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|.GENEL BILGILER
1.1. intestinal Bariyer

Deri, solunum sistemi ve gastrointestinal sistem gibi epitelyal organlar,
vicudun dis gevreyle etkilesime giren buylk bir bolumdnd olusturur. So6z
konusu organlar iginde gastrointestinal sistem, ortalama 32 m?lik alaniyla
onemli bir emilim ve savunma yuzeyi saglar. Bu toplam alanin 2 m*si kolon
epitel ylzey alanindan olugsmaktadir [1]. Bagirsak igeriginin tasidigi cesitli
biyolojik ve kimyasal etkenler araciliiyla gelisebilecek inflamasyondan,
epitelyal bariyer butunligunu surdurerek organizmaya koruma saglamaktadir.
Mukoza boyunca alimi kontrol etme ve lUimenden zararli maddelerin zarar

gormesini dnleme yetenedi, intestinal bariyer fonksiyonu olarak tanimlanir [2].

intestinal bariyer, mukozal yiizey aracili savunma mekanizmasi ve
epitel hicrelerini birbirine baglayan baglanti kompleksleri tarafindan korunur.
Sindirim ve pasaj isleminin gerceklestigi intestinal IlUmen sayesinde; mide
asidi, pankreas ve safra salgilari ile bakteri ve antijenler pargalanarak patojen
yukl azaltihr. Limen icerigindeki mikroflorayi olusturan, intestinal alanda

kolonize hucreler sayesinde diger patojenlerin asiri Gremesinin énune gegilir

[3].

Mevcut fizyolojik savunma mekanizmalari sayesinde saglikli bir
proksimal GIS’e dahil olan duodenum, jejunum ve proksimal ileumda
mikrobiyal yogunluk duslUk derecede tutulur [4]. Buna karsilik, distal ileum ve
kolonda, 400 farkli anaerobik ve aerobik bakteri tiriinden olusan buyuk bir
bakteri mikrobiyotasi bulunmaktadir. Distal alandaki bu bakteri sayisi 10 gibi

yuksek rakamlar ile ifade edilmektedir [5].



1.1.1. Hicre disi elemanlar

Bagirsak epitelini orten ve esas olarak Goblet hiicreleri tarafindan
salgilanan mukus, su ve yaklagik 100 mikron kalinliginda bir glikokaliks

tabakasi ile birlikte “mikro iklim” olarak adlandirilir.

Bu alanin dis tabakasi mukus ve su igeriginden olusan “stirred
mucus layer”, antibakteriyel peptitten zengin mukusun tutulmasina katkida
bulunur ve mukozal yapismayi ve mikroorganizmalar tarafindan transepitelyal
gegisi onler [6]. Bu katmanda lamina propriadaki plazma hicreleri tarafindan
uretilen sekretuar IgA yer alir [7]. Ayrica, Paneth hdcreleri tarafindan sekrete
edilen fosfolipitler, negatif yUkli mukopolisakkaritler, ribonukleazlar,
defensinler, cathelicidinler ve antimikrobiyal peptitler mukozal defans
elemanlari olarak gorev yapar [6]. Antimikrobiyal peptitler, bakteriyel membran
hasarini takiben lizisi indukler [8]. Cryptidin 2 ve 3 peptitleri, intestinal kanala
su salgisini artirarak epitel ylzeyinde fiziksel bir klirens saglayarak
mikroorganizmalarin uzaklastiriimasina yardimci olurlar. [9]. Defensinler, ek
olarak mikrobiyotanin modulasyonu ve bu sayede adaptif bagisiklikta rol oynar
[10]

Mukus ve su igerikli tabakanin altinda ise daha yogun ve “non-stirred
mucus layer” olarak adlandirilan glikokaliks tabaka epitel dokuya yapisik
olarak karsimiza cikar. Glikokaliks tabaka araciligi ile besin drunlerinin
absorpsiyonu saglanir. Epitel dokunun sivi kaybinin éniine gegilir. intestinal
icerik ve sindirim enzimleri ile meydana gelen fiziksel ve kimyasal hasara karsi
koruma saglanir [11]. Glikokaliks tabaka ayrica enteral besinlerin antijenik
etkilerine kargl koruma saglar. Epitel yenilenmesi ve farklilagsmasinda rol alir
[12].

Enterositler tarafindan bagirsak limenine salgilanan su ve klor araciligi
ile bagirsak igerigi Uzerinde seyreltici bir etki saglanir. Bu sayede bakteri
kolonizasyonu bloke edilir ve epitel bariyere bakteri invazyonun 6nune gegilir

[13]. Sekresyon 6zelligi ile islev goren intestinal peristaltizm sayesinde limen



iceriginin pasaji gerceklestirilir. Bu sayede olasi patolojik ve toksik etkenlerin

yuzey ile temas ettigi sure azaltilr.
1.1.2. Hiucresel elemanlar

Intestinal ~ mikrobiyota,  epitelyal  bariyer = metabolizmasinda,
proliferasyonunda ve bariyerin surdurilmesinde 6nemli bir rol alir. Lumen
icerigindeki besinler ile enerji kaynagi bulan mikrobiyota icindeki farkl
bakterilerin rekabeti sayesinde intestinal pH belirli bir dizeyde tutulur. Turler
arasi etkilesim sonucunda bakteriyel yuk belirli bir dizeyde tutulur ve faydall
bakterilerin miktari optimize edilerek patojen olanlarin kolonizasyonu kisitlanir
[14].

Mikrobiyota diyet icerigindeki elementleri metabolize ederek biyoaktif
urtnlere donusturtr. Normalde organizma tarafindan metabolize edilemeyen
sellloz, hemiselluloz, pektin, oligosakkaritler ve sindirime direngli nisasta gibi
karbonhidrat turevlerini asetik, propiyonik ve butirik asitler gibi kisa zincirli yag
asitlerine metabolize eder [15]. Biyotin, tiamin, kobalamin, niasin ve pantotenik
asit sentezinde ayrica vitamin B ve K sentezinde onemli rol oynayarak
organizmaya faydali etkiler saglar [16]. Bunlara ek olarak mikrobiyotanin
santral sinir sistemi ve enterik sinir sistemine etki edebilen kimyasallar Gretme

kapasitesi mevcuttur [17].

intestinal Epitel tek bir katmandan meydana gelen her 3 ile 5 giin
arasinda dongusunu tamamlayarak yenilenen hucrelerden olusmaktadir.
Epitel dongusinu saglayan pluripotent kok hicreler, Lieberkihn kriptlerinden
kaynaklanir ve buradan farklilasmaya baslayarak apikal uca yerlestiklerinde
donusumlerini tamamlar [18]. Toplamda 5 hucre tipinden olugsur. Enterositler,
endokrin htcreler, M hucreleri, G hicreleri ve Paneth hicrelerinden olusan
epitel tabakasi 20 mm kalinhdinda tek sira halinde dizilir. Tek kath epitel
dokunun %80’i enterositler tarafindan olusturulur. LUmen igeriginin dokulara

gegcisini 6nleyen ana fiziksel bariyeri zonula adherens ve zonula okludens adli



badlantilar ile saglarlar. Her iki baglanti tipi de farkli ylizdelerde cadherin,

claudin ve zonulin proteinlerinden meydana gelir [19].

1.2. intestinal Epitel

Bagirsak epiteli ince ve kalin bagirsak arasinda hiucresel kompozisyon
ve yapl bakimindan buyuk olgude farklihk gosteren bir tek sirali hucre
tabakasidir. ince bagirsakta epitel yapi villus adi verilen ve organ yiizeyinde
cikinti yapan yapilarin Gzerine uzanir. Bu sayede mukozal yuzey alani artirilir.
Kolonda ise s6z konusu villuslar izlenmez. Bu farklilagsma sayesinde kolon
duvarinda nispeten duz bir yapi elde edilerek yari kati digkinin pasajinin neden
olabilecegi potansiyel hasari sinirlayan bir mukozal yuzey meydana gelir.
Epitel doku tek katl olsa da duz bir hat seklinde izlenmez, bunun yerine
Lieberkuhn kriptleri olarak adlandirilan dallanmis girintiler igerir [20]. Kriptlerin
bazal kisminda bulunan intestinal kok hucrelerden koken alan transient
proliferatif hlcreler, ug kisma dogru son halleri olan intestinal epitel hiicrelerine
diferansiye olur. Omriini tamamlayan hiicreler ise apoptoza ugrayarak kript

yapisinin tepe kismindan dokulur [21].

Barsak epiteli farkli hiicre tiplerinden olusmustur ve her biri 6zellesmis
fonksiyonel niteliklere sahiptir. Hlcre tiplerinin dagilimi ince ve kalin bagirsak
arasinda farkhlik goésterir. Genel olarak kolonda bulunan hicreler ince
bagirsakta da mevcuttur. Enterositler, enteroendokrin htcreler, goblet
hicreleri ve tuft hicreleri her ikisinde de bulunurken Paneth hicreleri ve M

hdcreleri ince bagirsakta izlenmektedir.
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Sekil 1.1. intestinal epitel
1.2.1. intestinal epitelin iglevleri

intestinal hiicreler ve aralarinda olusan baglantilar araciligi ile bariyer,

emilim ve endokrin sinyalizasyon olarak 3 ana grupta tanimlanabilir.

ilk islev epitel hiicrelerin primer olarak sagladi§i absorpsiyondur.
intestinal epitel hiicrelerin apikal membraninda bulunan tasiyicilar sayesinde
glukoz, peptit, aminoasit, vitamin ve minerallerin hucre i¢ine ve oradan
organizmaya transportu gergeklestirilir. Hlcreler arasinda bulunan bogluklar
araciligiyla ise siki baglantilarin gegirgenligi ile duzenlenen paraselller

transport saglanir.

ikinci iglev bariyer 6zelligin saglanmasi ve sirdirilmesidir. Bariyer iglevi
hicreler arasi baglantiyi tesis eden siki baglantilar ile sadlanir. Bu sayede
suda ¢ozunen kuguk boyutlu maddelerin gegisine olanak saglanirken patojen

mikroorganizmalar ve alerjen maddelerin gegisi engellenir.



Uglincli islev ise enteroendokrin hicreler aracihgi ile limendeki
besinlerin taninmasi, barsak segmentine uygun olarak salgilanacak enzim ve

hormonlarin Uretilmesidir.
1.2.2. Tight junctions (Siki baglantilar)

Epitelyal hicreler tight junction (TJ) adi verilen protein yapili baglantilar
sayesinde birbirine baglanir ve bu sayede dis ortamdaki maddelerin ig
dokulara gegcisini engelleyen bir “mdhir” elde edilir. Paraselller alandaki
boslugu kapatan, hucresel polariteyi koruyan TJlar sayesinde hucreler
arasindaki batunluk ve sizdirmazlik saglanarak epitel butinligu idame ettirilir
[22]. Siki baglantilar kolondaki sirali epitel hicrelerinin apikolateral membran
yuzeylerinde yer alir. 5 ila 7 membran flizyon boélgesinde kurulan baglantilar
“kissing points” olarak isimlendirilir [23]. TJ'lar sivilarin ve iyonlarin akisini

regule eder ve hlcre polaritesinin idamesinde rol alir [24].

Buglne kadar TJ yapisini olusturan 4 adet integral transmembran
protein tanimlanmistir. Bunlar ‘okludin’, ‘klaudin’, ‘junctional adezyon molekull
(JAM)" ve ftricelulin’ dir [25-28]. Agirlikh olarak epitelyal ve endotelyal
hicrelerde bulunmakla birlikte ndéronlar, makrofajlar, dentritik hicreler ve

|Iokositlerde de eksprese edildigi bilinmektedir [29, 30].
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Sekil 1.2. intestinal bariyer — hiicreler arasi baglantilarin organizasyonu
1.2.2.1. Okludin

ik olarak 1993 yilinda kanatli hayvan dokularinda izole edilmis ve
sonrasinda fare epitel ve endotelinde gdsterilmistir. Tespit edilen ilk integral
membran TJ proteinidir [25]. Kesfinden sonra yapilan arastirmalar ile proteinin
memeli tlrleri arasinda %90’a varan oranda benzerlik tasidigir ve TJ

stabilitesinde dnemli rol aldigi gosterilmistir [31, 32].

Okludinin  uygun ve dogru bir TJ olusumu ve fonksiyonunun
idamesindeki 6nemi birgok ¢alisma ile dogrulanmistir. Ornegin okludin tretme
yetenedi genetik olarak engellenen farelerde TJ'lar morfolojik olarak saglam
olarak gorunmelerine ragmen TJ butunligunun hizhi bozuldugu ve cesitli
epitelyal dokularda kronik inflamasyon bulgulari gelistigi izlenmistir [33]. Ayni
sekilde okludinin down-regulasyonu ile endotelyal permeabilite artisi

arasindaki iligkiyi ortaya koyan galismalar mevcuttur [34].



1.2.2.2. Klaudin

Klaudinler 20-27 kDa boyutunda okludinler ile sekans benzerligi
barindirmayan membran proteinleridir [26]. Bir intraselller ve iki ekstraselller
parcadan olusur. Ekstraseluler parcalar ile komsu hucreler ile baglanti
saglarlar. Klaudin tipine gore bariyer veya belirli molekullerin gegisini saglayan

porlar olusturular [35].

Klaudinler plazma zari i¢inde polimerize olur ve karsi hucredeki
klaudinler ile dimerik baglar kurarak iki hiicreyi birbirine baglar. Klaudin ailesi
en az 24 uyeden olusmaktadir. Bilindigi kadariyla bagirsaklarda klaudin 1, 3,
4,5, 8,9, 11 ve 14 bariyer olusturan klaudinler, diger taraftan klaudin 2, 10,
15, 17 ise por olusturan klaudinler olarak islev gordugu tespit edilmistir [36].

Klaudin ailesi proteinleri TJ’larin temel bilesenleridir. Paraselller
alandan iyonlarin gecisini kontrol ederek epitel dokunun iyonik homeostazini
saglar [37]. Ornegin klaudin 2 ve klaudin 15 Uretme yetenedi engellenen
farelerde ince bagirsak lumenindeki sodyum dizeyinin dengelenemedigi
raporlanmig. Dusuk absorbsiyon, intestinal sivi kaybi ve son olarak erken 6lum

ile giden bir klinik raporlanmistir [38].
1.2.2.3. Junctional Adezyon Molekiilii (JAM)

JAM epitelyal ve endotelyal hicreler tarafindan Uretilen immunglobulin

(Ig) alt ailesidir. Intestinal permeabilite ve inflamasyonda gérev alirlar [39].
1.2.2.4. Trisellulin

Epitel hlcreleri sadece 2 hucre arasinda baglanti kurmaz. Trisellulin
interselller bilegkelerde, 3 komsu hucreyi birlestirerek bariyer olusumunu ve
stabilitesini saglar. Kurulan bu baglanti ile makromolekullerin gecisine engel
olunur ancak iyon gegcirgenligi korunur [40].



1.2.2.5. Zonula Okludens

Z0O-1, Z0O-2 ve ZO-3 olarak su ana kadar belirlenen 3 adet protein
mevcuttur. Bu proteinler TJ'a 6zgin olarak saptanan ilk proteinlerdir.
Transmembran TJ proteinleri olan klaudin, okludin ve JAM, ZO proteinleri

araciligi ile sitoskeletal aktomiyozin liflere baglanir.

ZO proteinleri hicresel gecirgenlik, adhezyon, TJ olusumu ve

stabilizasyonunda temel bir rol Gstlenir [41].
1.2.3. Adherens Junctions (AJ)

TJ'lar paraseluler iyon ve solit madde transportunun ana duzenleyicisi
olarak gorev yaparken AJ’larin ana gorevi iki hlcre arasindaki adezyonun
saglanmasidir. TJlar apikolateral alanda yerlesirken AJ’lar bu yapilarin altinda

bazolateral yuzeyde yerlesim gostermektedir.

AJ’lar bitisik hlcreler arasi baglantiy1 saglar. AJ’larin ana komponenti
olan E-cadherin, tip 1 cadherin transmembran glikoproteinidir. Hlicreler arasi
baglantiy1 olusturan ekstraselller ve aktin iskelet ile baglantiyi saglayan

sitoplazmik iki pargadan olusur.

Mikrotubul ag ve aktin hucre iskeleti ile arayuz olusturan p120 catenin,
b-catenin ve a-catenin araciligi ile sitoplazmik parganin yapilandiriimasi ve

stabilizasyonu saglanir [42].
1.2.3.1. Cadherinler

Cadherinler, hucreler arasinda siki baglantilarin olusmasini saglayan
bir grup glikoprotein proteindir. Cadherinler, hicrelerin tutunmasina yardimci
olan desmosom ve adherens baglantilarinda énemli bir rol oynarlar. Ayrica,
hicrelerin go¢ etmesi, sekil degistirmesi ve organlarin gelisimi sirasinda da
onemlidirler. Cadherinlerin  islevleri, hucreler arasindaki baglantilar
guclendirerek dokularin saglamhgini ve vyapisal butunligund korumaya

yardimci olur.



E-Cadherin AJ’1 olusturan ana transmembran proteindir. Diger
hicredeki egslenigi ile birleserek hdcreler arasi temasi saglar. Ekstraselller
cadherin bolgeleri kalsiyum iyonlari varliginda homofilik adezyon olarak

adlandirilan duruma erisip birbirleriyle stabil temaslar olusturur.

Epitel dokuda eksprese olan E-cadherine karsilik mezenkimal
dokularda N-cadherin adherens junction komponenti olarak karsimiza cgikar.
N-cadherin (Neural cadherin), implantasyon sonrasi embriyoda yaygin olarak
eksprese edilir ve yetigkinlik boyunca surekli ekspresyon ile mezodermde
yiksek seviyelerde gézlenir. ilk olarak noronlarda fonksiyonu tanimlanan bu
proteinin sonrada kalp kasi ve kanser metastazinda da rol oynadigi

saptanmistir [43, 44].

1.3. intestinal Gegirgenlik

intestinal bariyer sabit bir yapi degildir. Cesitli fizyolojik, ilag ve hastalik
aracili uyarilara cevap olarak dizenlenen dinamik bir olusumdur. Gegirgenlik
Ozellikleri molekullerin  yapisal Ozellikleri, boyutu ve yuklune gore

sekillenmektedir.

Barsak epitelinden besinlerin, su ve iyonlarin gegisi barsak Iumeni ile
mukoza arasinda gerceklesen aktif ve pasif sirecler sonunda saglanir. Aktif
sureclerin ana elemani olan enterositler iyon kanallari, tagiyici molekuller ve
pompalar araciligi ile sekresyon ve absorbsiyon dengesini duzenleyerek
homeostazi saglarlar. Bu surecler paraseluler ve transselller yolaklar araciligi

ile saglanir.

Paraselller yolak, tight junctionlar ile bagli olan hucreler arasinda
olusan cesitli boyuttaki porlar araciligi ile gergeklesen akimi ifade eder. Bu yol
molekullerin pasif olarak gerceklesen transepitelyal akiminin %85’inden
sorumludur. Paraseluler yolak intestinal gecirgenligin belirleyicisi ve lumendeki

antijenlere karsi efektif bir bariyer olarak gorev alir [45].
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Transseluler yolak ise molekullerin enterosit membrani boyunca
transportunu saglar. Kuguk hidrofilik ve lipofilik molekuller enterosit zarinin lipit
cift tabakasi da pasif diftizyon yolu ile taginir. Buna kargin iyonlar, aminoasitler
ve spesifik antijenler ise aktif tasinma mekanizmalari olan endositoz, transsitoz
ve ekzositoz araciligi ile lUmenden organizmaya tasinir. Benzer sekilde
bakteriyel proteinler ve toksinler gibi bliyuk molekuller endositoz ve transsitoz
mekanizmalari aracihgi ile hiucre icine alinir ve immun sistem hucrelerine

sunulur [2].

Gegirgenlik derecesi proksimal ve distal bolgelerde, kriptler ve villuslar
arasinda farkhlik gosterir ancak epitelden maddelerin gegisini dizenleyen
mekanizmalar barsak boyunca benzer Ozellikler gosterir. Bu degisimler
endositoz, hucre i¢i sinyalizasyon, aktin hucre iskeleti ve hucreler arasi

etkilesimleri icerir.

Gegirgenlikteki hizli degisimler hlcre iskeleti araciligi ile miyozin hafif
zincir kinaz fosforilasyonu ve TJ protein endositozu islemleri ile dizenlenir [46].
Uzun vadede degisimler ise TJ protein ekspresyonu, epitel huicre

dizenlenmesi ve apoptozu sayesinde gercgeklestirilir [47, 48].

immiin sistem aracilii ile salgilanan timor nekroz faktér alfa (TNF-a),
interferon gama (IFN-y), IL-8, IL-10 intestinal bariyeri TJ Uzerinden duzenler.

Artmis sitokin duzeyleri intestinal gegirgenligi artirarak etki gosterir [49, 50].
1.3.1. intestinal gegirgenlik ve iligkili hastaliklar

Mukozal hasarlanma sonucunda intestinal gecirgenligin artmasina
binaen bakteriler ve bakterilerin Urettigi yan Grunler barsak Iimeninden
translokasyon ile organizmaya ge¢mektedir [51]. Bozulmus intestinal bariyerin
intestinal gecirgenlik ve inflamasyonu artirdigi bilinmektedir. Gunumuzde
‘gecirgen barsak sendromu” olarak bu durum cgesitli gastrointestinal ve
sistemik hastalik ile iligkili gorulmektedir [52].
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1.3.1.1. inflamatuar barsak hastalig: (iBH)

Bu hastalik grubu altinda yer alan crohn ve Ulseratif kolit, kesin
etyolojileri halen bilinmeyen kronik hastaliklar olarak kargimiza ¢ikmaktadir.
immunolojik, genetik, c¢evresel faktorler, barsak mikrobiyotasi ile ilgili

degisiklikler patogenezde yer alan en olasi faktorlerdir [53].

iBH’nda gériilen intestinal gecirgenlik artisi hastalik seyrinde gelisen
inflamatuar yanit, disbiyozis ve TJ modifikasyonlari sonucunda ortaya
cikmaktadir. TNF-a, Transforme edici buyume faktoér-beta (TGF-8), IL-17, IL-
22 ve IL-23 IBH patogenezinde intestinal mukozada artmis inflamatuar yanitlar

olusturmaktadir [54].

IBH olan olgularin barsak mikrobiyotasinda invazif Echerichia coli gibi
proinflamatuar bakteriler, Ruminococcus gibi mukolitik bakterilerde artis ve
bunun sonucunda izlenen mikrobiyota c¢esitliliginde azalma izlenmektedir [55].
TNF-a ve IL-13 gibi sitokinlerin ise Ulseratif kolit patogenezinde intestinal hiicre

apoptozuna ve TJ komplekslerinin yikimina neden oldugu goésterilmigtir [56].
1.3.1.2. Ankilozan Spondilit (AS)

Spondiloartrit grubundan bir hastalik olan AS hastalarinda bazen
IBH’na ilerleyen subklinik intestinal inflamasyon ve saglikl kisilere gére artmis

mikrobiyota cesitliligi gosterilmistir [57, 58].

Patojenik ve patojenik olmayan bakteriyel uyarim sonucunda epitelyal
TJ gegirgenligini duzenleyen zonulin yolagi aktive olmakta ve intestinal

gegirgenlik artmaktadir [59, 60].
1.3.1.3. Sistemik lupus eritematozus (SLE)

SLE, cilt, bobrek ve merkezi sinir sisteminde ¢oklu organ hasarina
neden olabilen, otoantikor ve immun komplekslerin olusumu ile karakterize
kronik otoimmun bir hastaliktir [61]. Bu hastalardaki bozulmusg intestinal bariyer

fonksiyonu ile gegirgenlik artisi sonucunda gelisen ve “sizdiran barsak” olarak
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adlandirilan klinik durum ile patojen, toksin ve bakteriler barsak lumeninden

organizmaya transloke olur [62].
1.3.1.4. Tip 1 diyabetes mellitus (T1DM)

T1DM patogenezi, disbiyozis [63, 64], enterovirUs enfeksiyonlari [65] ve

intestinal gecirgenlik [66] ile iligkili gorulmektedir.

Yasamin erken donemlerinde gegirilen enteroviris enfeksiyonlarinin
intestinal bariyer hasarina neden olarak T1DM gelisimi igin predispozan faktor

olan otoantikor geligimi ile iligkili goriimektedir [67, 68].
1.3.1.5. Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) ve Obezite

Kronik hiperglisemi gen transkripsiyonu Uzerine direkt etki ile intestinal
bariyer fonksiyonundan bozulmaya neden olur [69]. Hiperglisemi sonucunda
barsak gecirgenligi artisi ve buna bagh olarak bakteriyel translokasyon ve

metabolik endotoksemi geligir [70].

Yuksek yagli diyet sonucunda barsak mikrobiyotasinda inflamatuar ve
invazif bakteri artisi olmaktadir [71]. Disbiyozis ve fazlalik yag dokunun etkisi
ile ortaya g¢ikan inflamasyon intestinal gecirgenlik artisina neden olmakta,
inflamatuar sitokinlerin asiri salgisi ile metabolik ve immin homeostaz
bozulmaktadir [72].

1.4. Sodyum Benzoat

Benzoik asit (E211: sodyum benzoat) gidalarda koruyucu olarak
kullanim alanina sahiptir. Eczaci Michel de Nostredame tarafindan 1556’da
Tesbih calisi olarak bilinen Styrax officinalis adli bitkinin recinesinden elde
edilmigtir. 1875 yilinda ise Leopold Salkowski tarafindan maya ve kiflere karsi
etkinligi bulunduktan sonra 1900’l0 yillarin basindan beri endlstriyel gida

koruyucu olarak kullanim alani bulmusgtur.

Sodyum benzoat kozmetik, gida ve ila¢ endustrisinde kullanilan en eski

kimyasal koruyucular arasindadir ve FDA tarafindan gidalarda kullanimina izin
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verilen ilk maddedir. Genel olarak meyve ve sebze sularinda, gazlh
mesrubatlarda, alkolli ve alkolsuz iceceklerde, konservelerde, soslarda; kuf,

maya, bakteri olusumunu inhibe etmek icin kullaniimaktadir [73].

Koruyucu maddeler siklik ile kombinasyon olarak gidalarda
kullaniimaktadir. Yapilan bir bagka galismada ise alkolsuz icecek ve meyve
sularinda, sodyum benzoat ve askorbik asitin birlikte kullanildig
kombinasyonlarin metal gida ambalajlari ile reaksiyonu sonucunda benzen

olusumu gosterilmigtir [74].

FDA tarafindan GRAS (Generally recognised as safe) kategorisinde
siniflandirilan sodyum benzoatin trinlerdeki kullanim Ust sinin %0.1 olarak
tanimlanmistir [75]. Ancak farkli Ulkelerde farkh miktarlarda kullanildigi

bilinmektedir [76]. Ulkemizde ise en ¢ok % 0.1 oraninda kullanilabilmektedir.
1.4.1. Sodyum benzoat farmakokinetigi

Oral olarak alinan sodyum benzoat sindirim sisteminde hizh bir sekilde
emilmektedir. Oral alimdan sonra 1-2 saat icinde tepe plazma
konsantrasyonuna ulasmakta ve ana olarak karacierde metabolize
edilmektedir [77, 78]. Karacigerde amino asit glisine baglanarak metabolize
edilir ve idrardan hippurik asit olarak atilir. Gunlik ortalama 400-800 mg civari

glisin, hippurik asit olarak idrarla atilmaktadir [79].

Artmig glisin atilimi, glisinin esas oldugu metabolik sureglerde
karacigerin islevinin bozuldugunu gdsterir. Duguk glisin seviyeleri, idrar ile
atilan kreatinin, glutamin, Ure ve urik asit seviyelerini azaltarak plazma

konsantrasyonlarinda artisina neden olabilmektedir [79].

Sodyum benzoat iceren gidalar glisin metabolizma yukinu arttirmakta
ve idrarla atilan hippurik asit miktarinda artiga neden olmaktadir [80].

1.4.2. Sodyum benzoat kullanimi ile iligkili patolojiler

Sodyum benzoat guvenli bir madde olarak kabul edilmesine ragmen,

kisa sureli maruziyette, ciltte ve solunum vyollarinda tahrise neden
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olabilmektedir, ancak uzun sureli veya tekrarlanan temas ile yuksek cilt
duyarhligina neden olabilmektedir [81]. Yuksek dozdaki sodyum benzoat
uygulanmasi ise dokularda artmig histamin ve prostaglandin salinimina,

Ulserlere ve mide mukus salgisinda degisimlere neden olmaktadir [82, 83].

Oral veya inhalasyon yolu ile maruziyette ise kronik Urtiker siddetinde ,

astim, rinit, dermatit bulgularinda artisa neden oldugu bildirilmistir [84].

Sodyum benzoat ile yapilan fareler Gzerindeki bir calismada beyindeki
glutatyon duzeyini azalttigi ve malondialdehit seviyesini artirdigi saptanmistir.
Calismadaki farelerde hafiza ve motor koordinasyonun bozdugu ve norolojik
hasara neden oldugu bildiriimektedir. Cocuklarda hiperaktivite ve dikkat
eksikliginin sodyum benzoat maruziyeti ile iliskili olabilecedi belirtimektedir
[85].

Wistar albino fareler ile yapilan baska bir toksikoloji ¢calismasinda ise
yuksek dozlarda sodyum benzoata maruz birakilan farelerde hepatosit hiicre
membran hasarlari, mitokondrial krista kayiplari , karaciger ve bdbrek

fonksiyon bozukluklari saptanmistir [86].

Hamile fareler ve gestasyon suresinin sonunda yenidoganlari Uzerine
yapilan bagka bir calismada ise gebelik suresi boyunca %0.5, %1 ve %1.5
konsantrasyonlarda sodyum benzoata maruz birakilan farelerin karaciger
dokularinda doz bagimh genotoksik etkilenme gosterilmis, DNA ¢ift zincir

kiriklari saptanmistir [87].

Yumurtalarinin seffaf olmasi nedeni ile zebra baligi kullanilarak yapilan
bir organogenez deneyi sirasinda sodyum benzoat maruziyetinden
kaynaklanan bagirsak kusurlari, bobrek gelisim anomalileri ve perikardiyal
kese ddemi izlenmistir. Erken embriyogenez doneminde sodyum benzoata
maruziyet sonrasinda norotoksisite ve teratojenitenin induklendigi yonunde

bulgular saptanmistir [88].

Sodyum benzoat ve potasyum benzoatin periferal lenfosit hiicrelerine
in vitro etkisini inceleyen bir baska calismada ise sodyum benzoatin artmig
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DNA hasarina neden oldugu, sodyum ve potasyum benzoatin mutajenik ve

sitotoksik oldugu yonunde sonuglar elde edilmigstir [89].
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Il. GEREC VE YONTEM
2.1. Hicre Kiiltiria

Caco-2 kolon kanser hiicreleri 25 cm?lik hiicre kdltir flaskinda, %10
Fetal Buzagi Serumu, %1 L-Glutamin ve % 1 Penisilin- Streptomisin igceren
RPMI 1640 besiyerinde i¢ ortami 37 °C, % 5 CO2 ve % 95 nem iceren
inkiibatdrde cogalmaya birakildi. iki giinde bir besiyerleri degistirilerek, kiiltiir
kabini kaplayinca (konfluent olunca) %0.25 Tripsin-EDTA soltisyonu ile 37°C
ile 5 dakika birakilarak hucreler alindi. 1000 rpm’de 5 dk. santrifuj edildikten

sonra pasajlandi.
2.2.1. Caco-2 hucre serisi

Esas olarak insan kolon karsinomundan turetilen epitelyal hiicre hatti
Caco-2 (Cancer coli) , bagirsak epitelyal bariyerinin bir modeli olarak genis
capta kullaniimaktadir. En avantajli 6zelliklerinden biri, kiiguk bagirsagin firca
kenar tabakasi gibi birgok 6zelligi olan bir hiicre tabakasina spontan olarak
farkhlasabilme yetenegidir [90]. Bu seri intestinal epitel bariyer islevinin

degerlendiriimesi icin kabul edilmis bir referans modeldir [91].
2.2. Sodyum Benzoatin Uygulanmasi

Sodyum benzoat (Sigma 71300) 1/1.000 ve 1/10.000 oranlarinda (g/L)
hdcre kultird medyumunda ¢ozdurtlerek 0,22 mikron filtrelerden gegirilerek

sterilize edildi. Her iki konsantrasyon 24 saat boyunca hicrelere uygulandi.
2.3. Western Blot Uygulamasi
2.3.1 Protein izolasyonu ve Kantifikasyonu

Uygulama surelerinin sonunda hicreler T75 kultlr kabindayken 3 kez
soguk PBS ile yikandi. PBS igerisinde hicre kaziyici ile (Nest-710001)
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kaldirildi ve 5 dk 1000 rpm’de santriflij edildikten sivi faz uzaklastirdi ve -
80°C’de saklandi.

-80°C’den cikarilan 6rnekler cozinmeden Uzerlerine Proteaz inhibitor
kokteyli (Clontech-PT5140-2) iceren 2 ml soguk xTractor (Takara-635625)
lizis tamponu eklendi, 30 dakika buz Uzerinde inkibe edildi ve 10 dakikada
bir vortekslendi. Sonrasinda 30 dk +4°C’de 16000G’de santrifuj edildi.

Supernatant icindeki ¢cozulmus proteinler yeni bir tiipe alindi ve pellet atildi.

Protein konsantrasyonu, BCA Assay teknigiyle ureticinin belirledigi
protokole uygun olarak belirlendi (Takara-T9300A). Bunun i¢in 125-2000
Mg/ml arasinda 7 farkli konsantrasyonda BSA standardi xtractor buffer ile
seyreltilerek hazirlandi. Blank olarak bufferin kendisi kullanildi. 20’ser ul
ornek proteinler ve standartlar 96 gozlu seffaf kuyucuga 2 tekrar seklinde
yiklendi. Uzerine 250 pl 1X CBB boya sollisyonu eklendi ve 30 dk oda
37°C’de inkube edildi.

Sure sonunda spektrofotometrede 595 nm okuma yapildi ve blank

optik yogunluk (OD) degeri tum standart ve 6rneklerden ¢ikartildi ve standart

egri cizildi.
Konsantrasyon 125 250 | 500 750 1000 1500 | 2000
pg/ml
oD 0.1345 | 0.241 | 0.37 | 0.5345 | 0.6215 | 0.8975 | 1.168
(Blanked)

Tablo 2.1. Blank optik yogunluk degerleri
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Standart Egri
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Konsantrasyon pg/ml

Sekil 2.1. Blank optik yogunluk degerleri egrisi

Standart egriye gore y=0,0005x +0,0962 formili ve R? degeri 0,997
olarak hesaplandi. Bu formtle gére érneklerin OD degerlerine gore protein

konsantrasyonlari hesaplandi.

Deney Grubu Kisaltma Kon(ssgn/trrnaﬁyon
Kontrol C 320.6
Sodyum Benzoat -1/1.000 1 361.6
Sodyum Benzoat -1/10.000 2 484.6

Tablo 2.2. OD degerlerine gére hesaplanmis sodyum benzoat

konsantrasyolari

Hesaplanan degerlere gore tum ornekler 100 pg/ml konsantrasyona

gelecek sekilde xtractor buffer ile seyreltildi. Ornekler tizerine her ml igin 0,34

Ml %10 R-merkaptoetanol igeren 4X laemmli tamponu eklenerek 95°C’de 5

dakika su banyosunda denature edildiler. Eklenen tampon sonucunda 6rnek

konsantrasyonu 80 pg/ml olarak kaydedildi ve -20°C’de saklandi.
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2.3.2. Tamponlarin Hazirlanmasi

Asagida tablolari verilen tampon ¢ozeltiler caligmalara baslamadan
once ayri ayri hazirlandi, pH degerleri tablodaki degerlere gore ayarlandiktan
sonra ¢ozeltiler 24 saat dinlendirildi ve ertesi giin pH degerleri tekrar kontrol

edilerek gosterilen degerde sabitlendi.

SDS (%10) 16 ml

Tris base 72,684 gr

ddH20 180 mi

pH 8,8 (HCl ile)
ddH20 200 ml'ye tamamla

Tablo 2.3. Ana Jel Tamponu

SDS (%10) 16 ml

Tris base 12,10 gr

ddH20 160 ml

pH 6,8 (HCl ile)
ddH20 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

Soguk 20% 1X’e

Methanol/ethanol seyreltirken
eklenir

Tablo 2.6. Transfer Tamponu
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Tris-base 24g

NaCl 889

dH20 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 ddH20

1Iml Tween20

Tablo 2.8. TBST

Ponceau 0.10%
Asetik Asit 5%
dH20 50 ml

Tablo 2.9. Ponceau Boyasi

2.3.3. Jel Hazirlama ve Elektroforez

Hedef antijenlerin buyUklugu degerlendirilerek jel konsantrasyonuna

%10 olarak karar verildi. Buna gore asagida tablosu verilen separating jel
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hazirlandi ve jel dSkme aparatina ylklendi. Uzerine %60 izopropil alkol ile
doldurularak jelin Ust seviyesi duzlendi ve 30-45 dakika boyunca donmasi
beklendi.

Bilesen

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

ddH20 2,725 ml

Ana Jel Tamponu 0,625 ml

%10 APS (ul) 25 yl

TEMED (ul) 5l

Tablo 2.10. Separating Jel

Jelin dondugu dogrulandiktan sonra Uzerindeki izopropil alkol filtre
kagidiyla emdirildikten sonra asagida tabloda karisimi verilen stacking jel
hazirlandi ve yuzeye kadar doldurularak taraklarla birlikte jel 30-45 dakika

donmaya birakildi.

Bilesen

Bis-akrilamid (1:30) | 1 ml

ddH20 5ml

Stacking jel 2 ml
tamponu pH(6.8)

%10 APS (ul) 50 pl
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TEMED (ul) 10 pl

Tablo 2.11. Stacking Jel

Sonrasinda taraklar ¢ikarildi ve jel yikandi. Aparatiyla birlikte ytritme

tankina alinan jelin kabi 1X running tamponuyla dolduruldu.

Kuyucuklara protein boyut markeri 8 pl (Precision Plus Protein Dual
Color, Biorad1610374), kontrol grubu ve diger 6 grup 30 pl (2,4 ug total
protein) sirasiyla yuklendi. Dig tank yariya kadar running tamponuyla
dolduruldu ve 90V’ta galistirildi. Boya yurumesi takip edildi ve yaklasik 20 dk
sonra stacking jel seviyesini gecgince voltaj 120V’a yUkseltildi ve yaklagik 2
saat boyunca yuruttlda. Markerin acikligi takip edilerek hedef proteinlerin

oldugu bdlgelerde iyice ayrildigi dogrulandiginda yurime durduruldu.
2.3.4. Membrana Transfer ve Blotlama

1X transfer tamponu soguk olarak hazirlandi ve filtre kagitlari,
nitroseltiloz membran ve stngerler bu tamponda islatildi. Sandvi¢ kaset
icerisine sirasiyla sunger-filtre kagidi- jel- nitroselliloz membran islak
ortamda eklendi ve jel ile membran Uzerinde mini merdane gezdirilerek arada
kalan sivi ve hava alindi. Sonra tekrar filtre kagidi ve suinger eklenerek
sandvi¢ kaset duzenegi sikica kapatildi ve transfer tankina yUklendi. Katottan
anota dogru akimin jelden membrana dogru denk gelecegi sekilde kasetler
transfer tankina yerlestirildi ve tank da i¢i buzlu su dolu daha buytk bir
saklama kabina konuldu. Tankin en altina manyetik karigtirici yerlestirildi ve

350 mA akimda 90 dakika transfer gerceklestirildi.

Transfer sonrasi jel atildi ve membran distile suyla yikandi. Hazirlanan
Ponceau boyasi membrana damlatildi ve birka¢ dakika yavasca c¢alkalandi.
Ponceau boyasi yikandiktan sonra membran Gzerinde protein bantlari

asagidaki gorseldeki sekilde gbzlenerek transferin gergeklestigi dogrulandi.
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Sekil 2.1. Ponceau S boyasiyla boyanan membranlardaki total protein

bantlari

Sonrasinda membranlar isaretlenecedi antikorlara gore farkl kaplara
alindi ve TBST ile 5 dakika ¢alkalanarak Ponceau temizlendi. Blocking iglemi
icin %5 sut tozu (Santa Cruz sc-2324) iceren TBS igerisinde membranlar
yavas hizda 1 saat g¢alkalandi. Sure sonunda karisim dokulerek TBST ile bir
kez yikandi.

%1 BSA (Santa Cruz- 9048-46) iceren TBST igerisinde primer

antikorlar agagidaki tabloya gore seyreltildi.

Antikor Seyreltme Orani
GAPDH 1/3000

Actin 1/500
E-cadherin 1/500
N-cadherin (CDH12) 1/500
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Tablo 2.12. Antikor seyreltme oranlari

Primer antikor karigimlariyla birlikte membranlar +4°C’de gece boyu
yavas calkalamada birakildi ve ertesi gin TBST ile 4 defa 10 dakika boyunca
yuksek hizda galkalanarak yikandi.

%1 BSA iceren TBST ile 1/2000 oraninda sulandirilan sekonder
antikor (Biorad- 1706515) eklenerek oda sicakliginda 2 saat yavas

calkalamada membranlar inkube edildi.

Sonrasinda 4 defa 10 dakika boyunca TBST ile yikanan membranlar
Uzerine kemiliminesans (ECL) luminol karigsimi (Biorad-1705061) eklenerek

5 dakika sonra karanlik odali kamerada fotografi ¢ekildi.

Cekilen ECL fotograflarinda bantlar GAPDH’a goére normalize edildi ve

gruplar arasindaki ifade farkhliklari Imaged programiyla hesaplandi.
2.4. TEER Olgiimii

insan kolon epitel hiicreleri, (CACO2) monolayer olusturmak igin 3 um
gbzenek boyutuna sahip gecirgen 12 kuyucuklu transwell hiicre plakasina
her kuyucuga 1.5 x 105 yogunlukta hucre olacak sekilde ekildi ve 24 saat

hdcrelerin tutunmasi igin inktbe edildi.

24 saatin sonunda tum hucrelerin transepitel elektrik direnci (TEER)
degerleri EVOM2 araciligiyla élguldu ve devaminda kultar medyumlari deney
gruplarina belirtilen oranlarda deterjan ve sodyum benzoat iceren medyumla

degistirildi.
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Sekil 2.2. EVOM2 cihazi ile TEER 6lgimu

2.5. istatiktiksel Analiz

istatistik analizler igin Jamovi istatistik programi kullanildi (The jamovi project

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

internet sitesinden indirildi.) TEER o&lgimlerinin kontrol grubu ve farkli
konsantrasyonlarda benzoat uygulanan gruplar arasinda karsilastiriimasinda
student t-testi kullanildi. Western blot ile elde edilen protein duzeylerinin
gruplar arasi karsilastirnimasinda student t testi kullanildi, her
konsantrasyonda 0. ve 24. saat kargilastirmalarinda paired samples T testi
kullanildi. P<0.05 istatistiksel anlamli kabul edildi.
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. BULGULAR
3.1. Western Blot Uygulamasi

Uygulama sonucunda elde edilen jel goruntileme fotograflar asagida

listelenmistir.

Kontrol 1 2
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Sekil 3.1. GAPDH

Kontrol 1 2
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Sekil 3.2. E-Cadherin
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Sekil 3.3. N-Cadherin

Sekil 3.4. a-SMA

3.2. Kantifikasyon

ImageJ yazilimi ile GAPDH boyamalarina gére tum gruplar normalize

edildi. Daha sonra deney gruplarinin Kontrol grubuna gére bagil ifadeleri

katsay! cinsinden hesaplandi.

3.3. Gruplar arasinda TEER Olgiimlerinin Karsilastiriimasi
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Tablo 3.1. Kontrol grubu, 1/1.000 ve 1/10.000 konsantrasyonda Na
Benzoat uygulanan gruplarda 0. Saat TEER olguimlerinin

karsilastiriimasi

TEER olgumii (Q) p*
Kontrol 109 £ 1.155 Q
Sodyum Benzoat - 104 £ 0.577 Q 0.013
1/1.000
Sodyum Benzoat - 104 £ 0.577 Q 0.034
1/10.000

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

kargilagtiriimasi

Arastirmanin baslangicinda kontrol grubundan alinan TEER olgcimu ortalama
109 +£1.15 idi. Sodyum benzoat 1/1.000 igin bu deger 104 £0.577 iken
sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 104+0.577 idi. Sodyum benzoat
uygulanan gruplarin kontrol grubu ile kargilastiriimasinda, bu gruplarda

TEER duzeylerinin anlamli distk oldugu bulundu (P<0.05)

Tablo 3.2. Kontrol grubu, 1/1.000 ve 1/10.000 konsantrasyonda Na
Benzoat uygulanan gruplarda 24. Saat TEER ol¢iimlerinin

karsilasgtiriimasi

TEER olgumii (Q) p*
Kontrol 108+1Q
Sodyum Benzoat - 84.7+£0.577 Q <.001
1/1.000
Sodyum Benzoat - 93+2Q 0.001
1/10.000
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*1/1000 ve 1/10.000 sodyum benzoat gruplarinin kontrol grubu ile

kargilagtiriimasi

Arastirmanin 24. saatinde kontrol grubundan alinan TEER 6l¢imu ortalama
10811 Q idi. Sodyum benzoat 1/1.000 i¢in bu deger 84.7£0.577 Q iken
sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 932 Q idi. Sodyum benzoat
uygulanan gruplarin kontrol grubu ile kargilastiriimasinda, bu gruplarda

TEER duzeylerinin anlamli disuk oldugu bulundu. (P<0.05)

Tablo 3.3. Tum galisma gruplarinda 0. ve 24. Saat TEER ol¢uimlerinin

karsilagtiriimasi

TEER &lgiimii (Q)

0.Saat 24. Saat p*
Kontrol 109 +1.15Q 108 +1 Q 0.383
Sodyum 104 +0.577 Q 84.7 +577 Q 0.001
Benzoat -1/1.000
Sodyum 104. £0.577 Q 93+2Q 0.011
Benzoat-
1/10.000

*0 ve 24. Saat TER olgimlerinin paired samples t testi ile karsilastiriimasi

Arastirmanin 0. Ve 24. Saatinde elde edilen TEER 6lgumu kontrol grubunda
0. saatte 109 £1.15 Q, 24. Saatte 108 £1 Q olarak dlguldu. TEER dizeyi
degisimi istatiksel olarak anlamsiz bulundu (P>0.05). Sodyum benzoat
1/1.000 igin bu deger 0. saatte 104 £0.577 Q, 24. saatte 84.7 +577 Q olarak
Ol¢uldl. Sodyum benzoat 1/10.000 igin bu deger 0. Saatte 104. £0.577 Q, 24.
saatte 93 £2 Q olarak dl¢uldu. Sodyum benzoat uygulanan her iki grupta
TEER duzeyinde anlamli disus saptandi (P<0.05).
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Tablo 3.4. Gruplar arasinda E-cadherin ekspresyon Diizeylerinin

Karsilastiriimasi

E-Cadherin bagil p*
degeri
Kontrol 1
Sodyum Benzoat - 1.482+0.00473 <.001
1/1.000
Sodyum Benzoat - 1.409+0.02551 0.001
1/10.000

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

kargilagtiriimasi

Kontrol grubuna goére alinan bagil degerler ile sodyum benzoat gruplari
karsilastinldiginda sodyum benzoat 1/1.000 i¢in bu deger 1.482+0.00473
iken sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 1.409+£0.02551 idi. Sodyum
benzoat uygulanan gruplarin kontrol grubu ile karsilastiriimasinda, bu

gruplarda E-Cadherin dizeyinde anlaml artis oldugu saptandi. (P<0.05)

Tablo 3.5. Gruplar arasinda N-cadherin ekspresyon Duzeylerinin

Karsilagtiriimasi

N-Cadherin bagil p*
degeri
Kontrol 1
Sodyum Benzoat - 0.529 + 0.00115 <.001
1/1.000
Sodyum Benzoat - 0.583 £ 0.00569 <.001
1/10.000
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*1/1000 ve 1/10.000 sodyum benzoat gruplarinin kontrol grubu ile

kargilagtiriimasi

Kontrol grubuna goére alinan bagil degerler ile sodyum benzoat gruplari
karsilastinldiginda sodyum benzoat 1/1.000 icin bu deger 0.529 + 0.00115
iken sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 0.583 £ 0.00569 idi.
Sodyum benzoat uygulanan gruplarin kontrol grubu ile kargilastiriimasinda,

bu gruplarda N-Cadherin diizeyinde anlamli disus saptandi. (P<0.05)

Tablo 3.6. Gruplar arasinda a-SMA ekspresyon Diizeylerinin

Karsilagtiriimasi

a-SMA bagil degeri p*

Kontrol 1

Sodyum Benzoat - 0.606 + 0.00600 <.001
1/1.000

Sodyum Benzoat - 0.509 £ 0.00100 <.001
1/10.000

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

karsilastiriimasi

Kontrol grubuna goére alinan bagil degerler ile sodyum benzoat gruplari
karsilastinldiginda sodyum benzoat 1/1.000 i¢in bu deger 0.606 + 0.00600
iken sodyum benzoat 1/10.000 uygulanan grupta 0.509 £+ 0.00100 idi.
Sodyum benzoat uygulanan gruplarin kontrol grubu ile karsilastiriimasinda,

bu gruplarda a-SMA dizeyinde anlamli disus saptandi. (P<0.05)
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IV. TARTISMA

Tez projemizin bulgulari, sodyum benzoat maruziyetinin kolon epitel
hicrelerinde E-cadherin ekspresyonunda artma ile karakterize ve
transepitelyal elektrik direncinde azalma ile gozlenen gegirgenlik artisina
neden oldugunu desteklemektedir. Bu hasar hem dusik hem de yuksek doz
maruziyetlerde gozlenmistir. Bunun yaninda, epitel hasari ile iligkili oldugu
bilinen ve epitelyal mezenkimal dontsimuin goéstergesi olan n-cadherin ve a-
SMA’nin ekspresyonunun sodyum benzoat ile karsilasan kolon epitel

hdcrelerinde dustugu gorulmastur.

Gida maddelerinin Gretiminin endustriyellesmesi ile birlikte 1900’10
yillarin basinda beslenme Urlnlerimize girmeye baglayan gida katki
maddelerinin kullaniminin artmasi ile paralel olarak otoimmun ve alerjik
hastalik sikliginda artis dikkat cekmektedir [92—94].

Son zamanlarda bu dikkat geken hastalik sikligini agiklamak igin epitel
bariyer hipotezi ortaya atilmis ve epitelin bariyer fonksiyonunu bozan
maddelere maruziyetin hastalik sikligi ile paralel olarak arttigina dikkat
cekilmistir [95]. Bu patolojilerin gelisiminde gastrointestinal mukozal
batunligunuan bozulmasi ve epitel gegirgenliginin artmasi ana mekanizmayi
olusturmaktadir. Yuksek yag igerikli, gida katki maddeleri iceren bati tipi
diyetin yayginlagsmasi ile birlikte intestinal bariyer fonksiyonda bozulma ve

disbiyozis ortaya ¢cikmaktadir [96, 97].

Sodyum benzoat, bakteriyostatik ve fungistatik 6zellikleri nedeniyle
tim dinyada yiyecek preparatlarinda kullanilan koruyucu bir maddedir. WHO
uzman komitesi, sodyum benzoatin vicut agirhgi olarak kg basina 5 mg’lik
gunluk tuketimini guvenli olarak bildirmistir. Ancak, arastirmalar sodyum
benzoatin ¢ok yuksek konsantrasyonlarda (2119 mg/kg) kullanildigini

gostermektedir [98]. Sicanlarda yapilan bir calismada sodyum benzoatin ,
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enflamasyona ve apoptozun indiklenmesine sebep oldugu belirtiimistir.
Ayrica ayni galismada dusuk doz sodyum benzoatin da uzun sire uygulama
ile testislerde apoptoz ve hlcre hasarina sebep oldugu gosterilmigtir [99].
Sodyum benzoatin, insan periferal lenfositlerine degisen dozlarda (6,25-100
Mg /mL) uygulandiginda kromozom anomaliligine, kardes kromatit
degisimlerine neden oldugu in vitro olarak gosterilmistir. Ayni ¢alisma ile
SB'’in insan periferal lenfositlerde genotoksik ve sitotoksik oldugu belirtilmistir
[89]. Sodyum benzoatin ayni zamanda ure bozukluklari, akut hepatik
ensefalopati ve multipl skleroz gibi hastaliklar i¢in tedavi edici bir ajan olarak
kullanilabilecegine dair calismalar mevcuttur [L00-103] Sodyum benzoatin
epitelyal bariyer Uzerine etkilerinin incelendigi bir calismaya ise literatirde

rastlanmamisgtir.

Calismamizda sodyum benzoatin kolon epitel bariyer ve epitel
gegirgenlik Uzerine etkileri incelenmistir. Yuksek oranda diferansiye olmus bir
monolayer epitelyum olusturan, kolon mukozasinin 6zelliklerini tagiyan ve
intestinal bariyer fonksiyonu Uzerine c¢esitli calismalarda sikga kullanilan
kolon adenokarsinomu kdkenli Caco-2 hucre hattinda, bu gida katki

maddesinin etkileri arastiriimistir.

Sodyum benzoat tst kullanim siniri olarak FDA tarafindan %0,1
konsantrasyon belirlenmistir. Tursu, mayonez ve hamur iglerinde bu dozda
kullanimi tercih edilmekte iken gazli iceceklerde ve meyve sularinda %0,05-
%0,02 dozlarda kullaniimaktadir.

Akut donem maruziyette kolon epitel cevabini degerlendirmek Uzere
%0.1 (1000 pg /mL) ve %0.01(100 pg /mL) dozlarda uygulanan sodyum
benzoat sonrasinda 24. saatte yapilan TEER 6l¢gimlerinde sodyum
benzoatin transepitelyal elektrik direnci Uzerinde anlamli disuse sebep
oldugu belirlenmistir. Mevcut kullanim bilgileri g6z 6nlne alindiginda, insan
lenfositlerinde yapilmis olan sitotoksisite ¢alismasi ile birlikte

degerlendirildiginde sodyum benzoata akut maruziyetin her iki dozda Caco-2
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kolon kanseri hucrelerinde epitel bariyer hasari olugturdugunu ortaya

koymaktadir.

Calismamizda her iki konsantrasyondaki uygulama sonucunda E-
cadherin seviyesinde artis, N-cadherin ve a-SMA dlzeylerinde azalma
istatistiksel olarak anlamli saptandi. TEER degerindeki dusus ile birlikte
degerlendirildiginde bu komponentlerin degisiminin epitel bariyer hasarina
yanit olarak ortaya ¢iktigini dugindurmektedir. Literaturde sodyum
benzoatin kolon kanser hucreleri Uzerinde epitel bariyer komponent
ekspresyonuna etkilerinin incelendigi calismaya rastlanmamistir.
Calismamizda elde edilen bilgilerden hareketle epitel bariyer
komponentlerinin sodyum benzoat uygulamasi ile ne sekilde degistigi ileri

calismalar igin onerilebilir.
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V. SONUG VE ONERILER

. Caco-2 kolon kanser hucrelerinin %0.1 (1000 ug /mL) ve %0.01(100
Mg /mL) konsatrasyonlarda sodyum benzoat ile inkiibasyonu
sonucunda, transepitelyal elektrik direncinde dugsus ile birlikte epitelyal
bariyer hasari meydana geldigi belirlendi.

. Caco-2 kolon kanser hucrelerinin %0.1 (1000 ug /mL) ve %0.01(100
Mg /mL) konsatrasyonlarda sodyum benzoat ile inkiibasyonu
sonucunda E-cadherin seviyesinde artis, N-cadherin ve a-SMA
duzeylerinde azalma istatistiksel olarak anlamli saptandi. TEER
degerindeki dugus ile birlikte degerlendirildiginde bu komponentlerin
degisiminin epitel bariyer hasarina yanit olarak ortaya c¢iktigini
dusundurmektedir.

. Calismamizda elde edilen bilgilerden hareketle epitel bariyer
komponentlerinin sodyum benzoat uygulamasi ile ne sekilde degistigi
ileri calismalar igin dnerilebilir.

. Kronik ve tekrarlayan sodyum benzoatin kolon epitel bariyer Gzerine

etkilerinin degerlendirilmesi igin daha ayrintili galigmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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VI. OZET

“SODYUM BENZOATIN KOLON EPITELYAL BARIYER
KOMPONENTLERININ EKSPRESYONUNA VE TRANSEPITELYAL
ELEKTRIK REZISTANSA ETKISi”

Amag: insan niifusunun artmasi ve artan gida ihtiyacini karsilamak icin
gelisen endustriyel gida Uretim teknikleriyle birlikte, gidalarda kullanilan katki
maddesi sikliginda da artis meydana gelmistir. Sodyum benzoat, 1900'lerin
basinda antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerinin kesfinden itibaren aktif
olarak kullaniimaktadir. Bu ¢alisma, sodyum benzoatin yaygin kullanilan
dozlarinin kolon epitel bariyeri uzerindeki akut etkilerini incelemek amaciyla

yapilmistir.

Gereg ve yontem : intestinal bariyer islevinin simiilasyonu igin Caco-2 hiicre
serisi tercih edildi. Sodyum benzoat, 1/1.000 ve 1/10.000 oranlarinda
seyreltilerek 24 saat boyunca inkibasyon saglandi. Uygulama sonrasinda,
kultarlerde TEER 6lguma yapildi. E-cadherin, N-cadherin ve a-SMA duzeyleri

Western blot yontemi ile dlguldu.

Bulgular: Her iki sodyum benzoat konsantrasyonunun uygulanmasindan
sonra 24. saatte yapilan dlgimlerde TEER degerinde anlamli azalma, E-
cadherin degerinde anlamli artis, ve N-cadherin ve a-SMA degerlerinde

anlaml azalma saptandi.

Sonug: Sodyum benzoatin, gida maddelerinde kullanimina izin verilen
konsantrasyonlarda uygulandiginda, akut maruziyette TEER dususune
sebep oldugu saptandi. TEER duzeyindeki dusus, epitel bariyer
fonksiyonlarinda bozulmayla iligkilendirildi. E-cadherin artisi ve N-cadherin ve
a-SMA duzeylerindeki azalma, bozulan bariyer fonksiyonunu onarma g¢abasi

olarak gozlendi. Ancak, kronik ve tekrarlayan maruziyetin kolon epitel bariyer
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uzerine etkilerinin degerlendirilmesi icin daha ayrintili galismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

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

TEER

39



VIl. ABSTRACT

“THE EFFECT OF SODIUM BENZOATE ON THE EXPRESSION OF
COLON EPITHELIAL BARRIERCOMPONENTS AND TRANSEPITHELIAL
ELECTRICAL RESISTANCE”

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 a-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 a-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 a-SMA levels were observed as an effort to

repair the disrupted barrier function. However, more detailed studies are

40



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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