar (TJ), yapisma baglantilar1 (AJ) ve desmozomlar araciligiyla
epitel bariyerini olusturur.

Yapigsma baglantilari, E-kaderin, aktin, vinkulin, a-katenin ve B-katenin gibi
cesitli bilesenlerden meydana gelirken, siki baglantilar klaudinler, okludinler ve
baglantisal adezyon molekiillerini igeren bir kompleks yapidadir. Siki baglantilar,
apikal st kapatarak fiziksel bir engel gorevi lstlenir. Yapisma baglantilart ise
hiicreler arasi adezyondan sorumludur. Desmozomlar ise stabil hiicre baglantilarin
olusturur (Lu vd., 2024).

Solunum epitelinin bir diger 6nemli islevi, gaz aligverisi i¢in genis ve ince bir
ylizey alani saglamasidir. Solunan yabanct maddeleri tanima ve koruyucu o6zellikler
gosterme yetenegine sahiptir. Coziinen maddelerin ve suyun hareketini diizenleyerek
akciger s1vi dengesini korur. Ayrica akciger epiteli rejeneratif (yenilenme) kapasiteye
sahiptir ve mukus iiretiminde rol oynar (Proud ve Leigh, 2011; Li vd., 2015).

2.2.3.1.1. Brons Epitel Kiiltiirleri ve Kiiltiir Yontemleri

Birincil brons epitel hiicreleri (PBEH), once tanimli sivi fazda (Or.
BEGM/DMEM-F12 temelli) ve ECM kapli (6rn. kollajen IV) gecirgen membranlarda
cogaltilir; ardindan hava-sivi ara yiizine (ALI) alinarak ~3—4 haftada mukosiliyer
farklilagsma (silyal1 + goblet + bazal hiicreler) elde edilir (Fulcher, 2013; Jiang et al.,
2018; Bukowy-Bieryto, 2021). LI kiiltiirlerinde farklilasmanin dogrulanmasi igin
FOXJ1* silyali hiicreler, MUC5AC/MUCSB iiretimi ve TEER ile bariyer biitiinligt
izlenir (Leach et al., 2023; Jiang et al., 2018). BEAS-2B gibi dliimsiizlestirilmis brons
epitel hatlar1 genellikle s1vi fazda bakim/uyar1 ¢alismalari ve taramalar i¢in kullanilir;
farklilagma kapasitesi siirli olup protokol gereksinimleri birincil hiicrelerden ayridir
(ATCC, 2025; Park et al., 2015). Yontem seg¢imi (birincil ALI vs. hiicre hatti, s1v1 faz)
arastirma sorusuna baglhdir: fizyolojiye en yakin model i¢in birincil ALI kiiltiirleri,
hizli/tekrarlanabilir taramalar iginse hiicre hatlar1 tercih edilir (Bukowy-BieryHo,
2021).

2.2.3.1.2. Primer Brons epitel hiicre hatti (PBEH)

Primer insan havayolu epitel hiicreleri (PBEH), in vitro solunum yolu
calismalarinda fizyolojik yapiy1 en iyi yansitan modellerdendir. Tanimli besiyerlerinde
¢ogaltilan hiicreler gecirgen membranlar {izerinde hava—sivi ara yliziine alindiginda
psOdostratifiye bir epitel olusturur ve silyali, goblet/sekretuar ve bazal hiicrelere
farklilasir (Fulcher ve Randell, 2013; Jiang vd., 2018). lyi farklilasmis ALI kiiltiirleri;
mukosiliyer klirens, iyon/sivi dengesi ve konak—patojen etkilesimlerini incelemek i¢in
kullanilir ve in vivo insan hava yolu epiteline transkriptomik ve fonksiyonel diizeyde
yliksek benzerlik gosterir (Pezzulo vd., 2011). Bariyer biitiinliigii ve farklilasma
kalitesi siklikla transepitel elektrik direnci (TEER), silyogenezi yansitan
FOXIJ1/aksetile tiibiilin belirtecleri ve MUCSAC/MUCSB iiretimi gibi ¢iktilarla
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dogrulanir (Srinivasan vd., 2015; Leach vd., 2023). Standart protokoller ECM kapl
(6rn. kollajen IV) membranlar, serum igermeyen bronsiyal epitel bliylime ortamlari ve
yaklagik 3—4 haftalik bir farklilasma donemini igerir (Fulcher ve Randell, 2013; Jiang
vd., 2018).

2.2.3.1.3. Brons Epitel Hiicre Hatti (BEAS-2B)

BEAS-2B bronsiyal epitel hiicre hatti, kanser dykiisii bulunmayan bir bireyden
alinan normal insan brong epitel dokusundan tiiretilmistir (Reddel vd., 1988). Hiicre
hattinin olusturulma siirecinde, adenoviriis 12-SV40 hibrit viriisii ile transfeksiyon
islemi uygulanmis ve ardindan ardisik pasajlamalar yoluyla immortalize edilmistir.

Bu  hiicre hattt 37°C, %5 CO:’de genellikle serum icermeyen
BEBM/BEGM-tiirevleriyle ya da DMEM/F-12 kiiltiir vasatlarinda kiiltiirlenir; ATCC,
fibronectin/kolajen I/BSA kapli yiizeyler ve BEBM + Bronchial Epithelial Cell
Growth Kit ile bakimi 6nerir (ATCC, 2025; Veranth et al., 2007). Fenotip kiiltiir
kosullarina, 6zellikle serum varligina duyarhdir; fetal sigir serumu (FBS) skuamoéz
farklilagsmayi tetikleyebilir ve gen ifadesi profillerini belirgin bicimde etkileyebilir (Ke
vd., 1988; Zhao ve Klimecki, 2015). BEAS-2B toksikoloji, inflamasyon ve bariyer
isleviyle ilgili mekanistik calismalarda yaygin kullanilan bir modeldir; bununla birlikte
primer ALI epitele kiyasla mukosiliyer farklilasma ve goblet miisini (MUCSAC)
ekspresyonu sinirli kalabilir (Rayner et al., 2019).0 zamandan bu yana, solunum yolu
hastaliklarinin molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan
bir in vitro model olarak pek ¢ok ¢alismada yer almistir (Ha vd., 2007; Vallabani vd.,
2011; Vergaro vd., 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. BEAS-2B Hiicre Hatt1 Kiiltiirleri

BEAS-2B hiicreleri (ATCC, CRL-9609 Wesel, Almanya), %10 fetal bovine
serum (FBS) (Kat no: S181H-500, Biowest) ve %1 penisilin/streptomisin (Kat no:
L0022-100, Biowest) iceren Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (Kat no:
R8758, Sigma) biiylime vasati, 75 cm? kiiltiir flasklarinda (Corning, Thermo) 37°C'de
ve %5 CO: altinda inkiibe edildi. Kiiltiir vasati iki giinde bir degistirildi. Hiicre yasinin
sonuglar tlizerindeki etkisini dnlemek i¢in deneyler P25 ile P30 pasaj numaralar
arasinda gerceklestirildi. Deneylerde zemininin %80°ni kaplayan (konfluansa ulasan)
hiicreler kullanildi. (sekil3.1) Kiiltiirdeki BEAS-2B hiicrelerine 6rnek bir gorsel
sekilde gosterilmistir.

Hiicreler %80 konfluansa ulastiginda, sonraki asamada kullanilacak tripsinin
inaktivasyonunu dnlemek i¢in 1X Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Salini (1x DPBS)
(Kat no: L0615-500, Biowest) ile yikandi. Yikamanin ardindan, hiicrelerin flask
tabanindan ayrilmasi i¢in 3 mL %0,25 Trypsin-EDTA (1X) (Kat:25200072) (Gibco)
eklenerek 37°C ve %5 CO: ortaminda 4 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin ayrilma
durumu mikroskop (Olympus CK40, Japonya) altinda kontrol edildi. Tripsini inaktive
etmek icin %10 fetal bovine serum iceren 6 mL biiylime vasati1 eklenerek hiicre
siispansiyonu 15 mL’lik konik tiipe aktarildi. 400 xg’de 4 dakika santrifiij islemi
sonrast slipernatant uzaklastirildi ve pellet uygun miktarda biiyiime vasati i¢inde
yeniden sulandirildi. Hiicre siispansiyonu, tripan mavisi (160 pL tam RPMI besiyeri,
20 pL hiicre silispansiyonu ve 20 pL tripan mavisi) ile hazirlanarak pipetaj ile
homojenize edildi. Siispansiyondan 10 pL alinarak hemositometreye (Marienfeld,
Almanya) yiiklendi ve invert mikroskop (Olympus CK40, Japonya) altinda canh
hiicreler sayild1 (Petty et al., 2005).
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Sekil 3.1. BEAS-2B hiicrelerinin faz-kontrast 151k mikroskobunda goriiniimti;
3.1.1. insan Primer Bronsiyal Epitel Hiicreleri (PBEH) Kiiltiirii

Ticari olarak temin edilen saglikli ve sigara icmeyen bir bireyden elde edilen
primer insan brons epitel hiicreleri (Kat no: 02AB0839.02, Epithelix), sigara icen (Kat
no: 02AB066901, Epithelix) ve KOAH’l1 bir bireyden (Kat no: 02AB066801,
Epithelix) elde edilen primer insan brons epitel hiicreleri, kuru buz igerisinde
laboratuvara transfer edildi ve kiiltiir giiniine kadar azot tankinda tutuldu. Kiiltiir
sirasinda hiicreler, iireticinin talimatlarina gore ¢oziildii. Hiicreler 37°C'de 2-3 dakika
bekletildi ve %10 FBS iceren dnceden 1sitilmig DMEM besiyerinde 2000 rpm'de 10
dakika santrifiij edildi. Ik olarak, hiicreler 1 ml insan solunum yolu epitel hiicresi
(PBEH) kiiltiir vasatinda (EPO9AM, Epithelix) yeniden siispanse edildi ve 30 ml kiiltiir
besiyeri igeren 75 cm?2'lik bir kiiltlir kabina ekildi ve37°C, %5 CO2 ve %99 nemde
inkiibe edildiler. Hiicre kiiltiir vasati her 3 giinde bir degistirildi. Bu hiicreler birkag ay
boyunca pasajlandi ve her pasajda yedek hiicre dondurma islemi gergeklestirildi (Sekil
3.2). Kiiltiirdeki BEAS-2B hiicrelerine 6rnek bir gorsel sekilde gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Insan primer brons epitel hiicrelerinin (PBEH) faz kontrast mikroskopisi
goriintiisii. Biiylitme: 10x.

3.1.2. Sigara Dumam Ekstrakti (SDE) Hazirlanmasi ve BEAS-2B
Hiicrekiiltiirleri ile

Sigara duman ekstrakti (SDE), literatiirde kullanilan yontemler (Aoshiba vd.,
2001; Sar1 vd., 2020) temel alinarak hazirlandi. Bu yonteme gore, deneysel amagl bir
sigara (Kentucky, ABD), filtre kismina ulasana kadar bir aspirasyon cihazi ile yakildi
ve olusan duman 37°C'de 10 mL steril fosfat tamponlu salin (PBS, 0,01M) igerisinde
kanistirildi. Hazirlanan ekstre, 0,22 um'lik milipore filtre ile siiziildii. Elde edilen
ekstre, %100'lik stok SSE olarak kabul edildi. Spektrofotometrik dl¢iimde 290 nm
dalga boyunda optik dansite (OD) degeri 2-2,4 araliginda olan ekstreler deneylerde
kullanildi. SDE, her deney i¢in taze olarak hazirlandi.

BEAS-2B hiicreleri kiiltiir kaplarina ekildikten sonra %80 konfluens seviyesine
ulastiklarinda, literatiirde yaygin olarak kullanilan bir konsantrasyon olan (Li vd.,
2022) %0,5'lik SDE ile 24 saat inkiibe edildi. Uygulama sonrasinda hiicrelerden RNA
izolasyonu gergeklestirildi.

3.2. Hiicre Canlilik Analizi

BEAS-2B hiicre hatti lizerinde stok konsantrasyonu 17,12 M olan %100 saf
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etanol kullanilarak hazirlanan 0, 0,1, 1, 2,5, 5, 10, 25, 50 ve 100 mM
konsantrasyonlarda etanol i¢eren serum igermeyen kiiltiir vasati uygulandi. Etanol
maruziyeti 30 dk, 1 saat ,2 saat, 4 saat, 6 saat, 8 saat ve 12 saat ger¢eklestirildi.( Sekil
3.2) Alkolin hiicre canliligi Tlzerine doz ve zaman yanmtim MTT
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) ile test etmek i¢in hiicreler,
24 kuyulu kiiltiir plaklara 5x10* hiicre/kuyu yogunlugunda ekildi. Deneylerden 24
saat Once, hiicre besiyeri serum icermeyen kiiltiir vasati ile degistirildi. Kiiltiir vasati, 1
mg/mL MTT (M6494, Sigma) iceren serum igermeyen kiiltiir vasati ile degistirildi ve
37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda MTT soliisyonu uzaklastirildi
ve hiicreler lizerine DMSO eklendi. Renk degisimi, spektrofotometrik 6lgiimlerle 550
nm dalga boyunda okundu.

kontrol grup —
ve alkol DMSO
dozlari —p UYGLANDL —p | b 4

Sekil 3.3. MTT gorsel gosterimi. Sekil, BioRender.com (bilimsel gorsellestirme
platformu) araciligiyla tasarlanmigtir.

BEAS-2B hiicrelerinde 1 ve 5 mM etanol ile %2,5 ve %5 sigara dumani
ekstraktinin (SDE), tek basina ve kombinasyon halinde 12 ve 24 saatlik
maruziyetleriyle olusturulan deney kosullar1 Tablo 3.1’te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. BEAS-2B Hiicreleriyle gerceklestirilen deney diizeni tablosu
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E
Uygulama Tipi Alkol Dozu Sigara Zaman (saat)
Konsantrasyonu
Kontrol - - 12, 24
Sadece Alkol 1 mM & 12,24
Sadece Alkol 5 mM - 12,24
Sadece Sigara - %02.5 12,24
Sadece Sigara - %5 12,24
Alkol + Sigara 1 mM %2.5 12,24
Alkol + Sigara 1 mM %5 12,24
Alkol + Sigara 5 mM 202.5 12,24
Alkol + Sigara 5 mM %35 12,24

Bu calisgmada PBEH hiicreleri kullanilmis; farkli dondr tipleri (sigara icmeyen,
sigara icen, KOAH’1) i¢in kontrol ve alkol dozlar1 (1-5 mM) ile 12 ve24 saatlik zaman

noktalar1 Tablo 3.2 ’te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.2. Primer brons epitel hiicreleriyle gergeklestirilen deney diizeni tablosu
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Hiicre Tipi Uygulama Alkol Dozu Zaman
Gruplan (saat)
Sigara Igmeyen Kontrol SmM 12,24
Sigara Icmeyen Alkol - 12,24
Sigara Icmeyen Alkol 5 mM 12,24
Sigara Icen Kontrol . 12,24
Sigara Icen Alkol 1 mM 12,24
Sigara Icen Alkol 5 mM 12, 24
KOAH’Ix Kontrol - 12,24
KOAH'1 Alkol 1 mM 12,24
KOAH’I1 Alkol 5 mM 12,24

3.3. RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve Kantitatif Gercek Zamanh
PolimerazZincir Reaksiyonu (qRT-PCR)

Bu islem i¢in, siralanmigs BEAS-2B ve ticari insan primer brons epitel hiicreleri
iceren her tiip, 500 x g'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar uzaklastirildi ve
peletlerden RNeasy Micro Kit (Kat no: 74004, Qiagen, Almanya) kullanilarak {iretici
protokoliine uygun sekilde RNA izolasyonu gergeklestirildi. Ornekler éncelikle pelet
tizerine 350 pl RLT Tamponu eklenerek lizis islemine tabi tutuldu ve ardindan
homojenize edildi. Baglanma verimini artirmak i¢in lizata etanol eklendi. Hazirlanan
lizat, RNeasy silika membran kolonuna yiiklendi; burada RNA membrana baglanirken
kontaminantlar etkili bir sekilde uzaklastirildi. Kalan DNA kalintilarinin giderilmesi
icin kolon iizerinde DNaz uygulamasi yapildi. Saf RNA, eliisyon tamponu kullanilarak
kolondan eliite edildi. Elde edilen total RNA'nin miktar1 ve kalitesi, Qubit RNA HS
Assay Kit (Q32852, Thermo, ABD) ile iiretici talimatlar1 dogrultusunda 6l¢ildii.

3.3.1. Tamamlayic1 DNA (¢cDNA) Sentezi

RNA'nin cDNA'ya ters transkripsiyonu i¢in tiretici talimatlar1 dogrultusunda
iScript™ cDNA Sentez Kit (Kat no: 1708891, Biorad, ABD) kullanildi. Reaksiyonlar,
96 kuyulu T100 PCR termal dongiicihaz1 (Bio-rad, ABD) ile ger¢eklestirildi. Sirasiyla
Tablo 3.3 ve 3.4°da agiklanmaktadir.

Cizelge 3.3. cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri
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Bilesen Reaksiyon Basina Hacim (pl)
5X 1Script Reaksiyon Karigimi 4

Script Ters Transkriptaz |

RNA sablonu (100 fg-1ug RNA) Degisken

Niikleazsiz su Degisken

Toplam Hacim 20

Inkiibasyon sonrasinda her bir rnekten 120 ng cDNA elde edildi. Elde edilen
c¢DNA firiinleri, -20°C'de saklanarak sonraki analizler i¢cin muhafaza edildi.

Cizelge 3.4. Ters Transkripsiyon Termal Dongii Protokolii

Asama Sicakhk Siire Dongii Sayisi
1. Asama 95°¢ 2 dakika 1
2. Asama 95°C 30 saniye 40
Farkh Sicakliklar* | 30 saniye
f2C 1 dakika
3. Asama 72°C 10 dakika 1

3.3.1.1. insan (Homo sapiens) Gen Ekspresyon Analizi icin Primer Diziler

gRT-PCR i¢in primerler, NCBI Primer-BLAST kullanilarak tasarlandi.
Primerlerin listesi Tablo 3.5’te gosterilmektedir.

Cizelge 3.5. Calismada gen ekspresyon analizlerinde kullanilan primer dizileri
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Gen Ad1 Gen Forward Primer Revers Primer

(NCBI) Sembolii | (53'—3") (53'—-3")

TiimérNekroz TNFA ACAAGCCTGTAGCCCATGTT TATCTCTCAGCTCCACGCCATT

Faktir-Alfa

interlskin 6 IL6 AGTGAGGAACAAGCCAGAGC ATTTGTGGTTG GGTCAGGGG

Interlokin 8 CXCLS/IL-8 GGCAGCCTTCCTGATTTC CTCAGCCCTCT
TCAAAAACTTC

GAPDH ATGGAAATCCCATCACCATCTT CGCCCCACTTG ATTTTGG
Gliseraldehit-3-Fos fat
Dehidrojenaz

3.3.1.2. Hedef Genlerin Kantitatif Ger¢ek Zamanh PCR ile Analizi

Hedef genlerin amplifikasyonu, QuantStudio 7 Flex qPCR (Applied
Biosystems, ABD) cihazinda SYBR Green yontemi kullanilarak ve gen spesifik
primerler ile gerceklestirildi.. Cesitli genlerin ekspresyon seviyelerinin
normalizasyonu i¢in referans gen olarak gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH)
kullanildi. Bagil cDNA orani, esik dongiisii (Ct) degerleri kullanilarak hesaplandi.

Toplam 10 pl'lik reaksiyon karigiminda, forward ve revers primerlerin final
konsantrasyonu 0,3 uM olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir kuyuya 5 pl 2X SYBR
Green PCR karigimi (Kat no: 1725120, QuantiNova, Qiagen), 10 uM primer
karistmindan 0.33 pl ve 2.97 ul niikleazsiz su (NFW) eklenmistir. Son olarak her
kuyuya 25 ng cDNA (2 pl) ilave edilmistir.

Hedef genler ile referans GAPDH geni arasindaki amplifikasyon verimliligi
karsilastirmasi 2°(-AACt) yontemi kullanilarak yapilmistir. Her bir qRT-PCR plakasi,
her konsantrasyon (0, ImM, 5SmM ) i¢in 3 biyolojik tekrar ve her 6rnek i¢in 3 teknik
tekrar olacak sekilde ¢alistirilmistir. Termal dongili cihazina ait reaksiyon kosullari
Tablo 3.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. qRT-PCR i¢in reaksiyon kosullari

Asama Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangic | 95°C 2 dakika 1
Aktivasyon
Asama Sicakhik Siire Dongii Sayisi
PCR Asamasi 95°C 5 saniye 40
60°C* 19 saniye
Erime 95°C 5 saniye 1
Egrisi
Asamasi
65°C 1 dakika
97°C 15 saniye
Son Bekletme 40°C 10 dakika 1

3.4. Istatistiksel Analiz

Analiz verilerin normallik dagilimi 6ncelikle D’ Agostino ve Pearson omnibus
normallik testleri ile degerlendirildi. Ardindan, verilerin dagilimina gore parametrik
testler icin tek yoOnlii varyans analizi (ANOVA) veya parametrik olmayan testler i¢in
Kruskal Wallis testleri uygulandi. Gruplar arasi karsilastirmalar, parametrik olmayan
verilerde Kruskal Wallis/Dunn’s ¢oklu karsilastirma testleri ile yapilirken; parametrik
verilerde ANOVA/Dunnett’s c¢oklu karsilastirma testi veya Tukey’s c¢oklu
karsilagtirma testleri kullanildi. 0,05’ten kiigiik p degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Istatistiksel analizler i¢in GraphPad 9.3.1 (San Diego, Kaliforniya ABD)
yazilim1 kullanilda.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Canhilik Analizi

Calismamizda, BEAS-2B ve Primer insan brong epitel hiicreleri (PBEH) nde
alkoliin ve sigara dumani ekstrakt1 (SDE) nin hiicre canliligina etkisinibelirlemek i¢in
MTT testigergeklestirildi. . Veriler, zaman uyumlu kontrol gruplarina gore normalize
edildi ve ii¢ bagimsiz deneyin (her bir deneyde n=3 biyolojik tekrar) ortalamasi + SEM
veya medyan =+ ceyrekler araligi olarak sunuldu. Belirli zaman araliklarindaki her
maruziyet grubu, kontrol grubu (OmMalkol ) ile karsilastirildi.

4.1.1. Alkoliin BEAS-2B Kiiltiirlerinin Canlihg Uzerindeki Etkisi

BEAS-2B hiicrelerinde etanoliin (0—100 mM) hiicre canliligina etkisi, MTT
testi ile 540 nm absorbans ilizerinden 30 dk, 1 saat, 2 saat ve 4 saat zaman noktalarinda
degerlendirildi30. dakikada, 0.1-10 mM araligindaki dozlarda canlilik kontrole benzer
seyretti; buna karsin >25 mM dozlarda diisiis gézlendi ancak istatistiksel anlamlilik
bulunmamaistir (Sekil 4.1a). 1. saatte, canlilik doza bagl olarak azaldi ve 6zellikle 25—
100 mM araliginda kontrole gore anlamli diislis saptandi (p<0,001; Sekil4.1b). 2.
saatte, azalma daha belirgin ve sistematik hale geldi: 5-10 mM ig¢in diisiis anlamliyd1
(p<0,01-0,0001), 25-100 mM dozlarda ise yiiksek derecede sitotoksisite izlendi
(p<0,0001; Sekil4.1c).

4. saatte, tim dozlarda canlilik kontroliin anlamli bigimde altinda bulundu

(p<0,01-0,001) ve >25 mM konsantrasyonlarda degerler taban diizeyine yaklasti
(Sekil4.1d).
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda (0.1-100 mM) ve farkli siirelerde (30 dk (a), 1
saat (b) , 2 saat (c) ve 4 saat (d)) alkoliin, BEAS-2B hiicrelerinin canliligina etkisi.

KN:kontrol (OmM).

BEAS-2B hiicrelerinde etanoliin (0—100 mM) hiicre canliligina etkisi MTT testi
ile 540 nm absorbans iizerinden 6, 8 ve 12 saat zaman noktalarinda degerlendirildi6.
saatte, 0,1-5 mM aralig1 kontrolle benzer seyrederken, 10 mM’de canlilik anlaml
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olarak azaldi (p<0,05); 25—-100 mM dozlarda diisiis belirgindi (p<0,001; Sekil 4.2 a) 8.
saatte, azalma doza bagimli olarak ilerledi; >10 mM i¢in kontrole gore anlamli diisiis
saptand1 (p<0,01) ve 25-100 mM gruplarinda yiiksek derecede azalma izlendi
(p<0,001; Sekil 4.2 b). 12. saatte, canlilik kayb1 stirerek derinlesti: 10 mM’de anlamli
diisiis (p<0,05), 25-100 mM dozlarda ise daha belirgin diisiis goriildi (p<0,01-0,001;
Sekil 4.2 ¢).
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda (0.1-100 mM) ve farkli siirelerde (6 saat (a), 8
saat (b) ve 12 saat (c)) alkoliin BEAS-2B hiicrelerinin canliligina etkisi.
KN:kontrol

(OmM).0.1-5 mM alkol konsantrasyonunun 12 saat maruziyeti sonucunda,
BEAS-2B hiicre canliligi anlaml diizeyde azalmistir (Sekil 4.3.b, ****p<0.0001 )
Alkoliin 24 saatlik maruziyeti sonrasinda ise, 2.5 mM (*p<0.05) ve 5 mM

(**p<0.01) alkol konsantrasyonlar1 kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda anlaml
diizeylerde azaltt1 (Sekil 4.3.b).
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda (0.1-5 mM) ve farkli siirelerde (12 saat (a) ve 24
saat (b)) alkoliin BEAS-2B hiicrelerinin canliligina etkisi. KN:kontrol (OmM)

4.1.2. Sigara dumam ekstrakti (SDE)’nin BEAS-2B Hiicrelerinin
CanhhgiUzerindeki Etkisi

BEAS-2B hiicrelerinde SDE maruziyetinin hiicre canliligina etkisi MTT testi
ile 540 nm absorbans iizerinden degerlendirildi. 12. saatte %2,5 SDE kontrolle benzer
seyrederken, %5 SDE kontrole gore anlamh artis gdsterdi (p<0,01); %7,5 SDE ise
%S5 e kiyasla daha diisiik diizeydeydi (p<0,05) ve kontrole yakin kald1 (Sekil 4.4a). 24.
saatte ise hiicre canlilig1 doza bagl olarak azaldi: %2.5, %5 ve %7,5 SDE gruplarinin
her biri kontrole gore belirgin diisiis gosterdi (tiim karsilastirmalar i¢in p<0,0001;

(Sekil 4.4b).
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Sekil 4.4. SDE’nin (%2,5 ,%5 ve%7,5) BEAS-2B hiicre kiiltiirlerinin canliliina
etkisi; 12 saat (a) ve 24 saat (b).

4.1.3. Alkoliin Sigara icmeyen PBEH Kiiltiirlerinin Canhlig1 Uzerindeki Etkisi

Alkoliin, 0, 0.1, 1, 2.5 ve 5 mM konsantrasyonlarinin 12 ve 24 saat dilimlerinde
maruziyetinin sigara igmeyen PBEH hiicrelerinin hiicre canliligina etkisi li¢ tekrarl
bagimsiz deney ile incelendi. Alkoliin 12 saatlik maruziyeti sonucunda, 5 mM alkol
uygulamasi kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligini anlamli diizeyde azaltti. (Sekil
4.5a, *p<0.05). Alkoliin, 24 saatlik maruziyeti sonrasinda ise, benzer sekilde yalnizca
5 mM alkol grubunda kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligin1 anlamli diizeyde azaltti
(Sekil 4.5b,**p<0.01). Diger gruplarda anlamli bir degisim saptanmamistir. Bu
bulgular, yiliksek konsantrasyonlardaki alkoliin, sigara igmeyen bireylerden elde edilen
primer brons epitel hiicrelerinde zamana bagli olarak hiicre canliligin1 olumsuz yonde
etkileyebilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki alkolii (0.1-5 nM) farkl: siirelerde (12 saat (a)
ve 24 saat (b)) PBEH hiicre kiiltiirlerinin canliligina etkisi. KN: kontrol, 0OmM.

BEAS-2B  hiicrelerinin 12. saatte elde edilen faz-kontrast mikroskop
goriintiileri: (A) kontrol, (B) 1 mM etanol, (C) 5 mM etanol. Etanol maruziyetiyle
birlikte doza bagli morfolojik degisim belirtileri gézlenmektedir; kontrol grubuna
kiyasla deney gruplarinda hiicrelerin kismen yuvarlaklastigi/uzadigi, hiicre-hiicre
temaslarinin seyreklestigi ve alan basina canli hiicre yogunlugunda goreli bir azalma
oldugu dikkati ¢gekmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. BEAS-2B hiicrelerinde a) kontrol grup b) 1mM alkol konsantrasyonu
uygulanan grup ¢) SmM alkol konsantrasyonu

BEAS-2B hiicrelerinin 24. saatte elde edilen faz-kontrast mikroskop
goriintiileri: (A) kontrol, (B) 1 mM etanol, (C) 5 mM etanol. Etanol maruziyeti ile doza
bagli morfolojik degisiklikler gozlenmektedir; kontrol grubuna kiyasla deney
gruplarinda hiicrelerin sekil biitlinligiiniin belirgin 6l¢iide bozuldugu, hiicre-hiicre
temaslarmin seyreklestigi ve alan basma canli hiicre yogunlugunun goreli olarak
azaldig1 dikkati cekmektedir. Ozellikle 5 mM kosulunda hiicrelerde yuvarlaklasma ve
aralikli bosluklarin artis1 daha belirgindir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. BEAS-2B hiicrelerinde a) kontrol grup b)ImM alkol konsantrasyonu
uygulanan grup ¢) SmM alkol konsantrasyonu

BEAS-2B hiicrelerinin 12. saat faz-kontrast mikroskop goriintiileri: (A)
kontrol, (B) %2,5 SDE, (C) %5 SDE. SDE maruziyeti ile doza bagli morfolojik
degisiklikler gozlenmektedir; kontrol grubuna kiyasla deney gruplarinda hiicrelerin
belirgin bi¢imde yuvarlaklastigi, hiicre-hiicre temaslarinin azaldigi ve alan basina
diisen canli hiicre yogunlugunun goreli olarak azaldigi dikkat ¢cekmektedir (Sekil

4.8).
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Sekil 4.8. BEAS-2B hiicrelerinde a) kontrol grup b) %2,.5 sigara konsantrasyonu
uygulanan grup c¢)%35 sigara konsantrasyonu

BEAS-2B hiicrelerinin 24. saatte elde edilen faz-kontrast mikroskop
goriintiileri: (A) kontrol, (B) %2,5 SDE, (C) %5 SDE. SDE maruziyetiyle doza bagh
morfolojik degisiklikler gozlenmektedir; kontrol grubuna kiyasla deney gruplarinda
hiicrelerin sekil biitiinliglinde bozulma, hiicre- hiicre temaslarinda azalma ve
interselliiler bosluklarn artis1 dikkat cekmektedir. Ozellikle %5 SDE kosulunda
hiicrelerin incelme/uzama ve kismi ayrilma egilimi daha belirgindir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. BEAS-2B hiicrelerinde A) kontrol grup B) %2,.5 sigara konsantrasyonu
uygulanan grup C) %35 sigara konsantrasyonu 24 saat.

BEAS-2B hiicrelerinin 12. saat faz-kontrast mikroskop goriintiileri. (A)
Kontrol, (B) %2,5 SDE + 1 mM etanol, (C) %2,5 SDE + 5 mM etanol. Kombine
maruziyetlerde doza bagli morfolojik degisiklikler izlenmektedir: kontrol grubuna
kiyasla (B) ve (C)’de hiicrelerde yuvarlaklagma/uzama, hiicre-hiicre temaslarinda
azalma, interselliiler araliklarin artis1 ve konfluans diizeyinde diisiis gozlenir; bu
degisimler 5 mM etanol i¢ceren (C) panelinde daha belirgindir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. BEAS-2B hiicrelerinde A) kontrol grup B) %2,5 sigara konsantrasyonu
ve IlmM alkol uygulanan grup C) %2,5 sigara konsantrasyonu SmM alkol uygulanan
12 saat.

BEAS-2B hiicrelerinin 24. saatte elde edilen faz-kontrast mikroskop
goriintiileri: (A) Kontrol, (B) %2,5 SDE + 1 mM etanol, (C) %2,5 SDE + 5 mM etanol.
Kombine maruziyet, kontrol grubuna kiyasla doza bagli morfolojik degisikliklerle
seyretmektedir; Ozellikle (B) ve (C) panellerinde hiicre-hiicre temaslarinda azalma,
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interseliiler bosluklarda artis, kismi yuvarlaklasma/uzama ve konfluans diizeyinde
goreli diisiis gbzlenir. Bu degisimler 5 mM etanol iceren kosulda (C) daha belirgindir
(Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. BEAS-2B hiicrelerinde A) kontrol grup B) %2,5 sigara konsantrasyonu
ve 1mM alkol uygulanan grup C) %2,5 sigara konsantrasyonu SMm alkol uygulanan
24 saat.

(Sekil 4.12.) BEAS-2B hiicrelerinin 12. saatte elde edilen faz-kontrast
mikroskop goriintiileri: (A) Kontrol, (B) %5 CSE + 1 mM etanol, (C) %5 SDE + 5 mM
etanol. Yiiksek SDE kosullarinda etanol eklenmesiyle doza bagli morfolojik
degisiklikler belirginlesmektedir; kontrol grubuna kiyasla (B) ve (C)’de hiicrelerde
spindle/uzama egilimi, yuvarlaklasma odaklari, hiicre-hiicre temaslarinda seyrelme,
interselliiler bosluk artis1 ve konfluans diizeyinde azalma gdzlenir. Bu degisimler 5
mM etanol i¢eren (C) daha belirgindir.

Sekil 4.12. BEAS-2B hiicrelerinde a) kontrol grup b) %5 sigara konsantrasyonu ve
ImM alkol uygulanan grup c) %5 sigara konsantrasyonu SmM alkol uygulanan 12
saat.

(Sekil 4.13.) BEAS-2B hiicrelerinin 24. saatte elde edilen faz-kontrast
mikroskop goriintiileri: (A) Kontrol, (B) %5 SDE + 1 mM etanol, (C) %5 SDE + 5 mM
etanol. Yiiksek SDE kosulunda etanol eklenmesiyle doza baglh belirgin morfolojik
bozulmalar gozlenmektedir. Kontrole kiyasla (B) ve ozellikle (C) panellerinde
konfluansin belirgin sekilde azaldigi, interseliiler bosluklarin genisledigi, hiicrelerin
yuvarlaklagsma/gekilme egilimi gosterdigi ve hiicre-hiicre temaslarinin zayifladigi
izlenmektedir. En yiiksek etanol konsantrasyonunda (C) kismi hiicre ayrilmasi ve
diisen hiicre yogunlugu daha belirgindir.
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Sekil 4.13. BEAS-2B hiicrelerinde a) kontrol grup b) %5 sigara konsantrasyonu ve
ImM alkol uygulanan grup c) %S5 sigara konsantrasyonu SmM alkol uygulanan 24
saat.

4.2. qRT-PCR mRNA Gen Ekspresyonu Sonug¢lar:

BEAS-2B hiicrelerinde IL-8 (CXCLS8) ekspresyonu, GAPDH’ye normalize
bagil kat degisimi olarak qRT-PCR ile ve zaman-bagimli degerlendirildi; grafikteki
yildizlar, ayn1 doz i¢in 12-24 saat karsilagtirmasini gostermektedir (Sekil.4.14a). 12.
saatte 1 mM etanol IL-8 diizeylerini kontrole gore azaltt1 (p<0,05); 5 mM kontrolle
benzer seyretti. 24. saatte 1 mM, 5 mM’den yliksekti (p<0,01). Zaman etkisine
bakildiginda 5 mM grubunda 24. saat, 12. saate gére anlamh artis goriildii. BEAS-2B
hiicrelerinde TNF-a gen ekspresyonu, GAPDH’ye normalize edilerek qRT-PCR ile
Olctildii ve zaman-bagimli analiz yapildi; grafikteki yildiz isaretleri, ayn1 doz igin 12
saat-24 saat karsilagtirmasini gostermektedir. 12. saat: 1 mM etanol TNF-a
diizeylerini belirgin bigimde diistirdii; 5 mM dozda da kontroliin altinda seyir izlendi
ve kontrol-5 mM farki anlamliyd1 (p<0,01; Sekil 4.14b). Zaman karsilastirmasinda 1
mM grubunda 12 saat degerinin 24 saate gore daha diisiik oldugu saptand1 (p<0,01;
zaman etkisi, *). 24. saat: 1 mM etanol, kontrole gore daha diisiik TNF-a diizeyi ile
seyretti (p<0,01) ve 5 mM’den de anlamli olarak diistiktii (p<0,05; Sekil 4.14b ).
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Sekil 4.14. 1 mM ve 5 mM etanol konsantrasyonun da IL-8 (a) ve TNF-a (b) mRNA
diizeyleri lizerindeki etkisi (* ayni konsantrasyonlarin zamana bagh karsilastirmast)

BEAS-2B hiicrelerinde IL8 gen ekspresyonu, GAPDH’ye normalize edilerek
qRT-PCR ile ve zaman-bagiml bi¢imde degerlendirildi; grafikteki yildiz isaretleri,
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aynt SDE dozu i¢in 12 saat—24 saat karsilagtirmasin1 gostermektedir. 12. saat: %2,5
SDE grubunda IL8 diizeyleri kontrole benzer seyretti; %5 SDE ise daha diisiik degerler
gosterdi (anlamlilik isareti verilmemistir; (Sekil.4.15a,). 24. saat: %2,5 SDE, IL8
mRNA diizeylerini kontrole gore anlamli bicimde artird1 (p<<0,05); buna karsilik %5
SDE kontrole kiyasla anlamli azalma olusturdu (p<0,05; Sekil.4.15a). Zaman etkisi
(12 s &> 24 s): %2,5 SDE icin 24. saat degeri 12. saate gore daha yiiksektir (p<0,01),
%35 SDE igin ise 24. saat 12. saate gore daha diisiiktiir (p<0,05). BEAS-2B hiicrelerinde
IL-6 gen ekspresyonu, GAPDH’ye normalize bagil kat degisimi olarak qRT-PCR ile
ve zaman-bagimli bicimde degerlendirildi; grafikteki yildizlar, ayn1 kosulun 12-24
saat karsilastirmasim1 gostermektedir(Sekil 4.15b). 12. saat: %2,5 SDE, IL-6
diizeylerini kontrole gére anlamli olarak azaltt1 (p<0,05); ayrica %2,5 ile %5 SDE
arasinda %35 lehine fark saptandi (p<0,05). 24. saat: %5 SDE, kontrole kiyasla anlaml
diisiis gosterdi (p<0,05). Zaman etkisi: %5 SDE kosulunda 24. saat, 12. saate gore daha
diisiiktiir (p<0,01; y1ldizla gosterilmistir). BEAS-2B hiicreleri sigara dumani ekstrakti
(SDE) %2,5 ve %5 konsantrasyonlariyla muamele edilerek 12 ve 24 saat sonunda
TNF-o mRNA diizeyleri gqRT-PCR ile 6l¢iilmiis ve GAPDH’ye normalize bagil kat
degisimi (fold change) olarak raporlanmistir (Sekil.4.15¢). 12. saat: Her iki dozda
degerler kontrole yakin seyretti; ancak %2,5 SDE, %5 SDE’den yiiksek bulundu
(p<0,05). 24. saat: %2,5 SDE, TNFa ekspresyonunu kontrole gore belirgin bigimde
artirdi (p<0,01); %35 SDE ise kontrole gore azalma gosterdi (p<0,05) ve 24. saatte %2,5
SDE > %S5 SDE idi (p<0,05). Zaman etkisi (ayn1 dozun 24 s vs 12 s karsilagtirmasi,
yildizlarla gosterilmistir): %2,5 SDE: 24 s > 12 s ** (p<0,01) %5 SDE: 24 s <12 s *
(p<0,05).
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Sekil 4.15. Farkli SDE konsantrasyonlarinin IL-8 (a), IL-6 (b) ve TNF-a (c) mRNA
diizeyleri lizerindeki etkisi (* ayn1 konsantrasyonlarin zamana bagli karsilagtirmasi)

BEAS-2B hiicrelerinde IL-8 gen ekspresyonu, GAPDH’ye normalize edilerek
gqRT-PCR ile ve zaman-bagimli olarak degerlendirildi; grafikteki yildizlar, aym
kosulun 12-24 saat karsilastirmasini gostermektedir. %5 SDE + 1 mM ve %5 SDE + 5
mM etanol uygulamalarinda (Sekil4.16a.) 12. saatte diizeyler sirasiyla kontrole benzer
ve kontrole gore daha yiiksektir (p<0,05). 24. saatte, %5 + 1 mM IL-8 diizeylerini
kontrole gore azaltt1 (p<0,01), %5 + 5 mM ise kontrole kiyasla artird1 (p<0,05) ve %5 +
5 mM, %5 + 1 mM’den belirgin olarak yiiksekti (p<0,0001). Zaman etkisi: 5 mM
kosulunda 24. saat, 12. saate gore daha yliksek; 1 mM kosulunda ise 24. saat, 12. saate
gore daha diisliktiir. BEAS-2B hiicrelerinde IL-6 gen ekspresyonu, GAPDH’ye
normalize edilerek qRT-PCR ile ve zaman-bagimli olarak degerlendirildi (%5 SDE +
etanol). 12. saat: %5 SDE + 1 mM ve %5 SDE + 5 mM etanol kosullar1 kontrole benzer
seyretti; anlamli fark goriilmedi(Sekil.4.16b ). 24. saat: %5 SDE + 5 mM etanol, %5
SDE + 1 mM’a gore anlamli olarak daha diisiik IL-6 diizeyi gosterdi (p<0,05;
Sekil.4.16b). Her iki kombinasyonun kontrolle karsilagtirmasina iligskin bir anlamlilik
bulunmamaktadir. BEAS-2B hiicrelerinde TNF-a ekspresyonu, GAPDH’ye normalize
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edilerek qRT-PCR ile ve zamana bagimli bicimde degerlendirildi; grafikteki yildizlar,
ayni kosulun 12-24 saat istatiksel karsilastirmasini gostermektedir. %5 SDE + 1 mM
ve %5 SDE + 5 mM etanol uygulamalarinda (Sekil.4.16¢). 12. saatte diizeyler kontrole
yakin seyretti. 24. saatte ise her iki kombinasyon da kontrole gore anlamli azalma
olusturdu (her ikisi i¢in p<0,0001). Zaman etkisi: her iki dozda da 24. saat, 12. saate
kiyasla belirgin sekilde daha distiktiir (yildizlarla gosterilmistir) (Sekil 4.16a). IL-8
(BEAS-2B, %2,5 SDE + etanol; GAPDH’ye normalize qRT-PCR) %2,5 SDE ile
birlikte 1 mM ve 5 mM etanol uygulamalarinda 12. saatte IL-8 diizeyleri kontrole
yakin/ilimlr artig gosterdi. 24. saatte, %2,5 + 1 mM kosulu IL-8’1 kontrole gore belirgin
yiikseltti; %2,5 + 5 mM ise daha sinirli kaldi ve 1 mM kosulundan diisiik seyretti.
Zaman etkisi: 1 mM i¢in 24 s > 12 s; 5 mM i¢in 24 s ~/< 12 s. (Grafikteki yildizlar, aynm
kosulun 12-24 saat i¢i karsilastirmasimi gostermektedir) (Sekil4.16b). IL-6
(BEAS-2B, %2,5 SDE + etanol; GAPDH’ye normalize qRT-PCR) 12. saatte hem
%2,5 + 1 mM hem de %2,5+ 5 mM gruplar1 kontrole benzer diizeylerde seyretti. 24.
saatte, %2,5 + 1 mM IL-6’y1 belirgin artirirken, %2,5 + 5 mM diisiik kaldi ve 1 mM
kosulundan anlaml1 bicimde daha diisiiktii. Zaman etkisi: ] mM i¢in 24 s > 12 s; 5 mM
icin 24 s < 12 s/kontrol (Sekil4.16c). TNF-a (BEAS-2B, %2,5 SDE + etanol;
GAPDH’ye normalize qRT-PCR) 12. saatte her iki kombinasyon da kontrole yakin
degerler verdi. 24. saatte farklilasti: %2,5 + 1 mM kosulu TNF-a’y1 yiikseltti, buna
karsilik %2,5 + 5 mM baskilandi ve kontrole gore daha diisiik diizeylere indi. Zaman
etkisi: 1 mM i¢in 24 s > 12 s, 5 mM i¢in 24 s < 12 s/kontrol.
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Sekil 4.16. %?2.5 SDE ve alkol konsantrasyonun da IL8 (a) , IL6 (b) ve TNF-a (c)
mRNA diizeyleri iizerindeki etkisi (* ayn1 konsantrasyonlarin zamana baglh
karsilastirmasi)

BEAS-2B hiicrelerinde IL-8 gen ekspresyonu, GAPDH’ye normalize edilerek
gRT-PCR ile ve zaman-bagimli olarak degerlendirildi; grafikteki yildizlar, ayni
kosulun 12-24 saat karsilagtirmasini1 gostermektedir. %5 SDE + 1 mM ve %5 SDE + 5
mM etanol uygulamalarinda (Sekil4.17a). 12. saatte diizeyler sirasiyla kontrole benzer
ve kontrole gore daha yiiksektir (p<0,05). 24. saatte, %5 + 1 mM IL-8 diizeylerini
kontrole gore azaltt1 (p<0,01), %5 + 5 mM ise kontrole kiyasla artird1 (p<0,05) ve %5 +
5 mM, %5 + 1 mM’den belirgin olarak ytiksekti (p<0,0001). Zaman etkisi: 5 mM
kosulunda 24. saat, 12. saate gore daha yiiksek; 1 mM kosulunda ise 24. saat, 12. saate
gore daha disiiktiir. BEAS-2B hiicrelerinde IL-6 gen ekspresyonu, GAPDH’ye
normalize edilerek qRT-PCR ile ve zaman- bagimli olarak degerlendirildi (%5 SDE +
etanol). 12. saat: %5 SDE + 1 mM ve %5 SDE + 5 mM etanol kosullar1 kontrole benzer
seyretti; anlamli fark goriilmedi (Sekil.4.17b). 24. saat: %5 SDE + 5 mM etanol, %5
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SDE + 1 mM’a gore anlamli olarak daha diisiik IL-6 diizeyi gosterdi (p<0,05;
Sekil.4.17b). Her iki kombinasyonun kontrolle karsilastirmasina iligkin bir anlamlilik
bulunmamaktadir. BEAS-2B hiicrelerinde TNF-a ekspresyonu, GAPDH’ye normalize
edilerek qRT- PCR ile ve zamana bagimli bi¢imde degerlendirildi; grafikteki yildizlar,
ayni kosulun 12-24 saat istatiksel karsilastirmasini gostermektedir. %5 SDE + 1 mM
ve %5 SDE + 5 mM etanol uygulamalarinda (Sekil.4.24c¢). 12. saatte diizeyler kontrole
yakin seyretti. 24. saatte ise her iki kombinasyon da kontrole gore anlamli azalma
olusturdu (her ikisi i¢in p<0,0001). Zaman etkisi: her iki dozda da 24. saat, 12. saate
kiyasla belirgin sekilde daha diisiiktiir (yildizlarla gosterilmistir).
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Sekil 4.17. %35 SDE ve alkol konsantrasyonun da IL8 (a) , IL6 (b) ve TNF-a (c)
mRNA diizeyleri iizerindeki etkisi (* ayn1 konsantrasyonlarin zamana baglh
karsilastirmast).

Saglikli bireylerden elde edilen PBEH hiicrelerinde alkol maruziyetinin 1L-8
mRNA diizeylerine etkisi, QqRT-PCR ile GAPDH’a normalize bagil kat degisimi olarak
degerlendirildi. (Sekil.4.18a) 12. saatte, 5 mM etanol IL-8 ekspresyonunu kontrol ve 1
mM gruplarina kiyasla anlamli bigimde artird1 (p<0,001); 1 mM doz kontrole benzer
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seyretti. 24. saatte, 5 mM etanol yine kontrole gore artis gosterdi (p<0,05), I mM i¢in
anlamli degisim goriilmedi. Zaman etkisi: grafikteki yildiz isaretleri, 5 mM grubunda
24. saatin 12. saate gore daha diisiik bir diizey sergiledigini gostermektedir. Saglikli
bireylerden elde edilen PBEH TNF-a gen ekspresyonu, GAPDH’ye normalize
edilerek qRT-PCR ile ve zaman-bagimli olarak degerlendirildi; grafikteki yildizlar,
ayni doz i¢in 12-24 saat karsilastirmasini1 gostermektedir (Sekil.4.18b). 12. saatte, 1
mM ve 5 mM etanol TNF-a mRNA diizeylerini kontrole gore sirasiyla anlamli ve son
derece anlamli bigimde artird1 .(p<<0,001 ve p<0,0001). 24. saatte, ]| mM etanol TNF-a
diizeylerini kontrole kiyasla belirgin olarak diislirdii (p<0,001), 5 mM etanol ise
kontrole gore daha anlamli artis olusturdu (p<0,0001). Zaman etkisi: her iki dozda da
24. saat, 12. saate gore daha diisiik bulundu (**). (IL-6 erime egrisi):IL-6 i¢in kontrol
orneklerinde (CN12h, CN24h) ~78-80 °C civarinda tek ve keskin bir tepe goriiliirken,
1 mM ve 5 mM etanol uygulanmis 12 h/24 h 6rneklerinde egriler taban ¢izgisine yakin
kalmais, belirgin tepe olusmamis ve 6zgiil amplifikasyon saptanmamaistir (Ct >40/ ND).
(GAPDH erime egrisi): I¢ kontrol GAPDH tiim gruplarda ~77-79 °C’de tek tepecikli
profil sergilemis, 6zgiil ve basarili amplifikasyonu dogrulamistir. Bu kosullarda (1-5
mM etanol; 12-24 saat) IL-6 transkript diizeyi tespit sinirinin altinda kalmigtir. Bu
nedenle bagil ekspresyon (fold change) hesaplanamamis ve doz/zaman karsilastirmasi
yapilamanustir. I¢ kontrolun saglam tek tepecikli profili, bulgunun teknik sorun degil,
biyolojik olarak diisiik IL-6 bollugu ile uyumlu oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.18. PBEH {izerinde , farkli konsantrasyonlardaki alkoliin IL8 (a) ve TNF-a
(b) mRNA diizeyleri lizerindeki etkisi (* ayn1 konsantrasyonlarin zamana bagh
karsilastirmast).

Sigara icen bireylerden elde edilen PBEH IL-8 gen ekspresyonu, GAPDH’ye
normalize edilerek qRT-PCR ile ve zaman-bagimli olarak degerlendirildi; grafikteki
yildizlar, ayn1 doz i¢in 12-24 saat karsilagtirmasini gostermektedir. 12. saatte, 5 mM
etanol IL-8 mRNA diizeylerini kontrole gore anlamli olarak artird1 (p<0,0001), 1 mM
ise kontrole benzer seyretti. 24. saatte, SmM etanol ile kontrole gore artis devam etti
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(p<0,01); I mM dozda anlaml1 fark izlenmedi. Zaman etkisi: 5 mM dozda 24. saat, 12.
saate gore anlamli1 olarak daha diistiktii (***), 1 mM i¢in zaman farki

isaretlenmedi (Sekil4.19a). Sigara igen bireylerden elde

edilen PBEH TNF-a gen ekspresyonu, GAPDH’ye normalize edilerek
qRTPCR ile zaman-bagimli olarak degerlendirildi; grafikteki yildizlar, ayni doz i¢in

12-24 saat karsilastirmasini gostermektedir (Sekil4.19b). 12. saatte, 1 mM etanol
TNF-a diizeylerini kontrole gore anlamli bigimde azaltt1 (p<0,01); 5 mM dozda da
kontrole kiyasla azalma izlendi (p<0,05). 24. saatte, 1 mM etanol TNF-a
ekspresyonunu kontrole gore artirdi (p<0,001), 5 mM ise kontroliin altinda seyretti
(p<0,01) ve 1 mM, 5 mM’den yiiksekti (p<0,01). Zaman etkisi: yildiz isaretlerinin
gosterdigi tizere, her iki dozda da 24. saat, 12. saate gore daha yiiksektir. Sigara icen
bireylerden elde edilen PBEH IL-6 qRT-PCR erime egrileri (Sekil 4.42.a). ~80—86 °C
araliginda birden fazla tepecik/omuz gostermektedir; bu goriinlim non-spesifik
baglanma / primer-dimer olusumu ile uyumludur. Buna karsilik i¢ kontrol GAPDH
(Sekil 4.19.b) ~76-78 °C’de tek ve keskin bir tepe vererek 6zgiil amplifikasyonun
calistigin1 dogrulamaktadir. Sonug olarak, bu kosullarda IL-6 i¢in giivenilir Ct elde
edilememis, gen yeterli diizeyde aktif/ifade edilmis gorlinmemektedir; bu nedenle
bagil ekspresyon (fold change) hesaplanamamis ve biyolojik yorum yapilmamustir.
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Sekil 4.19. Sigara icen PBEH {izerinde farkli alkol konsantrasyonlarinin IL8 (a) ve
TNF-a (b) mRNA diizeyleri iizerindeki etkisi (* ayn1 konsantrasyonlarin zamana
bagl karsilastirmasi).

KOAH’1 bireylerden elde edilen PBEH IL-8 gen ekspresyonu, GAPDH’ye
normalize edilerek qRT-PCR ile ve zaman-bagimli olarak degerlendirildi; grafikteki
yildizlar, ayn1 doz i¢in 12-24 saat karsilagtirmasini gostermektedir. 12. saatte, | mM
etanol IL-8 diizeylerini kontrole gore belirgin bi¢cimde azaltti (p<<0,0001); 5 mM etanol
da azalma olusturdu (p<0,0001). 24. saatte, 1| mM etanol IL-8 ekspresyonunu kontrole
kiyasla artirdi (p<0,0001), 5 mM etanol ise 1 mM’den anlamli derecede diisiiktii
(p<0,01) ve kontrole yakin seyretti. Zaman etkisi: 1 mM kosulunda 24. saat, 12. saate
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gore ¢ok daha yiiksektir (***); 5 mM i¢in de 24. saatte 12. saate kiyasla artis
gozlenmistir (Sekil.4.20a). KOAH’l1 bireylerden elde edilen primer PBEH TNFa gen
ekspresyonu, GAPDH’ye normalize edilerek qRT-PCR ile ve zaman-bagimli olarak
degerlendirildi; grafikteki yildizlar, ayni doz ig¢in 12-24 saat karsilastirmasini
gostermektedir. (Sekil.4.20b) 12. saatte, hem 1 mM hem 5 mM etanol gruplari kontrole
benzer seyretti; ancak 1 mM dozda 12-24 saat karsilastirmasi anlamliydi (p<0,01). 24.
saatte, | mM etanol TNF-a diizeylerini kontrole gore anlamli olarak azaltt1 (p<0,05); 5
mM dozda kontrole kars1 anlamli fark isaretlenmedi. Zaman etkisi: 1 mM grubunda 24.
saat, 12. saate gore daha diistiktiir (yildizlarla gosterilmistir); 5 mM ig¢in zaman etkisi
saptanmadi. KOAH’l1 bireylerden elde edilen PBEH 1 mM ve 5 mM etanol maruziyeti
sonrasi yapilan qRT- PCR’da IL-6 hedefinin amplifikasyon egrileri (Sekil 4.20.a) log-
lineer faz gdstermemis, sinyal tiim dongiiler boyunca taban ¢izgisine yakin seyretmis;
yalnizca 40. dongii sonrasi goriilen zayif ylikselmeler ge¢ dongii/spekiilatif olup non-
spesifik amplifikasyon/primer-dimer ile uyumludur. Buna karsilik GAPDH erime
egrileri tim gruplarda ~76—78 °C’de tek ve keskin tepe vermis, i¢ kontrolun 6zgiil ve
basarili ¢alistigini dogrulamistir (Sekil 4.20.b).
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Sekil 4.20. KOAH’l1 PBEH lerde Farkli alkol konsantrasyonlarinin farkl siirelerde
IL8 (a) veTNF-a (b) mRNA diizeyleri iizerindeki etkisi (*ayn1 konsantrasyonlarin
zamana bagl karsilagtirmasi).
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5. TARTISMA

Bu arastirmada, BEAS-2B hiicre hatt1 ve PBEH hiicreleri kullanilarak, etanoliin
solunum yolu epitelinin canlilif1 ve inflamatuvar sitokin gen ekspresyonu iizerine olan
etkileri zamana bagli olarak arastirilmistir. Deneysel tasarimda 1 ve 5 mM etanol
konsantrasyonlari kullanilmis; 12 ve 24 saatlik etanol uygulamalarin yani sira, SDE ile
maruziyetin olasi etkilesimleri incelenmistir ve bu etkinin SDE varliginda arttigini
ortaya koymustur. Bu bulgular, etanoliin solunum yolu epiteli iizerine toksik etkiler
gosterebilecegini, sigaranin bunu arttirabilecegini, dolayisiyla iki ajanin bir arada
solunum sistemi patolojilerinin  ortaya ¢ikmasma katki  sunabilecegini
distindiirmektedir.

Hiicre canlilig1 ve gen ekspresyon degisimleri ile elde edilen bulgular, hem
uygulanan doz hem de maruziyet siiresinin hiicre canliliginda azalmaya yol actigini,
ancak bu etkinin hiicre tipi ve siireye gore degiskenlik gosterebilecegini gostermistir.

BEAS-2B hiicrelerinde, 30 dakikalik maruziyetlerde herhangi bir
konsantrasyonda anlamli degisim saptanmamuistir. Bir saatlik uygulamada yalnizca 25
mM etanol belirgin azalmaya yol agmistir. Iki ve dort saatlik siirelerde yiiksek dozlar
(25-100 mM) canlilikta kayba neden olmustur. Alt1 saatlik maruziyette ise 10 mM
diizeyi bile istatistiksel olarak anlamli diisiis yaratmis; bu etki 25 mM ve iizerindeki
dozlarda daha da artmistir. Sekiz saatlik uygulamalarda 25—-100 mM araliginda benzer
azalmalar gozlenmis, 12 saatlik maruziyetlerde ise 10 mM ve iizerindeki
konsantrasyonlarda daha belirgin etkiler ortaya c¢ikmugtir. Yirmi dort saatlik
uygulamalarda orta diizey konsantrasyonlar (2,5-5 mM) dahi hiicre canliligim
azaltmis, yiiksek dozlarda bu azalma daha belirginlesmistir. Bu durum, BEAS-2B
hiicrelerinde toksisite esiginin maruziyet siiresi uzadikga diistiigiinii gdstermektedir.

Bu bulgular, yalnizca hiicre canliligi acisindan degil, ayn1 zamanda epitel
bariyer fonksiyonunun korunmasi agisindan da énemlidir. Nitekim literatiirde, hava
yolu epitel biitlinliigiiniin sik1 baglant1 proteinleri araciligiyla saglandigi, alkol ve
cevresel toksinlerin bu yapilari kisa stirede zayiflatabildigi ifade edilmektedir (Carlier
vd., 2021). Ayrica, etanoliin mitokondri kaynakli ROS iiretimini artirdigi, NF-xB
sinyal yolunu aktive ederek inflamatuvar yaniti giiclendirdigi de rapor edilmistir
(Mekala vd., 2024).

Calismamiz, ayn1 zamanda alkoliin tek basina diisiik dozlarda (1 mM) kisa
stireli maruziyette bile inflamatuvar belirteglerde artisa yol acabilecegini gdstermesi
acisindan Onemlidir. Bu bulgu, diisik doz alkoliin “zararsiz” oldugu varsayimini
sorgulatan onceki klinik gozlemleri desteklemektedir. Calismanin klinik ve bilimsel
onemi, alkol ve sigara dumani maruziyetinin birlikte degerlendirilmesidir. Literatiirde
bu iki faktor genellikle bagimsiz olarak incelenmekte, ancak gergek hayatta es zamanli
maruziyet yaygindir (WHO, 2023). Bulgularimiz, bu kombinasyonun 06zellikle
inflamasyon ve bariyer disfonksiyonu iizerinde sinerjistik zararli etkiler

43



TARTISMA Betiil TIMUCIN

olusturdugunu, dolayistyla KOAH yonetiminde sadece sigara birakma degil, alkol
tilketiminin de azaltilmasinin 6nemli bir Onleyici strateji olabilecegini ortaya
koymaktadir.

Bu c¢alismada BEAS-2B hiicrelerinde yalnizca alkol maruziyeti, 12 ve 24
saatlik siirelerde IL-8 diizeylerinde anlamli bir degisime yol agmamis, yiiksek doz
uygulamalarda ise hafif bir azalma egilimi gozlenmistir. Buna karsilik, SDE
uygulamasi, ozellikle %5’°lik konsantrasyonda, IL-8 {iretimini artirmis ve bu artis
zamanin uzamastyla daha belirgin héale gelmistir. En dikkat cekici bulgu, alkol ve
SDE’nin birlikte uygulandig1 kosullarda ortaya ¢ikmistir; 6zellikle %5 SDE ile 5 mM
alkol kombinasyonu, IL-8 diizeylerinde belirgin bir artisa neden olmustur. Bu durum,
iki ajanin sinerjistik olarak hava yolu epitelinde proinflamatuvar bir yanit
olusturabilecegini diislindiirmektedir.

Literatiirde SDE’nin brons epitelinde IL-8 {iretimini artirdig1 ve bu etkinin,
ozellikle ucucu aldehitlerin (6r. akrolein, krotonaldehit) protein kinaz C (PKC) aracil
sinyal yollarin1 aktive etmesiyle iligkili oldugu bildirilmistir (Moretto vd., 2012; van
der Toorn vd., 2007). Ayrica NF-kB yolaklarinin SDE’ye yanit olarak aktive olmasi,
IL-8 transkripsiyonunu artirmakta ve bu durum inflamatuvar siireci gli¢lendirmektedir
(Guo vd., 2024; Mao vd., 2025). Onceki calismalar, SDE’nin IL-8 iiretimini
IL-17A/NF-xB ekseni iizerinden giiclendirdigini (Lee vd., 2018) ve bu etkinin
oksidatif stres kosullarinda daha da arttigin1 géstermistir (Seenak vd., 2024). Alkoliin
tek basina IL-8 iiretiminde siirli bir degisim yaratmasi, ancak SDE ile uygulandiginda
bu yaniti kuvvetlendirmesi, Muralidharan vd., (2023)’nin alkol ve sigara dumani
kombinasyonunun epitel biitlinliigiinii bozarak inflamatuvar mediatorleri artirdigi
yoniindeki bulgulartyla uyumludur.

IL-8’in KOAH patogenezindeki rolii géz oniine alindiginda—nétrofil gogii,
mukus Uretimi ve alevlenme sikligindaki artig ile iligkilidir (Mio et al., 1997;
Yoshikawa vd., 2007)—bu c¢alismada gozlenen kombinasyon etkisi klinik agidan
onemlidir. Bulgularimiz, 6zellikle alkol ve sigara dumaninin birlikte maruziyetinin,
kronik hava yolu hastaliklarinda inflamatuvar ytikii artirarak hastalik progresyonunu
hizlandirabilecegini gostermektedir. Mekanistik olarak bu durum, SDE’nin
proinflamatuvar gen ekspresyonunu artirmasi ve alkoliin oksidatif stres araciligiyla bu
yanit1 potansiyelize etmesi ile agiklanabilir.

Bu caligsmada alkoliin TNF-a {izerindeki etkisi hiicre baglamina ve zamana
duyarl bir oriintii sergiledi. KOAH’tan elde edilen HAE hiicrelerinde 12 saatte TNFa
degismedi, 24 saatte ise her iki dozda azaldi; bu azalis, alkoliin hava yolu epitelinde
NO-cAMP/PKA eksenini uyarip TACE/ADAMI17 aracih TNF-o salimini
baskilayabildigine dair bulgularla uyumludur (Gerald vd., 2016). Sigara icen HAE
hiicrelerinde erken fazda (12 saat) TNF-a azaldi; buna karsilik 24 saatte 1 mM dozunda
artis, 5 mM’de ise diisiis gozlendi. Bu “iki fazli” desen, duman maruziyetinin
olusturdugu oksidatif stressMAPK-NF-kB uyarisina bagli primer/sekonder yanit
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dinamikleri ve yliksek dozda mitokondriyal stres ile transkripsiyonel baskilanma
olasiligiyla tutarhidir (Yang vd., 2006; van der Toorn vd., 2007; Kulkarni vd., 2010).
Sagliklt HAE hiicrelerinde 12 saatte doza bagl artis izlendi; 24 saatte ise U-sekilli bir
yanit goze carpti: 1 mM’de azalis, 5 mM’de belirgin artis. Bu davranis, alkoliin
hormetik (doza bagli yon degistiren) etkilerini ve stres yanitlarinin esik degerlerini
diisiindiiriir (Calabrese ve Baldwin, 2002).

BEAS-2B ile karsilastirma, model-bagimli farkliliklarin altin1  ¢izdi:
BEAS-2B’de alkol tek basina genel olarak TNF-a’y1 azaltti (12-24 saat), 5 mM’de
kismi toparlanma olsa da diizeyler ¢cogu zaman kontroliin altinda seyretti; bu, KOAH
HAE (24 saat) ve sigara icen HAE (12 saat) ile uyumlu, saglikli HAE (12/24 saat) ile
ise ayrisan bir patern. BEAS-2B’de saptanan baskilayici kol, alkoliin TACE/ADAM17
tizerinden TNF-a ¢ikisini frenlemesiyle agiklanabilir (Gerald vd., 2016); buna eslik
eden bariyer gevsemesi (PKCa aracili ZO-1/claudin yerlesiminde bozulma) ise
ilerleyen asamada duman sinyallerinin hiicre i¢ine erisimini kolaylagtiran bir
“hazirlayici” etki yaratabilir (Simet vd., 2012). Primer HAE’lerde goriilen artis yonli
pencereler (0zellikle saglikli HAE’de 12 s, 24 s-5 mM ve sigara icende 24 s-1 mM),
epitelin bazal inflamatuvar tonu, kronik dumanla yeniden programlanma, antioksidan
kapasite ve hiicre-0zgiil transkripsiyonel durumlari nedeniyle NF-xB/MAPK
eksenlerinin daha kolay siiperindiiklenmesine baglanabilir (Nyunoya vd., 2014; Yang
vd., 2006). Yiiksek dozlarda goriilen azalig ise mitokondriyal solunum zinciri blokaji,
oksidan/karbonil asiriligi ve baz1i baglamlarda NF-kB transaktivasyonunun
baskilanmasi ile tutarli bir “iist-esik™ etkisine isaret eder

(van der Toorn vd., 2007; Kulkarni vd., 2010).TNF-a brons epitelinde TEER’i
diistiriir, paraseliiler akis1 artirir ve ZO-1/occludin/claudin dagilimini bozar; boylece
bariyer biitiinliigli zayiflarken sekonder mediatorler (IL-6, IL-8) devreye girer
(Hardyman vd., 2013; Wittekindt, 2016). Dolayisiyla sigara icen PBEHde 24 s-1 mM
ve saglikli HAE’de 12 s / 24 s-5 mM pencerelerinde goriilen TNF-q artisi, bariyer
kirilganlig1 ve alevlenme riskinin yiikselmesiyle iliskilendirilebilir. Tersine KOAH
PBEH (24 s), sigara icen PBEH (12 s) ve BEAS-2B’deki azalig, kisa vadede
inflamasyonun simirlanmasi1 anlamina gelebilir; ancak dogustan bagisiklik
sinyallerinin zayiflamasi iizerinden enfeksiyon yatkinligini artirma riski de tasir
(Gerald vd., 2016; Kulkarni vd., 2010). Bu nedenle yorumda “faz-spesifik risk/yarar”
dengesine odaklanmak gerekir. Son olarak, bu sonuglar mRNA diizeyine dayalidir;
TNF-a protein salimi (ELISA), TACE aktivitesi, TEER/gecirgenlik Olctimleri ve
MLCK/PKCa hedefli miidahale deneyleri ile mekanizma haritasinin giliglendirilmesi
onerilir (Hardyman vd., 2013; Simet vd., 2012).

Bu c¢alismada alkoliin TNF-a iizerindeki etkisi, hiicre baglamina ve zamana
duyarli bir oriintii sergiledi. KOAH’tan elde edilen insan primer brons epitel
hiicrelerinde (PBEH) 12 saatte TNF-a degismedi, 24 saatte ise her iki dozda azaldi; bu
azalis, alkolin hava yolu epitelinde NO-cAMP/PKA eksenini uyarip
TACE/ADAM17 aracili TNF-a salimini baskilayabildigine dair bulgularla uyumludur
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(Gerald vd., 2016). Sigara igenlerden elde edilen PBEH 6rneklerinde erken fazda (12
saat) TNF-a azaldi; buna karsilik 24 saatte 1 mM dozunda artig, 5 mM’de ise diislis
gozlendi. Bu “iki fazli” desen, sigara dumaninin olusturdugu oksidatif stres/MAPK—
NF-«kB uyarisina bagli primer/sekonder yanit dinamikleri ve yiiksek dozda
mitokondriyal stres ile transkripsiyonel baskilanma olasiligiyla tutarhidir (Yang vd.,
2006; van der Toorn vd., 2007; Kulkarni vd., 2010). Sagliklilardan elde edilen
PBEH’lerde 12 saatte doza bagh artis izlendi; 24 saatte ise U-sekilli bir yanit goze
carpti: 1 mM’de azalis, 5 mM’de belirgin artis. Bu davranis, alkoliin hormetik (doza
bagli yon degistiren) etkilerini ve stres yanitlarinin esik degerlerini diisiindiiriir
(Calabrese ve Baldwin, 2002).

Etanol tek basina (BEAS-2B): 12 ve 24 saatte IL-6 azald1 ya da degismedi; 24
saatte diisiis daha belirgindi. Bu tablo, etanoliin hava yolu epitelinde NO—cAMP/PKA
yolunu artirarak TACE/ADAMI17 etkinligini sinirlamasi ve boylece proinflamatuvar
cikisi zayiflatabilmesiyle uyumlu okunabilir (Gerald et al., 2016). Bununla birlikte
etanolin PKCa aracili siki  baglanti (ZO-1/claudin) zayiflamasiyla bariyer
gecirgenligini  yikseltebildigi bilinir; bariyerin gevsemesi, eslik eden duman
sinyallerinin daha etkili girisine zemin hazirlayabilir (Simet vd., 2012). SDE tek
basina: Zaman ve doza bagli farkliliklar izlendi. 12 saatte kontrolle karsilastirildiginda
%2,5 SDE’de azalma, %5 SDE’de gorece yiiksek bir diizey goriildii; 24 saatte ise her
iki dozda da azalma belirgindi ve %5 te diisiis daha fazlaydi. 1k saatlerdeki goreli
yukseklik, dumanin oksidatif stres iizerinden NFxB/p38-JNK eksenlerini kisa stireli
etkinlestirmesiyle agiklanabilir; 24 saatteki diisiis ise mitokondriyel stres,
karbonil/ROS asiriligt  ve transkripsiyonel geri besleme mekanizmalarinin
baskinlagmasina isaret eder (Yang vd., 2006; van der Toorn vd., 2007; Kulkarni vd.,
2010; Guo vd., 2024). Kombinasyon — %2,.5 SDE + etanol: 12 saatte hem 1 mM hem 5
mM etanol ile IL-6 yiikseldi. 24 saatte | mM etanol ile belirgin bir artis korunurken, 5
mM’de diisiik diizeylere geri doniildii. Bu durum, orta diizey SDE’nin NF-xkB/MAPK
uyariminin, diigiik etanoliin bariyer gevsetici ama mitokondriyi zorlamayan etkisiyle
kooperatif bigcimde giiglenmesine; yiiksek etanolde ise stres ylkiiniin artip
transkripsiyonel fren/sinyal tiikkenmesi mekanizmalarimin devreye girmesine
baglanabilir (Simet vd., 2012; Raby vd., 2023; Guo vd., 2024).

Kombinasyon — %5 SDE + etanol: 12 saatte anlamli bir farklilik goriilmedi. 24
saatte 5 mM etanol varliginda IL-6 azaldi; 1 mM’de degisim siirliydi. Yiiksek SDE
dozu altinda gozlenen bu gerileme, mitokondri zinciri blokaji ve asir1 oksidan yiik ile
uyumlu, iist-esik bir baskilayici yaniti diigiindiiriir (van der Toorn vd., 2007).

Biyolojik/klinik  ¢eviri: IL-6, epitel-immiin eksende trans-sinyallesme
(sIL-6R/gp130) yoluyla akut faz tepkilerini besler; TNF-a ve IL-8 ile birlikte bariyer
biitlinliigiinlin bozulmasina katk: verebilir (Tanaka vd., 2014; Hardyman vd., 2013;
Wittekindt, 2016). Bu nedenle %2,5 SDE + 1 mM etanol/24 saat kosulunda gozlenen
yiiksek IL-6, alevlenme riski ve notrofilik inflamasyon olasiliginin arttig1 bir pencere
olarak yorumlanmalidir. Ote yandan yiiksek SDE (ve/veya 5 mM etanol) altinda
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IL-6’daki azalma, kisa vadede yiikii sinirlayabilir; fakat eszamanli dogustan bagisiklik
sinyallerinde zayiflamaya ve enfeksiyon yatkinligina katkida bulunma riski tasir
(Kulkarni vd., 2010).

Ug ayr1 insan primer brons epitel hiicresi (PBEH) grubundaki (saglikli, sigara
icen, KOAH) olgiimlerde IL-6 qPCR icindzgiil ve tekrarlanabilir bir amplifikasyon
elde edilemedi. Amplifikasyon egrilerinde sigmoidal yiikselis gozlenmedi ya da
gec/kararsiz sinyaller olustu; erime egrileri baz1 6rneklerde diisiik genlikli veya ¢oklu
tepeler gosterdi. Buna karsilik GAPDH icin erime egrileri tek ve keskin tepe verdi ve
amplifikasyon kararliydi; bu durum toplam RNA’nin ve cDNA sentezinin genel olarak
calisir oldugunu, sorunun gen-6zgiil olabilecegini diisiindiirmektedir. MIQE ilkelerine
uygun olarak (Bustin vd., 2009) 6zgiil tek tepe ve tekrarlanabilir Cq iiretmeyen IL-6
reaksiyonlar1 analiz dis1 birakildi; bu nedenle PBEC gruplarinda IL-6 mRNA diizeyleri
karsilastirmali olarak rapor edilmedi.

Bu calisma, hava yolu epitelinin alkol ve sigara dumanina eszamanl
maruziyetinde ortaya c¢ikan yanitlarda tek bir nedene indirgenemeyen bir etkilesim
mimarisi bulundugunu gosterdi. Yanitin yoni ve biyiikligl; uygulanan yik,
maruziyet sliresi ve doku kokeninin kesistigi noktada belirlendi. Hiicre hattinda alkol
¢ogu durumda TNF-a ve IL-6 ifade diizeylerini asag1 ¢ekerken; dumanin orta derisimi
(%2,5) inflamatuvar programi yukari yonlendirdi, yiiksek derisimde (%5) ise
baskilanma 6n plana ¢ikti. Orta duman yiikiiniin diisiik doz alkol ile birlikte verilmesi,
TNF-a/IL-6/IL-8 artisin1 belirginlestirdi; bu durum, alkoliin sik1 baglantilar1 gevsetici
etkisinin ve dumanin NF-«xB/MAPK iizerinden sinyal ylikseltmesinin isbirlik¢i
bicimde calistigina isaret eder. Buna karsilik, yiik arttikca ve/veya silire uzadikca
mitokondri kaynakli stres ve transkripsiyonel geri frenleme agir basarak sitokin
{iretimini zayiflatti. Insan primer brons epitelinde baglam belirleyiciydi: saglikli
hiicrelerde kisa siirede artis, daha geg Ol¢limlerde gerileme izlenirken; sigara igen ve
KOAH kokenli 6rneklerde yanit genel olarak soniiktii. Ayrica {i¢ primer epitel
grubunda IL-6 qPCR 6zgiilliik kriterlerini karsilamadigi i¢in bu gene iligkin yorumlar
protein diizeyi dogrulamasiyla sinirlandirildi.

Genel tablo, bariyer biitiinliigii—oksidatif yliik—-NF-kB/MAPK f{igliisiiniin, alkol
ve tiitliinlin birlikte goriildigli gercek yasam kosullarinda alevlenme egilimini
belirledigini diisiindiiriiyor. Bulgularimiz; (1) orta ylikte es maruziyetin inflamasyonun
artmasina zemin hazirlayabilecegini, (i1) yiiksek yiik/uzun siire kosullarinda yanitin
bastirilarak dogustan bagisiklik ¢iktilarinin zayiflayabilecegini ve (iii) kronik duman
gecmisinde epitelin uyarilabilirlik araliginin daraldigini ortaya koyuyor. Bu ¢ergevede,
tiitlin maruziyeti olan bireylerde alkol tiiketiminin sinirlanmasi ve epitel bariyerini
giiclendiren yaklagimlar klinik agidan dncelikli gériinmektedir.

Calismanin 6ne ¢ikan yanlari; ayni deney iskeletinin hem hiicre hatt1 hem de
insan primer epitel ilizerinde smanmasi, doz—zaman boyutlarinin sistematik
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haritalanmasi ve birlikte maruziyet etkilerinin ayrintilandirilmasidir. Kisitlar arasinda;
sitokinlerin ¢ogunlukla mRNA diizeyinde ele alinmasi, primer epitelde IL-6 qPCR
Ozgiilliik sorunu, duman ekstrakt1 partileri arasindaki bilesim degiskenligi ve dondr
sayis1 sayilabilir. Bir sonraki adim i¢in; (a) ELISA ile TNF-o/IL-6/IL-8 ve sIL-6R
Ol¢iimleri, (b) TEER ve gecirgenlik testleriyle bariyer ¢iktisinin nicelenmesi, NF-
kB/MAPK/PKCa eksenine yonelik hedefli miidahaleler, (d) primer epitel i¢in yeni
IL-6 ampikonlari/prob-bazli veya ddPCR yaklasimlar1 ve (e) ALI kiiltiir ile dondr
cesitliliginin artirilmasi onerilir. Alkol ve tiitiin dumaninin epitel lizerindeki etkisi “tek
doz—tek sonug” iligkisi degildir; yanit, ylik—siire—doku etkilesiminin iiriiniidiir. Bu
calisma, bu etkilesimi deneysel olarak goriiniir kilarak, hem 6nleyici stratejilerin hem
de epitel hedefli miidahalelerin rasyonel zeminini gliglendirmektedir.
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6. SONUCLAR

Elde edilen bulgular, orta diizey SDE (%2,5) ile diisiik doz etanoliin (1 mM) 24.
saatte IL-8 ekspresyonunu belirgin artirdigini, ayni kosulda 5 mM etanoliin artist
siirladigini gostermistir (1 mM: 24 s> 12s; SmM: 24 s =/< 12 s). IL-6 igin %2,5 SDE
+ 1 mM etanol kombinasyonu 24. saatte yiikselis sergilerken, 5 mM etanol ayn
kosulda IL-6 ve TNF-a’y1 baskilama egilimi gdstermistir; 12. saatte her iki
kombinasyon kontrol diizeylerine yakindir. Primer hiicrelerde saglikli grupta IL-8’de
12. saatte hafif artis gozlenip 24. saatte normale yakin seyrederken, sigara igen ve
KOAH epitelinde IL-8 ve TNF-a yanitlar1 genel olarak diislik/baskili bulunmustur.
IL-6’da li¢ grupta da qPCR’da 0Ozgill ve tekrarlanabilir amplifikasyon
saglanamadigindan karsilagtirma yapilamamistir. Sonug¢ olarak, etanol ve SDE es
maruziyeti brons epitelinde yaniti doz-zaman bagimli bi¢gimde yeniden
sekillendirmekte; orta ylikte proinflamatuvar artig, yliksek ylikte ise baskilanma 6ne
cikmaktadir. Bu tespitler, alkol ve tiitiin dumanina es zamanli maruziyetin hava yolu
patofizyolojisindeki klinik ©nemini vurgulamakta; bulgularin protein diizeyi
dogrulamalar1 (6rn. ELISA, Western blot) ve bariyer fonksiyonu dl¢timleri (TEER,
permeabilite) ile desteklenecegi ileri calismalarin tasarlanmasi agisindan yol gosterici
olmaktadir. Ayrica, farkli hava yolu hiicre tipleri ve in vivo modellerde mekanistik
dogrulamalar ve doz-yanit/ zaman-yanit analizleri, olas1 terapdtik hedeflerin
belirlenmesine katki saglayacaktir.
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7. ONERILER

Bu c¢alismanin bulgularina dayanarak, gelecekteki arastirmalarda model ve
yontem ¢esitliliginin artirilmasi onerilir: BEAS-2B’ye ek olarak farkli donoérlerden
elde edilen primer brons epiteli Hava-siv1 arayiizii hiicre kiiltlirii Hava s1v1 arayiizli
hiicre kiltiirii kosullarinda ve tekrarlayan/uzun siireli maruziyetlerle incelenmeli;
0.25-2 mM aras1 daha diisiik etanol basamaklari ve 6—48 saat arasi ek zaman
noktalariyla doz—zaman esigi ayrintilandirilmalidir. Kullanilan SDE partileri kimyasal
olarak (karboniller, PAH, endotoksin) karakterize edilmeli, oksidan yiik gdstergeleri
eklenmelidir. qPCR ¢iktilar1 ELISA ve gerekiyorsa western/immiinofloresan ile
protein diizeyinde dogrulanmali; 6zellikle IL-6 i¢in yeni ekzon-ekzon primer/prob
tasarimlar1 veya ddPCR ile yontemsel optimizasyon yapilmalidir. Epitelyal bariyer ve
onarim kapasitesi TEER, FITC-dextran gegisi ve yara iyilesmesi testleriyle
sayisallagtirilmali; NF-xB/MAPK/PKCa eksenine yonelik inhibitorlerle nedensellik
smanmalidir. Etanol-SDE birlikteligi i¢in sinerji/antagonizm nicel analizleri (Or.
Bliss/Loewe) uygulanmali; hiicresel heterojenligi anlamak iizere alt popiilasyon
belirtegleri ve/veya tek hiicre ifadesi degerlendirilmeli, uygun goriilen adaylar
biyobelirteg¢ olarak protein diizeyinde teyit edilmelidir. Raporlamada MIQE ilkeleri
(coklu referans gen, standart egri, verim) eksiksiz izlenmeli ve ham Ct ile primer
dizileri ek veri olarak paylasilmalidir. Uygulamada, tiitiin maruziyeti olan bireylerde
alkol azaltimi ve bariyer biitiinliiglinli destekleyen yaklagimlar onceliklendirilmeli;
arastirma planmi kaynaklara gore iki fazda yiiriitiilerek ilk fazda protein dogrulamasi +
TEER ve IL-6 metod optimizasyonu, ikinci fazda omik ve uzun siireli maruziyet
calismalarina odaklanilmalidir.
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