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I.GENEL BİLGİLER 

1.1. İntestinal Bariyer 

Deri, solunum sistemi ve gastrointestinal sistem gibi epitelyal organlar, 

vücudun dış çevreyle etkileşime giren büyük bir bölümünü oluşturur. Söz 

konusu organlar içinde gastrointestinal sistem, ortalama 32 m²'lik alanıyla 

önemli bir emilim ve savunma yüzeyi sağlar. Bu toplam alanın 2 m²'si kolon 

epitel yüzey alanından oluşmaktadır [1]. Bağırsak içeriğinin taşıdığı çeşitli 

biyolojik ve kimyasal etkenler aracılığıyla gelişebilecek inflamasyondan, 

epitelyal bariyer bütünlüğünü sürdürerek organizmaya koruma sağlamaktadır. 

Mukoza boyunca alımı kontrol etme ve lümenden zararlı maddelerin zarar 

görmesini önleme yeteneği, intestinal bariyer fonksiyonu olarak tanımlanır [2].  

İntestinal bariyer, mukozal yüzey aracılı savunma mekanizması ve 

epitel hücrelerini birbirine bağlayan bağlantı kompleksleri tarafından korunur. 

Sindirim ve pasaj işleminin gerçekleştiği intestinal lümen sayesinde; mide 

asidi, pankreas ve safra salgıları ile bakteri ve antijenler parçalanarak patojen 

yükü azaltılır. Lümen içeriğindeki mikroflorayı oluşturan, intestinal alanda 

kolonize hücreler sayesinde diğer patojenlerin aşırı üremesinin önüne geçilir 

[3].  

Mevcut fizyolojik savunma mekanizmaları sayesinde sağlıklı bir 

proksimal GİS’e dahil olan duodenum, jejunum ve proksimal ileumda 

mikrobiyal yoğunluk düşük derecede tutulur [4]. Buna karşılık, distal ileum ve 

kolonda, 400 farklı anaerobik ve aerobik bakteri türünden oluşan büyük bir 

bakteri mikrobiyotası bulunmaktadır. Distal alandaki bu bakteri sayısı 1014 gibi 

yüksek rakamlar ile ifade edilmektedir [5]. 
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1.1.1. Hücre dışı elemanlar 

     Bağırsak epitelini örten ve esas olarak Goblet hücreleri tarafından 

salgılanan mukus, su ve yaklaşık 100 mikron kalınlığında bir glikokaliks 

tabakası ile birlikte “mikro iklim” olarak adlandırılır.  

     Bu alanın dış tabakası mukus ve su içeriğinden oluşan “stirred 

mucus layer”, antibakteriyel peptitten zengin mukusun tutulmasına katkıda 

bulunur ve mukozal yapışmayı ve mikroorganizmalar tarafından transepitelyal 

geçişi önler [6]. Bu katmanda lamina propriadaki plazma hücreleri tarafından 

üretilen sekretuar IgA yer alır [7]. Ayrıca, Paneth hücreleri tarafından sekrete 

edilen fosfolipitler, negatif yüklü mukopolisakkaritler, ribonükleazlar, 

defensinler, cathelicidinler ve antimikrobiyal peptitler mukozal defans 

elemanları olarak görev yapar [6]. Antimikrobiyal peptitler, bakteriyel membran 

hasarını takiben lizisi indükler [8]. Cryptidin 2 ve 3 peptitleri, intestinal kanala 

su salgısını artırarak epitel yüzeyinde fiziksel bir klirens sağlayarak 

mikroorganizmaların uzaklaştırılmasına yardımcı olurlar. [9]. Defensinler, ek 

olarak mikrobiyotanın modülasyonu ve bu sayede adaptif bağışıklıkta rol oynar 

[10] 

Mukus ve su içerikli tabakanın altında ise daha yoğun ve “non-stirred 

mucus layer” olarak adlandırılan glikokaliks tabaka epitel dokuya yapışık 

olarak karşımıza çıkar. Glikokaliks tabaka aracılığı ile besin ürünlerinin 

absorpsiyonu sağlanır. Epitel dokunun sıvı kaybının önüne geçilir. İntestinal 

içerik ve sindirim enzimleri ile meydana gelen fiziksel ve kimyasal hasara karşı 

koruma sağlanır [11]. Glikokaliks tabaka ayrıca enteral besinlerin antijenik 

etkilerine karşı koruma sağlar. Epitel yenilenmesi ve farklılaşmasında rol alır 

[12].  

Enterositler tarafından bağırsak lümenine salgılanan su ve klor aracılığı 

ile bağırsak içeriği üzerinde seyreltici bir etki sağlanır. Bu sayede bakteri 

kolonizasyonu bloke edilir ve epitel bariyere bakteri invazyonun önüne geçilir 

[13]. Sekresyon özelliği ile işlev gören intestinal peristaltizm sayesinde lümen 
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içeriğinin pasajı gerçekleştirilir. Bu sayede olası patolojik ve toksik etkenlerin 

yüzey ile temas ettiği süre azaltılır. 

1.1.2. Hücresel elemanlar 

İntestinal mikrobiyota, epitelyal bariyer metabolizmasında, 

proliferasyonunda ve bariyerin sürdürülmesinde önemli bir rol alır. Lümen 

içeriğindeki besinler ile enerji kaynağı bulan mikrobiyota içindeki farklı 

bakterilerin rekabeti sayesinde intestinal pH belirli bir düzeyde tutulur. Türler 

arası etkileşim sonucunda bakteriyel yük belirli bir düzeyde tutulur ve faydalı 

bakterilerin miktarı optimize edilerek patojen olanların kolonizasyonu kısıtlanır 

[14].  

Mikrobiyota diyet içeriğindeki elementleri metabolize ederek biyoaktif 

ürünlere dönüştürür. Normalde organizma tarafından metabolize edilemeyen 

selüloz, hemiselüloz, pektin, oligosakkaritler ve sindirime dirençli nişasta gibi 

karbonhidrat türevlerini asetik, propiyonik ve bütirik asitler gibi kısa zincirli yağ 

asitlerine metabolize eder [15]. Biyotin, tiamin, kobalamin, niasin ve pantotenik 

asit sentezinde ayrıca vitamin B ve K sentezinde önemli rol oynayarak 

organizmaya faydalı etkiler sağlar [16]. Bunlara ek olarak mikrobiyotanın 

santral sinir sistemi ve enterik sinir sistemine etki edebilen kimyasallar üretme 

kapasitesi mevcuttur [17].  

İntestinal Epitel tek bir katmandan meydana gelen her 3 ile 5 gün 

arasında döngüsünü tamamlayarak yenilenen hücrelerden oluşmaktadır. 

Epitel döngüsünü sağlayan pluripotent kök hücreler, Lieberkühn kriptlerinden 

kaynaklanır ve buradan farklılaşmaya başlayarak apikal uca yerleştiklerinde 

dönüşümlerini tamamlar [18]. Toplamda 5 hücre tipinden oluşur. Enterositler, 

endokrin hücreler, M hücreleri, G hücreleri ve Paneth hücrelerinden oluşan 

epitel tabakası 20 mm kalınlığında tek sıra halinde dizilir. Tek katlı epitel 

dokunun %80’i enterositler tarafından oluşturulur. Lümen içeriğinin dokulara 

geçişini önleyen ana fiziksel bariyeri zonula adherens ve zonula okludens adlı 
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bağlantılar ile sağlarlar. Her iki bağlantı tipi de farklı yüzdelerde cadherin, 

claudin ve zonulin proteinlerinden meydana gelir [19]. 

 

1.2. İntestinal Epitel 

Bağırsak epiteli ince ve kalın bağırsak arasında hücresel kompozisyon 

ve yapı bakımından büyük ölçüde farklılık gösteren bir tek sıralı hücre 

tabakasıdır. İnce bağırsakta epitel yapı villus adı verilen ve organ yüzeyinde 

çıkıntı yapan yapıların üzerine uzanır. Bu sayede mukozal yüzey alanı artırılır. 

Kolonda ise söz konusu villuslar izlenmez. Bu farklılaşma sayesinde kolon 

duvarında nispeten düz bir yapı elde edilerek yarı katı dışkının pasajının neden 

olabileceği potansiyel hasarı sınırlayan bir mukozal yüzey meydana gelir. 

Epitel doku tek katlı olsa da düz bir hat şeklinde izlenmez, bunun yerine 

Lieberkühn kriptleri olarak adlandırılan dallanmış girintiler içerir [20]. Kriptlerin 

bazal kısmında bulunan intestinal kök hücrelerden köken alan transient 

proliferatif hücreler, uç kısma doğru son halleri olan intestinal epitel hücrelerine 

diferansiye olur. Ömrünü tamamlayan hücreler ise apoptoza uğrayarak kript 

yapısının tepe kısmından dökülür [21].  

Barsak epiteli farklı hücre tiplerinden oluşmuştur ve her biri özelleşmiş 

fonksiyonel niteliklere sahiptir. Hücre tiplerinin dağılımı ince ve kalın bağırsak 

arasında farklılık gösterir. Genel olarak kolonda bulunan hücreler ince 

bağırsakta da mevcuttur. Enterositler, enteroendokrin hücreler, goblet 

hücreleri ve tuft hücreleri her ikisinde de bulunurken Paneth hücreleri ve M 

hücreleri ince bağırsakta izlenmektedir. 
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Şekil 1.1. İntestinal epitel 

1.2.1. İntestinal epitelin işlevleri 

İntestinal hücreler ve aralarında oluşan bağlantılar aracılığı ile bariyer, 

emilim ve endokrin sinyalizasyon olarak 3 ana grupta tanımlanabilir.  

İlk işlev epitel hücrelerin primer olarak sağladığı absorpsiyondur. 

İntestinal epitel hücrelerin apikal membranında bulunan taşıyıcılar sayesinde 

glukoz, peptit, aminoasit, vitamin ve minerallerin hücre içine ve oradan 

organizmaya transportu gerçekleştirilir. Hücreler arasında bulunan boşluklar 

aracılığıyla ise sıkı bağlantıların geçirgenliği ile düzenlenen paraselüler 

transport sağlanır.  

İkinci işlev bariyer özelliğin sağlanması ve sürdürülmesidir. Bariyer işlevi 

hücreler arası bağlantıyı tesis eden sıkı bağlantılar ile sağlanır. Bu sayede 

suda çözünen küçük boyutlu maddelerin geçişine olanak sağlanırken patojen 

mikroorganizmalar ve alerjen maddelerin geçişi engellenir. 
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Üçüncü işlev ise enteroendokrin hücreler aracılığı ile lümendeki 

besinlerin tanınması, barsak segmentine uygun olarak salgılanacak enzim ve 

hormonların üretilmesidir. 

1.2.2. Tight junctions (Sıkı bağlantılar) 

Epitelyal hücreler tight junction (TJ) adı verilen protein yapılı bağlantılar 

sayesinde birbirine bağlanır ve bu sayede dış ortamdaki maddelerin iç 

dokulara geçişini engelleyen bir “mühür” elde edilir. Paraselüler alandaki 

boşluğu kapatan, hücresel polariteyi koruyan TJ’lar sayesinde hücreler 

arasındaki bütünlük ve sızdırmazlık sağlanarak epitel bütünlüğü idame ettirilir 

[22]. Sıkı bağlantılar kolondaki sıralı epitel hücrelerinin apikolateral membran 

yüzeylerinde yer alır. 5 ila 7 membran füzyon bölgesinde kurulan bağlantılar 

“kissing points” olarak isimlendirilir [23]. TJ’lar sıvıların ve iyonların akışını 

regüle eder ve hücre polaritesinin idamesinde rol alır [24].  

Bugüne kadar TJ yapısını oluşturan 4 adet integral transmembran 

protein tanımlanmıştır. Bunlar ‘okludin’, ‘klaudin’, ‘junctional adezyon molekülü 

(JAM)’ ve ‘tricelulin’ dir [25–28]. Ağırlıklı olarak epitelyal ve endotelyal 

hücrelerde bulunmakla birlikte nöronlar, makrofajlar, dentritik hücreler ve 

lökositlerde de eksprese edildiği bilinmektedir [29, 30]. 
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Şekil 1.2. İntestinal bariyer – hücreler arası bağlantıların organizasyonu 

1.2.2.1. Okludin  

İlk olarak 1993 yılında kanatlı hayvan dokularında izole edilmiş ve 

sonrasında fare epitel ve endotelinde gösterilmiştir. Tespit edilen ilk integral 

membran TJ proteinidir [25]. Keşfinden sonra yapılan araştırmalar ile proteinin 

memeli türleri arasında %90’a varan oranda benzerlik taşıdığı ve TJ 

stabilitesinde önemli rol aldığı gösterilmiştir [31, 32]. 

Okludinin uygun ve doğru bir TJ oluşumu ve fonksiyonunun 

idamesindeki önemi birçok çalışma ile doğrulanmıştır. Örneğin okludin üretme 

yeteneği genetik olarak engellenen farelerde TJ’lar morfolojik olarak sağlam 

olarak görünmelerine rağmen TJ bütünlüğünün hızlı bozulduğu ve çeşitli 

epitelyal dokularda kronik inflamasyon bulguları geliştiği izlenmiştir [33]. Aynı 

şekilde okludinin down-regülasyonu ile endotelyal permeabilite artışı 

arasındaki ilişkiyi ortaya koyan çalışmalar mevcuttur [34]. 
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1.2.2.2. Klaudin 

Klaudinler 20-27 kDa boyutunda okludinler ile sekans benzerliği 

barındırmayan membran proteinleridir [26]. Bir intraselüler ve iki ekstraselüler 

parçadan oluşur. Ekstraselüler parçalar ile komşu hücreler ile bağlantı 

sağlarlar. Klaudin tipine göre bariyer veya belirli moleküllerin geçişini sağlayan 

porlar oluşturular [35].   

Klaudinler plazma zarı içinde polimerize olur ve karşı hücredeki 

klaudinler ile dimerik bağlar kurarak iki hücreyi birbirine bağlar. Klaudin ailesi 

en az 24 üyeden oluşmaktadır. Bilindiği kadarıyla bağırsaklarda klaudin 1, 3, 

4, 5, 8, 9, 11 ve 14 bariyer oluşturan klaudinler, diğer taraftan klaudin 2, 10, 

15, 17 ise por oluşturan klaudinler olarak işlev gördüğü tespit edilmiştir [36]. 

Klaudin ailesi proteinleri TJ’ların temel bileşenleridir. Paraselüler 

alandan iyonların geçişini kontrol ederek epitel dokunun iyonik homeostazını 

sağlar [37]. Örneğin klaudin 2 ve klaudin 15 üretme yeteneği engellenen 

farelerde ince bağırsak lümenindeki sodyum düzeyinin dengelenemediği 

raporlanmış. Düşük absorbsiyon, intestinal sıvı kaybı ve son olarak erken ölüm 

ile giden bir klinik raporlanmıştır [38]. 

1.2.2.3. Junctional Adezyon Molekülü (JAM) 

JAM epitelyal ve endotelyal hücreler tarafından üretilen immunglobulin 

(Ig) alt ailesidir. İntestinal permeabilite ve inflamasyonda görev alırlar [39]. 

1.2.2.4. Trisellulin 

Epitel hücreleri sadece 2 hücre arasında bağlantı kurmaz. Trisellulin 

interselüler bileşkelerde, 3 komşu hücreyi birleştirerek bariyer oluşumunu ve 

stabilitesini sağlar. Kurulan bu bağlantı ile makromoleküllerin geçişine engel 

olunur ancak iyon geçirgenliği korunur [40]. 
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1.2.2.5. Zonula Okludens 

ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 olarak şu ana kadar belirlenen 3 adet protein 

mevcuttur. Bu proteinler TJ’a özgün olarak saptanan ilk proteinlerdir. 

Transmembran TJ proteinleri olan klaudin, okludin ve JAM, ZO proteinleri 

aracılığı ile sitoskeletal aktomiyozin liflere bağlanır.  

ZO proteinleri hücresel geçirgenlik, adhezyon, TJ oluşumu ve 

stabilizasyonunda temel bir rol üstlenir [41]. 

1.2.3. Adherens Junctions (AJ) 

TJ’lar paraselüler iyon ve solüt madde transportunun ana düzenleyicisi 

olarak görev yaparken AJ’ların ana görevi iki hücre arasındaki adezyonun 

sağlanmasıdır. TJ’lar apikolateral alanda yerleşirken AJ’lar bu yapıların altında 

bazolateral yüzeyde yerleşim göstermektedir. 

AJ’lar bitişik hücreler arası bağlantıyı sağlar. AJ’ların ana komponenti 

olan E-cadherin, tip 1 cadherin transmembran glikoproteinidir. Hücreler arası 

bağlantıyı oluşturan ekstraselüler ve aktin iskelet ile bağlantıyı sağlayan 

sitoplazmik iki parçadan oluşur.  

Mikrotübül ağ ve aktin hücre iskeleti ile arayüz oluşturan p120 catenin, 

b-catenin ve a-catenin aracılığı ile sitoplazmik parçanın yapılandırılması ve 

stabilizasyonu sağlanır [42]. 

1.2.3.1. Cadherinler 

Cadherinler, hücreler arasında sıkı bağlantıların oluşmasını sağlayan 

bir grup glikoprotein proteindir. Cadherinler, hücrelerin tutunmasına yardımcı 

olan desmosom ve adherens bağlantılarında önemli bir rol oynarlar. Ayrıca, 

hücrelerin göç etmesi, şekil değiştirmesi ve organların gelişimi sırasında da 

önemlidirler. Cadherinlerin işlevleri, hücreler arasındaki bağlantıları 

güçlendirerek dokuların sağlamlığını ve yapısal bütünlüğünü korumaya 

yardımcı olur.  
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E-Cadherin AJ’ı oluşturan ana transmembran proteindir. Diğer 

hücredeki eşleniği ile birleşerek hücreler arası teması sağlar. Ekstraselüler 

cadherin bölgeleri kalsiyum iyonları varlığında homofilik adezyon olarak 

adlandırılan duruma erişip birbirleriyle stabil temaslar oluşturur.  

Epitel dokuda eksprese olan E-cadherine karşılık mezenkimal 

dokularda N-cadherin adherens junction komponenti olarak karşımıza çıkar. 

N-cadherin (Neural cadherin), implantasyon sonrası embriyoda yaygın olarak 

eksprese edilir ve yetişkinlik boyunca sürekli ekspresyon ile mezodermde 

yüksek seviyelerde gözlenir. İlk olarak nöronlarda fonksiyonu tanımlanan bu 

proteinin sonrada kalp kası ve kanser metastazında da rol oynadığı 

saptanmıştır [43, 44]. 

 

1.3. İntestinal Geçirgenlik 

İntestinal bariyer sabit bir yapı değildir. Çeşitli fizyolojik, ilaç ve hastalık 

aracılı uyarılara cevap olarak düzenlenen dinamik bir oluşumdur. Geçirgenlik 

özellikleri moleküllerin yapısal özellikleri, boyutu ve yüküne göre 

şekillenmektedir.  

Barsak epitelinden besinlerin, su ve iyonların geçişi barsak lümeni ile 

mukoza arasında gerçekleşen aktif ve pasif süreçler sonunda sağlanır. Aktif 

süreçlerin ana elemanı olan enterositler iyon kanalları, taşıyıcı moleküller ve 

pompalar aracılığı ile sekresyon ve absorbsiyon dengesini düzenleyerek 

homeostazı sağlarlar. Bu süreçler paraselüler ve transselüler yolaklar aracılığı 

ile sağlanır. 

Paraselüler yolak, tight junctionlar ile bağlı olan hücreler arasında 

oluşan çeşitli boyuttaki porlar aracılığı ile gerçekleşen akımı ifade eder. Bu yol 

moleküllerin pasif olarak gerçekleşen transepitelyal akımının %85’inden 

sorumludur. Paraselüler yolak intestinal geçirgenliğin belirleyicisi ve lümendeki 

antijenlere karşı efektif bir bariyer olarak görev alır [45]. 
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Transselüler yolak ise moleküllerin enterosit membranı boyunca 

transportunu sağlar. Küçük hidrofilik ve lipofilik moleküller enterosit  zarının lipit 

çift tabakası da pasif difüzyon yolu ile taşınır. Buna karşın iyonlar, aminoasitler 

ve spesifik antijenler ise aktif taşınma mekanizmaları olan endositoz, transsitoz 

ve ekzositoz aracılığı ile lümenden organizmaya taşınır. Benzer şekilde 

bakteriyel proteinler ve toksinler gibi büyük moleküller endositoz ve transsitoz 

mekanizmaları aracılığı ile hücre içine alınır ve immün sistem hücrelerine 

sunulur [2].  

Geçirgenlik derecesi proksimal ve distal bölgelerde, kriptler ve villuslar 

arasında farklılık gösterir ancak epitelden maddelerin geçişini düzenleyen 

mekanizmalar barsak boyunca benzer özellikler gösterir. Bu değişimler 

endositoz, hücre içi sinyalizasyon, aktin hücre iskeleti ve hücreler arası 

etkileşimleri içerir.  

Geçirgenlikteki hızlı değişimler hücre iskeleti aracılığı ile miyozin hafif 

zincir kinaz fosforilasyonu ve TJ protein endositozu işlemleri ile düzenlenir [46]. 

Uzun vadede değişimler ise TJ protein ekspresyonu, epitel hücre 

düzenlenmesi ve apoptozu sayesinde gerçekleştirilir [47, 48]. 

İmmün sistem aracılığı ile salgılanan tümör nekroz faktör alfa (TNF-α), 

interferon gama (IFN-γ), IL-8, IL-10 intestinal bariyeri TJ üzerinden düzenler. 

Artmış sitokin düzeyleri intestinal geçirgenliği artırarak etki gösterir [49, 50]. 

1.3.1. İntestinal geçirgenlik ve ilişkili hastalıklar  

Mukozal hasarlanma sonucunda intestinal geçirgenliğin artmasına 

binaen bakteriler ve bakterilerin ürettiği yan ürünler barsak lümeninden 

translokasyon ile organizmaya geçmektedir [51]. Bozulmuş intestinal bariyerin 

intestinal geçirgenlik ve inflamasyonu artırdığı bilinmektedir. Günümüzde 

“geçirgen barsak sendromu” olarak bu durum çeşitli gastrointestinal ve 

sistemik hastalık ile ilişkili görülmektedir [52].  
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1.3.1.1. İnflamatuar barsak hastalığı (İBH) 

Bu hastalık grubu altında yer alan crohn ve ülseratif kolit, kesin 

etyolojileri halen bilinmeyen kronik hastalıklar olarak karşımıza çıkmaktadır. 

immunolojik, genetik, çevresel faktörler, barsak mikrobiyotası ile ilgili 

değişiklikler patogenezde yer alan en olası faktörlerdir [53].  

İBH’nda görülen intestinal geçirgenlik artışı hastalık seyrinde gelişen 

inflamatuar yanıt, disbiyozis ve TJ modifikasyonları sonucunda ortaya 

çıkmaktadır. TNF-α, Transforme edici büyüme faktör-beta (TGF-β), IL-17, IL-

22 ve IL-23 İBH patogenezinde intestinal mukozada artmış inflamatuar yanıtlar 

oluşturmaktadır [54].  

İBH olan olguların barsak mikrobiyotasında invazif Echerichia coli gibi 

proinflamatuar bakteriler, Ruminococcus gibi mukolitik bakterilerde artış ve 

bunun sonucunda izlenen mikrobiyota çeşitliliğinde azalma izlenmektedir [55]. 

TNF-α ve IL-13 gibi sitokinlerin ise ülseratif kolit patogenezinde intestinal hücre 

apoptozuna ve TJ komplekslerinin yıkımına neden olduğu gösterilmiştir [56].  

1.3.1.2. Ankilozan Spondilit (AS) 

Spondiloartrit grubundan bir hastalık olan AS hastalarında bazen 

İBH’na ilerleyen subklinik intestinal inflamasyon ve sağlıklı kişilere göre artmış 

mikrobiyota çeşitliliği gösterilmiştir [57, 58].  

Patojenik ve patojenik olmayan bakteriyel uyarım sonucunda epitelyal 

TJ geçirgenliğini düzenleyen zonulin yolağı aktive olmakta ve intestinal 

geçirgenlik artmaktadır [59, 60]. 

1.3.1.3. Sistemik lupus eritematozus (SLE) 

SLE, cilt, böbrek ve merkezi sinir sisteminde çoklu organ hasarına 

neden olabilen, otoantikor ve immün komplekslerin oluşumu ile karakterize 

kronik otoimmün bir hastalıktır [61]. Bu hastalardaki bozulmuş intestinal bariyer 

fonksiyonu ile geçirgenlik artışı sonucunda gelişen ve “sızdıran barsak” olarak 
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adlandırılan klinik durum ile patojen, toksin ve bakteriler barsak lümeninden 

organizmaya transloke olur [62].  

1.3.1.4. Tip 1 diyabetes mellitus (T1DM) 

T1DM patogenezi, disbiyozis [63, 64], enterovirüs enfeksiyonları [65] ve 

intestinal geçirgenlik [66] ile ilişkili görülmektedir. 

Yaşamın erken dönemlerinde geçirilen enterovirüs enfeksiyonlarının 

intestinal bariyer hasarına neden olarak T1DM gelişimi için predispozan faktör 

olan otoantikor gelişimi ile ilişkili görülmektedir [67, 68].  

1.3.1.5. Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) ve Obezite 

Kronik hiperglisemi gen transkripsiyonu üzerine direkt etki ile intestinal 

bariyer fonksiyonundan bozulmaya neden olur [69]. Hiperglisemi sonucunda 

barsak geçirgenliği artışı ve buna bağlı olarak bakteriyel translokasyon ve 

metabolik endotoksemi gelişir [70].  

Yüksek yağlı diyet sonucunda barsak mikrobiyotasında inflamatuar ve 

invazif bakteri artışı olmaktadır [71]. Disbiyozis ve fazlalık yağ dokunun etkisi 

ile ortaya çıkan inflamasyon intestinal geçirgenlik artışına neden olmakta, 

inflamatuar sitokinlerin aşırı salgısı ile metabolik ve immün homeostaz 

bozulmaktadır [72]. 

1.4. Sodyum Benzoat  

Benzoik asit (E211: sodyum benzoat) gıdalarda koruyucu olarak 

kullanım alanına sahiptir. Eczacı Michel de Nostredame tarafından 1556’da 

Tesbih çalısı olarak bilinen Styrax officinalis adlı bitkinin reçinesinden elde 

edilmiştir. 1875 yılında ise Leopold Salkowski tarafından maya ve küflere karşı 

etkinliği bulunduktan sonra 1900’lü yılların başından beri endüstriyel gıda 

koruyucu olarak kullanım alanı bulmuştur.  

Sodyum benzoat kozmetik, gıda ve ilaç endüstrisinde kullanılan en eski 

kimyasal koruyucular arasındadır ve FDA tarafından gıdalarda kullanımına izin 
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verilen ilk maddedir. Genel olarak meyve ve sebze sularında, gazlı 

meşrubatlarda, alkollü ve alkolsüz içeceklerde, konservelerde, soslarda; küf, 

maya, bakteri oluşumunu inhibe etmek için kullanılmaktadır [73].  

Koruyucu maddeler sıklık ile kombinasyon olarak gıdalarda 

kullanılmaktadır. Yapılan bir başka çalışmada ise alkolsüz içecek ve meyve 

sularında, sodyum benzoat ve askorbik asitin birlikte kullanıldığı 

kombinasyonların metal gıda ambalajları ile reaksiyonu sonucunda benzen 

oluşumu gösterilmiştir [74]. 

FDA tarafından GRAS (Generally recognised as safe) kategorisinde 

sınıflandırılan sodyum benzoatın ürünlerdeki kullanım üst sınırı %0.1 olarak 

tanımlanmıştır [75]. Ancak farklı ülkelerde farklı miktarlarda kullanıldığı 

bilinmektedir [76]. Ülkemizde ise en çok % 0.1 oranında kullanılabilmektedir. 

1.4.1. Sodyum benzoat farmakokinetiği 

Oral olarak alınan sodyum benzoat sindirim sisteminde hızlı bir şekilde 

emilmektedir. Oral alımdan sonra 1-2 saat içinde tepe plazma 

konsantrasyonuna ulaşmakta ve ana olarak karaciğerde metabolize 

edilmektedir [77, 78]. Karaciğerde amino asit glisine bağlanarak metabolize 

edilir ve idrardan hippurik asit olarak atılır. Günlük ortalama 400-800 mg civarı 

glisin, hippurik asit olarak idrarla atılmaktadır [79].  

Artmış glisin atılımı, glisinin esas olduğu metabolik süreçlerde 

karaciğerin işlevinin bozulduğunu gösterir. Düşük glisin seviyeleri, idrar ile 

atılan kreatinin, glutamin, üre ve ürik asit seviyelerini azaltarak plazma 

konsantrasyonlarında artışına neden olabilmektedir [79]. 

Sodyum benzoat içeren gıdalar glisin metabolizma yükünü arttırmakta 

ve idrarla atılan hippurik asit miktarında artışa neden olmaktadır [80].  

1.4.2. Sodyum benzoat kullanımı ile ilişkili patolojiler 

Sodyum benzoat güvenli bir madde olarak kabul edilmesine rağmen, 

kısa süreli maruziyette, ciltte ve solunum yollarında tahrişe neden 
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olabilmektedir, ancak uzun süreli veya tekrarlanan temas ile yüksek cilt 

duyarlılığına neden olabilmektedir [81]. Yüksek dozdaki sodyum benzoat 

uygulanması ise dokularda artmış histamin ve prostaglandin salınımına, 

ülserlere ve mide mukus salgısında değişimlere neden olmaktadır [82, 83].  

Oral veya inhalasyon yolu ile maruziyette ise kronik ürtiker şiddetinde , 

astım, rinit, dermatit bulgularında artışa neden olduğu bildirilmiştir [84]. 

Sodyum benzoat ile yapılan fareler üzerindeki bir çalışmada beyindeki 

glutatyon düzeyini azalttığı ve malondialdehit seviyesini artırdığı saptanmıştır. 

Çalışmadaki farelerde hafıza ve motor koordinasyonun bozduğu ve nörolojik 

hasara neden olduğu bildirilmektedir. Çocuklarda hiperaktivite ve dikkat 

eksikliğinin sodyum benzoat maruziyeti ile ilişkili olabileceği belirtilmektedir 

[85]. 

Wistar albino fareler ile yapılan başka bir toksikoloji çalışmasında ise 

yüksek dozlarda sodyum benzoata maruz bırakılan farelerde hepatosit hücre 

membran hasarları, mitokondrial krista kayıpları , karaciğer ve böbrek 

fonksiyon bozuklukları saptanmıştır [86].  

Hamile fareler ve gestasyon süresinin sonunda yenidoğanları üzerine 

yapılan başka bir çalışmada ise gebelik süresi boyunca %0.5, %1 ve %1.5 

konsantrasyonlarda sodyum benzoata maruz bırakılan farelerin karaciğer 

dokularında doz bağımlı genotoksik etkilenme gösterilmiş, DNA çift zincir 

kırıkları saptanmıştır [87]. 

Yumurtalarının şeffaf olması nedeni ile zebra balığı kullanılarak yapılan 

bir organogenez deneyi sırasında sodyum benzoat maruziyetinden 

kaynaklanan bağırsak kusurları, böbrek gelişim anomalileri ve perikardiyal 

kese ödemi izlenmiştir. Erken embriyogenez döneminde sodyum benzoata 

maruziyet sonrasında nörotoksisite ve teratojenitenin indüklendiği yönünde 

bulgular saptanmıştır [88]. 

Sodyum benzoat ve potasyum benzoatın periferal lenfosit hücrelerine 

in vitro etkisini inceleyen bir başka çalışmada ise sodyum benzoatın artmış 
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DNA hasarına neden olduğu, sodyum ve potasyum benzoatın mutajenik ve 

sitotoksik olduğu yönünde sonuçlar elde edilmiştir [89]. 
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II. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Hücre Kültürü 

Caco-2 kolon kanser hücreleri 25 cm2lik hücre kültür flaskında, %10 

Fetal Buzağı Serumu, %1 L-Glutamin ve % 1 Penisilin- Streptomisin içeren 

RPMI 1640 besiyerinde iç ortamı 37 °C, % 5 CO2 ve % 95 nem içeren 

inkübatörde çoğalmaya bırakıldı. İki günde bir besiyerleri değiştirilerek, kültür 

kabını kaplayınca (konfluent olunca) %0.25 Tripsin-EDTA solüsyonu ile 37˚C 

ile 5 dakika bırakılarak hücreler alındı. 1000 rpm’de 5 dk. santrifüj edildikten 

sonra pasajlandı. 

2.2.1. Caco-2 hücre serisi  

Esas olarak insan kolon karsinomundan türetilen epitelyal hücre hattı 

Caco-2 (Cancer coli) , bağırsak epitelyal bariyerinin bir modeli olarak geniş 

çapta kullanılmaktadır. En avantajlı özelliklerinden biri, küçük bağırsağın fırça 

kenar tabakası gibi birçok özelliği olan bir hücre tabakasına spontan olarak 

farklılaşabilme yeteneğidir [90]. Bu seri intestinal epitel bariyer işlevinin 

değerlendirilmesi için kabul edilmiş bir referans modeldir [91]. 

2.2. Sodyum Benzoatın Uygulanması  

Sodyum benzoat (Sigma 71300) 1/1.000 ve 1/10.000 oranlarında (g/L) 

hücre kültürü medyumunda çözdürülerek 0,22 mikron filtrelerden geçirilerek 

sterilize edildi. Her iki konsantrasyon 24 saat boyunca hücrelere uygulandı. 

2.3. Western Blot Uygulaması 

2.3.1 Protein İzolasyonu ve Kantifikasyonu 

Uygulama sürelerinin sonunda hücreler T75 kültür kabındayken 3 kez 

soğuk PBS ile yıkandı. PBS içerisinde hücre kazıyıcı ile (Nest-710001) 
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kaldırıldı ve 5 dk 1000 rpm’de santrifüj edildikten sıvı faz uzaklaştırdı ve -

80oC’de saklandı.  

-80oC’den çıkarılan örnekler çözünmeden üzerlerine Proteaz inhibitör 

kokteyli (Clontech-PT5140-2) içeren 2 ml soğuk xTractor (Takara-635625) 

lizis tamponu eklendi, 30 dakika buz üzerinde inkübe edildi ve 10 dakikada 

bir vortekslendi. Sonrasında 30 dk +4oC’de 16000G’de santrifüj edildi. 

Süpernatant içindeki çözülmüş proteinler yeni bir tüpe alındı ve pellet atıldı. 

Protein konsantrasyonu, BCA Assay tekniğiyle üreticinin belirlediği 

protokole uygun olarak belirlendi (Takara-T9300A). Bunun için 125-2000 

µg/ml arasında 7 farklı konsantrasyonda BSA standardı xtractor buffer ile 

seyreltilerek hazırlandı. Blank olarak bufferın kendisi kullanıldı. 20’şer µl 

örnek proteinler ve standartlar 96 gözlü şeffaf kuyucuğa 2 tekrar şeklinde 

yüklendi. Üzerine 250 µl 1X CBB boya solüsyonu eklendi ve 30 dk oda 

37oC’de inkübe edildi. 

Süre sonunda spektrofotometrede 595 nm okuma yapıldı ve blank 

optik yoğunluk (OD) değeri tüm standart ve örneklerden çıkartıldı ve standart 

eğri çizildi. 

 

Konsantrasyon 
µg/ml 

125 250 500 750 1000 1500 2000 

OD  
(Blanked) 

0.1345 0.241 0.37 0.5345 0.6215 0.8975 1.168 

Tablo 2.1. Blank optik yoğunluk değerleri 
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Şekil 2.1. Blank optik yoğunluk değerleri eğrisi 

Standart eğriye göre y=0,0005x +0,0962 formülü ve R2 değeri 0,997 

olarak hesaplandı. Bu formüle göre örneklerin OD değerlerine göre protein 

konsantrasyonları hesaplandı.  

 

Deney Grubu Kısaltma 
Konsantrasyon 

(µg/ml) 

Kontrol C 320.6 

Sodyum Benzoat -1/1.000 1 361.6 

Sodyum Benzoat -1/10.000 2 484.6 

Tablo 2.2. OD değerlerine göre hesaplanmış sodyum benzoat 

konsantrasyoları 

Hesaplanan değerlere göre tüm örnekler 100 µg/ml konsantrasyona 

gelecek şekilde xtractor buffer ile seyreltildi. Örnekler üzerine her ml için 0,34 

µl %10 ß-merkaptoetanol içeren 4X laemmli tamponu eklenerek 95oC’de 5 

dakika su banyosunda denatüre edildiler. Eklenen tampon sonucunda örnek 

konsantrasyonu 80 µg/ml olarak kaydedildi ve -20oC’de saklandı.  

0,1345

0,241

0,37
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0,6215

0,8975
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R² = 0,997
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2.3.2. Tamponların Hazırlanması 

Aşağıda tabloları verilen tampon çözeltiler çalışmalara başlamadan 

önce ayrı ayrı hazırlandı, pH değerleri tablodaki değerlere göre ayarlandıktan 

sonra çözeltiler 24 saat dinlendirildi ve ertesi gün pH değerleri tekrar kontrol 

edilerek gösterilen değerde sabitlendi. 

 

SDS (%10) 16 ml 

Tris base 72,684 gr 

ddH2O 180 ml 

pH 8,8 (HCl ile) 

ddH2O 200 ml'ye tamamla 

Tablo 2.3. Ana Jel Tamponu 

 

SDS (%10) 16 ml 

Tris base 12,10 gr 

ddH2O 160 ml 

pH 6,8 (HCl ile) 

ddH2O 200 'ye tamamla 

Tablo 2.4. Stacking Jel Tamponu 
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Tris Base 250mM 30,285 gr 

Glisin 1,92M 144,13 gr 

SDS 1% 10 gr 

pH 8,3  

Tablo 2.5. Running Tamponu 

 

Tris-base 250mM 30,285 gr 

Glisin 1,9M 144,13 gr 

pH 8,3  

Soğuk 

Methanol/ethanol 

20% 1X’e 

seyreltirken 

eklenir 

Tablo 2.6. Transfer Tamponu 

 

 

 

 

 



22 
 

Tris-base 24g 

NaCl 88g 

dH2O 900 ml 

pH 7,6 - (12N HCl ile 

titrasyon) 
 

1L'ye tamamla 
 

Tablo 2.7. Tris Tamponlu Salin (TBS) 

TBST 

100 ml 10X TBS 

900 ml ddH2O 

1ml Tween20 

Tablo 2.8. TBST 

 

Ponceau 0.10% 

Asetik Asit 5% 

dH2O 50 ml 

Tablo 2.9. Ponceau Boyası 

 

2.3.3. Jel Hazırlama ve Elektroforez 

Hedef antijenlerin büyüklüğü değerlendirilerek jel konsantrasyonuna 

%10 olarak karar verildi. Buna göre aşağıda tablosu verilen separating jel 
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hazırlandı ve jel dökme aparatına yüklendi. Üzerine %60 izopropil alkol ile 

doldurularak jelin üst seviyesi düzlendi ve 30-45 dakika boyunca donması 

beklendi.  

 

Bileşen  

Bis-akrilamid (1:30) 1,65 ml 

ddH2O 2,725 ml 

Ana Jel Tamponu 0,625 ml 

%10 APS (ul) 25 µl 

TEMED (ul) 5 µl 

Tablo 2.10. Separating Jel 

Jelin donduğu doğrulandıktan sonra üzerindeki izopropil alkol filtre 

kağıdıyla emdirildikten sonra aşağıda tabloda karışımı verilen stacking jel 

hazırlandı ve yüzeye kadar doldurularak taraklarla birlikte jel 30-45 dakika 

donmaya bırakıldı. 

Bileşen  

Bis-akrilamid (1:30) 1 ml 

ddH2O  5 ml 

Stacking jel 

tamponu pH(6.8) 

2 ml 

%10 APS (ul) 50 µl 
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TEMED (ul) 10 µl 

Tablo 2.11. Stacking Jel 

Sonrasında taraklar çıkarıldı ve jel yıkandı. Aparatıyla birlikte yürütme 

tankına alınan jelin kabı 1X running tamponuyla dolduruldu.  

Kuyucuklara protein boyut markerı 8 µl (Precision Plus Protein Dual 

Color, Biorad1610374), kontrol grubu ve diğer 6 grup 30 µl (2,4 µg total 

protein) sırasıyla yüklendi. Dış tank yarıya kadar running tamponuyla 

dolduruldu ve 90V’ta çalıştırıldı. Boya yürümesi takip edildi ve yaklaşık 20 dk 

sonra stacking jel seviyesini geçince voltaj 120V’a yükseltildi ve yaklaşık 2 

saat boyunca yürütüldü. Markerın açıklığı takip edilerek hedef proteinlerin 

olduğu bölgelerde iyice ayrıldığı doğrulandığında yürüme durduruldu. 

2.3.4. Membrana Transfer ve Blotlama 

1X transfer tamponu soğuk olarak hazırlandı ve filtre kağıtları, 

nitroselüloz membran ve süngerler bu tamponda ıslatıldı. Sandviç kaset 

içerisine sırasıyla sünger-filtre kağıdı- jel- nitroselüloz membran ıslak 

ortamda eklendi ve jel ile membran üzerinde mini merdane gezdirilerek arada 

kalan sıvı ve hava alındı. Sonra tekrar filtre kağıdı ve sünger eklenerek 

sandviç kaset düzeneği sıkıca kapatıldı ve transfer tankına yüklendi. Katottan 

anota doğru akımın jelden membrana doğru denk geleceği şekilde kasetler 

transfer tankına yerleştirildi ve tank da içi buzlu su dolu daha büyük bir 

saklama kabına konuldu. Tankın en altına manyetik karıştırıcı yerleştirildi ve 

350 mA akımda 90 dakika transfer gerçekleştirildi.  

Transfer sonrası jel atıldı ve membran distile suyla yıkandı. Hazırlanan 

Ponceau boyası membrana damlatıldı ve birkaç dakika yavaşça çalkalandı. 

Ponceau boyası yıkandıktan sonra membran üzerinde protein bantları 

aşağıdaki görseldeki şekilde gözlenerek transferin gerçekleştiği doğrulandı. 
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Şekil 2.1. Ponceau S boyasıyla boyanan membranlardaki total protein 

bantları 

Sonrasında membranlar işaretleneceği antikorlara göre farklı kaplara 

alındı ve TBST ile 5 dakika çalkalanarak Ponceau temizlendi. Blocking işlemi 

için %5 süt tozu (Santa Cruz sc-2324) içeren TBS içerisinde membranlar 

yavaş hızda 1 saat çalkalandı. Süre sonunda karışım dökülerek TBST ile bir 

kez yıkandı.  

%1 BSA (Santa Cruz- 9048-46) içeren TBST içerisinde primer 

antikorlar aşağıdaki tabloya göre seyreltildi.  

Antikor Seyreltme Oranı 

GAPDH 1/3000 

Actin 1/500 

E-cadherin 1/500 

N-cadherin (CDH12) 1/500 
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Tablo 2.12. Antikor seyreltme oranları 

Primer antikor karışımlarıyla birlikte membranlar +4oC’de gece boyu 

yavaş çalkalamada bırakıldı ve ertesi gün TBST ile 4 defa 10 dakika boyunca 

yüksek hızda çalkalanarak yıkandı.  

%1 BSA içeren TBST ile 1/2000 oranında sulandırılan sekonder 

antikor (Biorad- 1706515) eklenerek oda sıcaklığında 2 saat yavaş 

çalkalamada membranlar inkübe edildi.  

Sonrasında 4 defa 10 dakika boyunca TBST ile yıkanan membranlar 

üzerine kemilüminesans (ECL) luminol karışımı (Biorad-1705061) eklenerek 

5 dakika sonra karanlık odalı kamerada fotoğrafı çekildi. 

Çekilen ECL fotoğraflarında bantlar GAPDH’a göre normalize edildi ve 

gruplar arasındaki ifade farklılıkları ImageJ programıyla hesaplandı. 

2.4. TEER Ölçümü 

İnsan kolon epitel hücreleri, (CACO2) monolayer oluşturmak için 3 µm 

gözenek boyutuna sahip geçirgen 12 kuyucuklu transwell hücre plakasına 

her kuyucuğa 1.5 x 105 yoğunlukta hücre olacak şekilde ekildi ve 24 saat 

hücrelerin tutunması için inkübe edildi. 

24 saatin sonunda tüm hücrelerin transepitel elektrik direnci (TEER) 

değerleri EVOM2 aracılığıyla ölçüldü ve devamında kültür medyumları deney 

gruplarına belirtilen oranlarda deterjan ve sodyum benzoat  içeren medyumla 

değiştirildi. 
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Şekil 2.2. EVOM2 cihazı ile TEER ölçümü 

 

2.5. İstatiktiksel Analiz 

İstatistik analizler için Jamovi istatistik programı kullanıldı (The jamovi project 

(2022). Jamovi. (Version 2.3) [Computer software]. https://www.jamovi.org 

internet sitesinden  indirildi.) TEER ölçümlerinin kontrol grubu ve farklı 

konsantrasyonlarda benzoat uygulanan gruplar arasında karşılaştırılmasında 

student t-testi kullanıldı. Western blot ile elde edilen protein düzeylerinin 

gruplar arası karşılaştırılmasında student t testi kullanıldı, her 

konsantrasyonda 0. ve 24. saat karşılaştırmalarında paired samples T testi 

kullanıldı. P<0.05 istatistiksel anlamlı kabul edildi.  
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III. BULGULAR 

3.1. Western Blot Uygulaması  

Uygulama sonucunda elde edilen jel görüntüleme fotoğrafları aşağıda 

listelenmiştir.  

 

 

Şekil 3.1. GAPDH 

 

Şekil 3.2. E-Cadherin 
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Şekil 3.3. N-Cadherin 

 

Şekil 3.4. α-SMA 

 

3.2. Kantifikasyon 

ImageJ yazılımı ile GAPDH boyamalarına göre tüm gruplar normalize 

edildi. Daha sonra deney gruplarının Kontrol grubuna göre bağıl ifadeleri 

katsayı cinsinden hesaplandı.  

3.3. Gruplar arasında TEER Ölçümlerinin Karşılaştırılması 
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Tablo 3.1. Kontrol grubu, 1/1.000 ve 1/10.000 konsantrasyonda Na 

Benzoat uygulanan gruplarda 0. Saat TEER ölçümlerinin 

karşılaştırılması 

 TEER ölçümü (Ω) P* 

Kontrol 109 ± 1.155 Ω  

Sodyum Benzoat -

1/1.000 

104 ± 0.577 Ω 0.013 

Sodyum Benzoat -

1/10.000 

104 ± 0.577 Ω 0.034 

*1/1000 ve 1/10.000 sodyum benzoat gruplarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması 

Araştırmanın başlangıcında kontrol grubundan alınan TEER ölçümü ortalama 

109 ±1.15 idi. Sodyum benzoat 1/1.000 için bu değer 104 ±0.577 iken 

sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 104±0.577 idi. Sodyum benzoat 

uygulanan grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasında, bu gruplarda 

TEER düzeylerinin anlamlı düşük olduğu bulundu (P<0.05)  

Tablo 3.2. Kontrol grubu, 1/1.000 ve 1/10.000 konsantrasyonda Na 

Benzoat uygulanan gruplarda 24. Saat TEER ölçümlerinin 

karşılaştırılması 

 TEER ölçümü (Ω) P* 

Kontrol 108 ± 1 Ω  

Sodyum Benzoat -

1/1.000 

84.7 ± 0.577 Ω <.001 

Sodyum Benzoat -

1/10.000 

93 ± 2 Ω 0.001 
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*1/1000 ve 1/10.000 sodyum benzoat gruplarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması 

Araştırmanın 24. saatinde kontrol grubundan alınan TEER ölçümü ortalama 

108±1 Ω idi. Sodyum benzoat 1/1.000 için bu değer 84.7±0.577 Ω iken 

sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 93±2 Ω idi. Sodyum benzoat 

uygulanan grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasında, bu gruplarda 

TEER düzeylerinin anlamlı düşük olduğu bulundu. (P<0.05)  

 

Tablo 3.3. Tüm çalışma gruplarında 0. ve 24. Saat TEER ölçümlerinin 

karşılaştırılması 

 TEER ölçümü (Ω)  

 0.Saat 24. Saat P* 

Kontrol 109 ±1.15 Ω 108 ±1 Ω 0.383 

Sodyum 

Benzoat -1/1.000 

104 ±0.577 Ω 84.7 ±577 Ω 0.001 

Sodyum 

Benzoat-

1/10.000 

104. ±0.577 Ω 93 ±2 Ω 0.011 

*0 ve 24. Saat TER ölçümlerinin paired samples t testi ile karşılaştırılması 

Araştırmanın 0. Ve 24. Saatinde elde edilen TEER ölçümü kontrol grubunda 

0. saatte 109 ±1.15 Ω, 24. Saatte 108 ±1 Ω olarak ölçüldü. TEER düzeyi 

değişimi istatiksel olarak anlamsız bulundu (P>0.05). Sodyum benzoat 

1/1.000 için bu değer 0. saatte 104 ±0.577 Ω, 24. saatte 84.7 ±577 Ω olarak 

ölçüldü. Sodyum benzoat 1/10.000 için bu değer 0. Saatte 104. ±0.577 Ω, 24. 

saatte 93 ±2 Ω olarak ölçüldü. Sodyum benzoat uygulanan her iki grupta 

TEER düzeyinde anlamlı düşüş saptandı (P<0.05). 
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Tablo 3.4. Gruplar arasında E-cadherin ekspresyon Düzeylerinin 

Karşılaştırılması 

 E-Cadherin bağıl 

değeri 

P* 

Kontrol 1  

Sodyum Benzoat -

1/1.000 

1.482±0.00473 <.001 

Sodyum Benzoat -

1/10.000 

1.409±0.02551 0.001 

*1/1000 ve 1/10.000 sodyum benzoat gruplarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması 

Kontrol grubuna göre alınan bağıl değerler ile sodyum benzoat grupları 

karşılaştırıldığında sodyum benzoat 1/1.000 için bu değer 1.482±0.00473 

iken sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 1.409±0.02551 idi. Sodyum 

benzoat uygulanan grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasında, bu 

gruplarda E-Cadherin düzeyinde anlamlı artış olduğu saptandı. (P<0.05)  

 

Tablo 3.5. Gruplar arasında N-cadherin ekspresyon Düzeylerinin 

Karşılaştırılması 

 N-Cadherin bağıl 

değeri 

P* 

Kontrol 1  

Sodyum Benzoat -

1/1.000 

0.529 ± 0.00115 < .001 

Sodyum Benzoat -

1/10.000 

0.583 ± 0.00569 < .001 
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*1/1000 ve 1/10.000 sodyum benzoat gruplarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması 

Kontrol grubuna göre alınan bağıl değerler ile sodyum benzoat grupları 

karşılaştırıldığında sodyum benzoat 1/1.000 için bu değer 0.529 ± 0.00115 

iken sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 0.583 ± 0.00569 idi. 

Sodyum benzoat uygulanan grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasında, 

bu gruplarda N-Cadherin düzeyinde anlamlı düşüş saptandı. (P<0.05)  

 

Tablo 3.6. Gruplar arasında α-SMA ekspresyon Düzeylerinin 

Karşılaştırılması 

 α-SMA bağıl değeri P* 

Kontrol 1  

Sodyum Benzoat -

1/1.000 

0.606 ± 0.00600 < .001 

Sodyum Benzoat -

1/10.000 

0.509 ± 0.00100 < .001 

*1/1000 ve 1/10.000 sodyum benzoat gruplarının kontrol grubu ile 

karşılaştırılması 

Kontrol grubuna göre alınan bağıl değerler ile sodyum benzoat grupları 

karşılaştırıldığında sodyum benzoat 1/1.000 için bu değer 0.606 ± 0.00600 

iken sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 0.509 ± 0.00100 idi. 

Sodyum benzoat uygulanan grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasında, 

bu gruplarda α-SMA düzeyinde anlamlı düşüş saptandı. (P<0.05)  

 

 

 



34 
 

 

 

IV. TARTIŞMA 

Tez projemizin bulguları, sodyum benzoat maruziyetinin kolon epitel 

hücrelerinde E-cadherin ekspresyonunda artma ile karakterize ve 

transepitelyal elektrik direncinde azalma ile gözlenen geçirgenlik artışına 

neden olduğunu desteklemektedir. Bu hasar hem düşük hem de yüksek doz 

maruziyetlerde gözlenmiştir. Bunun yanında, epitel hasarı ile ilişkili olduğu 

bilinen ve epitelyal mezenkimal dönüşümün göstergesi olan n-cadherin ve α-

SMA’nın ekspresyonunun sodyum benzoat ile karşılaşan kolon epitel 

hücrelerinde düştüğü görülmüştür.  

Gıda maddelerinin üretiminin endüstriyelleşmesi ile birlikte 1900’lü 

yılların başında beslenme ürünlerimize girmeye başlayan gıda katkı 

maddelerinin kullanımının artması ile paralel olarak otoimmün ve alerjik 

hastalık sıklığında artış dikkat çekmektedir [92–94].  

Son zamanlarda bu dikkat çeken hastalık sıklığını açıklamak için epitel 

bariyer hipotezi ortaya atılmış ve epitelin bariyer fonksiyonunu bozan 

maddelere maruziyetin hastalık sıklığı ile paralel olarak arttığına dikkat 

çekilmiştir [95]. Bu patolojilerin gelişiminde gastrointestinal mukozal 

bütünlüğünün bozulması ve epitel geçirgenliğinin artması ana mekanizmayı 

oluşturmaktadır. Yüksek yağ içerikli, gıda katkı maddeleri içeren batı tipi 

diyetin yaygınlaşması ile birlikte intestinal bariyer fonksiyonda bozulma ve 

disbiyozis ortaya çıkmaktadır [96, 97]. 

Sodyum benzoat, bakteriyostatik ve fungistatik özellikleri nedeniyle 

tüm dünyada yiyecek preparatlarında kullanılan koruyucu bir maddedir. WHO 

uzman komitesi, sodyum benzoatın vücut ağırlığı olarak kg başına 5 mg’lık 

günlük tüketimini güvenli olarak bildirmiştir. Ancak, araştırmalar sodyum 

benzoatın çok yüksek konsantrasyonlarda (2119 mg/kg) kullanıldığını 

göstermektedir [98]. Sıçanlarda yapılan bir çalışmada sodyum benzoatın , 
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enflamasyona ve apoptozun indüklenmesine sebep olduğu belirtilmiştir. 

Ayrıca aynı çalışmada düşük doz sodyum benzoatın da uzun süre uygulama 

ile testislerde apoptoz ve hücre hasarına sebep olduğu gösterilmiştir [99]. 

Sodyum benzoatın, insan periferal lenfositlerine değişen dozlarda (6,25–100 

μg /mL) uygulandığında kromozom anomaliliğine, kardeş kromatit 

değişimlerine neden olduğu  in vitro olarak gösterilmiştir. Aynı çalışma ile 

SB’ın insan periferal lenfositlerde genotoksik ve sitotoksik olduğu belirtilmiştir 

[89].  Sodyum benzoatın aynı zamanda üre bozuklukları, akut hepatik 

ensefalopati ve multipl skleroz gibi hastalıklar için tedavi edici bir ajan olarak 

kullanılabileceğine dair çalışmalar mevcuttur [100–103] Sodyum benzoatın 

epitelyal bariyer üzerine etkilerinin incelendiği bir çalışmaya ise literatürde 

rastlanmamıştır. 

Çalışmamızda sodyum benzoatın kolon epitel bariyer ve epitel 

geçirgenlik üzerine etkileri incelenmiştir. Yüksek oranda diferansiye olmuş bir 

monolayer epitelyum oluşturan, kolon mukozasının özelliklerini taşıyan ve 

intestinal bariyer fonksiyonu üzerine çeşitli çalışmalarda sıkça kullanılan 

kolon adenokarsinomu kökenli Caco-2 hücre hattında, bu gıda katkı 

maddesinin etkileri araştırılmıştır. 

Sodyum benzoat üst kullanım sınırı olarak FDA tarafından %0,1 

konsantrasyon belirlenmiştir. Turşu, mayonez ve hamur işlerinde bu dozda 

kullanımı tercih edilmekte iken gazlı içeceklerde ve meyve sularında %0,05-

%0,02 dozlarda kullanılmaktadır.  

Akut dönem maruziyette kolon epitel cevabını değerlendirmek üzere 

%0.1 (1000 μg /mL) ve %0.01(100 μg /mL) dozlarda uygulanan sodyum 

benzoat sonrasında 24. saatte yapılan TEER ölçümlerinde sodyum 

benzoatın transepitelyal elektrik direnci üzerinde anlamlı düşüşe sebep 

olduğu belirlenmiştir. Mevcut kullanım bilgileri göz önüne alındığında, insan 

lenfositlerinde yapılmış olan sitotoksisite çalışması ile birlikte 

değerlendirildiğinde sodyum benzoata akut maruziyetin her iki dozda Caco-2 
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kolon kanseri hücrelerinde epitel bariyer hasarı oluşturduğunu ortaya 

koymaktadır. 

Çalışmamızda her iki konsantrasyondaki uygulama sonucunda E-

cadherin seviyesinde artış, N-cadherin ve α-SMA düzeylerinde azalma 

istatistiksel olarak anlamlı saptandı. TEER değerindeki düşüş ile birlikte 

değerlendirildiğinde bu komponentlerin değişiminin epitel bariyer hasarına 

yanıt olarak ortaya çıktığını düşündürmektedir.  Literatürde sodyum 

benzoatın kolon kanser hücreleri üzerinde epitel bariyer komponent 

ekspresyonuna etkilerinin incelendiği çalışmaya rastlanmamıştır. 

Çalışmamızda elde edilen bilgilerden hareketle epitel bariyer 

komponentlerinin sodyum benzoat uygulaması ile ne şekilde değiştiği ileri 

çalışmalar için önerilebilir.  
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V. SONUÇ VE ÖNERİLER 

1. Caco-2 kolon kanser hücrelerinin %0.1 (1000 μg /mL) ve %0.01(100 

μg /mL) konsatrasyonlarda sodyum benzoat ile inkübasyonu 

sonucunda, transepitelyal elektrik direncinde düşüş ile birlikte epitelyal 

bariyer hasarı meydana geldiği belirlendi. 

 

2. Caco-2 kolon kanser hücrelerinin %0.1 (1000 μg /mL) ve %0.01(100 

μg /mL) konsatrasyonlarda sodyum benzoat ile inkübasyonu 

sonucunda E-cadherin seviyesinde artış, N-cadherin ve α-SMA 

düzeylerinde azalma istatistiksel olarak anlamlı saptandı. TEER 

değerindeki düşüş ile birlikte değerlendirildiğinde bu komponentlerin 

değişiminin epitel bariyer hasarına yanıt olarak ortaya çıktığını 

düşündürmektedir.   

 

3. Çalışmamızda elde edilen bilgilerden hareketle epitel bariyer 

komponentlerinin sodyum benzoat uygulaması ile ne şekilde değiştiği 

ileri çalışmalar için önerilebilir. 

 

4. Kronik ve tekrarlayan sodyum benzoatın kolon epitel bariyer üzerine 

etkilerinin değerlendirilmesi için daha ayrıntılı çalışmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır. 
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VI. ÖZET 

“SODYUM BENZOATIN KOLON EPİTELYAL BARİYER 

KOMPONENTLERİNİN EKSPRESYONUNA VE TRANSEPİTELYAL 

ELEKTRİK REZİSTANSA ETKİSİ” 

Amaç: İnsan nüfusunun artması ve artan gıda ihtiyacını karşılamak için 

gelişen endüstriyel gıda üretim teknikleriyle birlikte, gıdalarda kullanılan katkı 

maddesi sıklığında da artış meydana gelmiştir. Sodyum benzoat, 1900'lerin 

başında antibakteriyel ve antifungal özelliklerinin keşfinden itibaren aktif 

olarak kullanılmaktadır. Bu çalışma, sodyum benzoatın yaygın kullanılan 

dozlarının kolon epitel bariyeri üzerindeki akut etkilerini incelemek amacıyla 

yapılmıştır. 

Gereç ve yöntem : İntestinal bariyer işlevinin simülasyonu için Caco-2 hücre 

serisi tercih edildi. Sodyum benzoat, 1/1.000 ve 1/10.000 oranlarında 

seyreltilerek 24 saat boyunca inkübasyon sağlandı. Uygulama sonrasında, 

kültürlerde TEER ölçümü yapıldı. E-cadherin, N-cadherin ve α-SMA düzeyleri 

Western blot yöntemi ile ölçüldü. 

Bulgular: Her iki sodyum benzoat konsantrasyonunun uygulanmasından 

sonra 24. saatte yapılan ölçümlerde TEER değerinde anlamlı azalma, E-

cadherin değerinde anlamlı artış, ve N-cadherin ve α-SMA değerlerinde 

anlamlı azalma saptandı. 

Sonuç: Sodyum benzoatın, gıda maddelerinde kullanımına izin verilen 

konsantrasyonlarda uygulandığında, akut maruziyette TEER düşüşüne 

sebep olduğu saptandı. TEER düzeyindeki düşüş, epitel bariyer 

fonksiyonlarında bozulmayla ilişkilendirildi. E-cadherin artışı ve N-cadherin ve 

α-SMA düzeylerindeki azalma, bozulan bariyer fonksiyonunu onarma çabası 

olarak gözlendi. Ancak, kronik ve tekrarlayan maruziyetin kolon epitel bariyer 
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üzerine etkilerinin değerlendirilmesi için daha ayrıntılı çalışmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

Anahtar kelimeler: Sodyum benzoat, e-cadherin, n-cadherin, alfa-SMA, 

TEER 
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VII. ABSTRACT 

“THE EFFECT OF SODİUM BENZOATE ON THE EXPRESSİON OF 

COLON EPİTHELİAL BARRİERCOMPONENTS AND TRANSEPİTHELİAL 

ELECTRİCAL RESİSTANCE” 

Introduction: The increasing human population and developing industrial 

food production techniques to meet the growing demand for food have led to 

an increase in the frequency of additives used in food. Sodium benzoate has 

been actively used since the discovery of its antibacterial and antifungal 

properties in the early 1900s. This study was conducted to examine the acute 

effects of commonly used doses of sodium benzoate on the colonic epithelial 

barrier. 

Materials and methods: The Caco-2 cell line was chosen for simulating 

intestinal barrier function. Sodium benzoate was diluted at concentrations of 

1/1,000 and 1/10,000 and incubated for 24 hours. After the application, TEER 

measurements were taken in the cultures. The levels of E-cadherin, N-

cadherin, and α-SMA were measured using the Western blot method. 

Results: After the application of both concentrations of sodium benzoate, a 

significant decrease in TEER value, a significant increase in E-cadherin 

value, and a significant decrease in N-cadherin and α-SMA values were 

observed in the measurements performed at 24 hours. 

Conclusion: It was found that when sodium benzoate is applied at 

concentrations permitted for use in food, it causes a decrease in TEER in 

acute exposure. The decrease in TEER level was associated with a 

disturbance in epithelial barrier function. An increase in E-cadherin and a 

decrease in N-cadherin and α-SMA levels were observed as an effort to 

repair the disrupted barrier function. However, more detailed studies are 
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needed to evaluate the effects of chronic and repeated exposure on the 

colon epithelial barrier. 

Keywords: Sodyum benzoate, e-cadherin, n-cadherin, alfa-SMA, TEER 
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