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ÖZET

Amaç: Demir eksikliğine bağlı anemi (IDA), dünyada özellikle yeni doğanlarda, çocuklarda ve kadınlarda en sık görülen 
besinsel eksikliktir. Düşük demir içeriği olan besinlerin tüketilmesi ve ince bağırsaktan yeterli demirin emilememesi demir 
eksikliğine bağlı anemiye neden olmaktadır. Memelilerde fizyolojik olarak aktif demirin vücuttan atılımı için bir sistemin 
olmamasından dolayı bağırsak enterosit hücreleri, vücuttaki demir metabolizmasının dengeli bir şekilde devamlılığında 
hayati bir role sahiptirler. Yeterli bağırsak demir emilimi anemi riskini azaltmak için gereklidir. Diyetten alınan ve kanda 
bulunan demir insan vücudu için bulunan iki demir kaynağıdır. Bu çalışmada demir eksikliğine bağlı anemi durumunda 
bağırsak demir metabolizmasının moleküler ve genetik düzenlenmesinde diyetten gelen ve kanda bulunan demir 
mineralinin etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: İnsan kolon epitelyal hücreleri (CaCo-2) insan ince bağırsak sistemini modellemek için özel hücre kültürü 
membran sistemlerinde büyütülmüştür. Kolon hücrelerin apikal ve bazolateral polarizasyonu trans epitelyal rezistans 
(TEER) ölçümüyle test edilmiştir. Demir eksikliğine bağlı anemi Deferoxamine (DFO) ile indüklenmiş olup, demirin IDA 
üzerindeki etkisi RT-qPCR tekniği ile gen düzeyinde araştırılmıştır.

Bulgular: Marker gen (TFR, DMT1) mRNA ekspresyon düzeyleri analiz edildiğinde, hücrelerin bazolateral kısmına demir 
verildiğinde apikal kısma verilene oranla IDA fenotipinin kaybolduğu gösterilmiştir.

Sonuç: Sonuçlar kan demirinin bağırsak demir metabolizmasının düzenlenmesi için gerekli olduğunu göstermiştir. Kan 
demir düzeyi diyetten gelen demirle regüle edilir. Böylece, günlük demir alımı kan demiri düzeylerini düzenlemek için 
önemlidir. Bağırsak enterosit hücrelerinin bazolateral kısım boyunca demir mineralini algılama kabiliyetine sahip 
olabileceğini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Demir eksikliği anemisi, CaCo-2 hücre hattı, enterosit hücreleri, gen regülasyonu

ABSTRACT

Aim: Iron deficiency anemia (IDA) is the most common global nutritional deficiency especially in women, children and 
infants. Consumption of low dietary iron and inadequate intestinal iron intake cause IDA. Intestine of enterocyte cells play 
a vital role to maintain body iron homeostasis since mammals do not have active physiological iron excretion mechanism. 
Efficient intestinal iron absorption is essential to decrease risk of anemia. Diet and blood derived iron are two source for 
human body. Thus, the aim of this study was to investigate the effects of dietary and blood iron minerals on the molecular 
and genetic regulation of intestinal iron metabolism during IDA.
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Material and Method: The human colon epithelial cells (Caco-2 cells) were grown on special bicameral cell culture insert 
systems to mimic the human small intestine. The apical and basolateral polarization of the cells were tested by trans 
epithelial electrical resistance (TEER) measurement. IDA was induced by Deferoxamine (DFO) and the effect of iron on IDA 
was investigated at the gene regulation levels by RT-qPCR technique.

Results: Our main result showed that when iron was given into basolateral side of cells, iron deficient phenotype was 
disappeared compared to apical side iron treatment by analyzing mRNA expression levels of marker genes (TFR and DMT1).

Conclusion: This study suggests that blood iron is essential to maintain intestinal iron metabolism. The blood iron level is 
regulated through dietary iron. Therefore, daily iron intake is important to maintain blood iron levels. Moreover, our results 
also suggest that enterocyte cells might have ability to sense iron mineral through basolateral side.

Keywords: Iron deficiency anemia, Caco-2 Cells, enterocyte cells, gene regulation

GİRİŞ

Demir eksikliği vücuttaki demir depolarının 
yeterli olmaması ve besinlerden alınan demir 
miktarının düşük olması ile ortaya çıkabilmektedir 
(1,2). Dünyada besin eksikliğinden kaynaklanan 
metabolik sorunların başında demir eksikliğine bağlı 
anemi gelmektedir (3). Bunun yanında menstrual 
kanamalar, yaralanmalar, gizli kan kayıpları birincil 
dereceden demir eksikliği riski oluştururken, gebelik, 
doğum sonrası emzirme dönemlerindeki fizyolojik 
değişikliklere bağlı olarak da vücudun demir ihtiyacı 
artmaktadır (3). Dünya genelinde hamile kadınların 
%40’ında ve okul öncesi dönemdeki çocukların 
%47’sinde anemi görülürken, Dünya Sağlık Örgütü 
(DSÖ) dünya genelinde görülen aneminin en 
az %50’sinin demir eksikliğine bağlı olduğunu 
belirtmiştir (4). Türkiye’de ise demir eksiliğine bağlı 
anemi görülme oranı yaş gruplarına göre %30-50 
arasında değişmektedir (5). Bu veriler besinlerden 
alınabilecek demirin sağlık açısından önemini ortaya 
koymaktadır. Demir minerali hücrelere oksijen 
taşınmasında, enerji metabolizmasında, hücre 
bölünmesinde, canlı gelişiminde, vücut savunma 
sistemi gibi insan için önemli birçok fizyolojik olayda 
görev yapmaktadır (6). 

Kimyasal özelliğinden dolayı demir mineralinin 
vücuttaki miktarı çok önemlidir. Eksikliği anemiye 
neden olurken, fazlalığında ise toksik etki 
görülmektedir (7). Bu yüzden vücut içerisindeki demir 
miktarının en uygun düzeyde olması çok önemlidir. 

Memelilerde demirin vücut dışına atılması adına 
özelleşmiş aktif bir fizyolojik sistem bulunmamaktadır 
(8). Vücuttaki demir miktarının kontrolü, besinlerden 
gelen demirin emildiği ince bağırsak enterosit 
hücreleri tarafından sağlanmaktadır (8). Bu yüzden 
demir metabolizmasının moleküler düzeyde kontrolü 
çok önemlidir. Demir minerali besinlerde iyonik 
olarak serbest veya hem grubuna bağlı olarak 
bulunmaktadır. Bağırsaktaki besin emiliminden 
sorumlu enterosit hücrelerinde emilen bu iki farklı 
demir formu hücre içerisine girdikten sonra aynı 
şekilde metabolize edilirler (8). İnorganik demir 
minerali çoğunlukla besinlerde okside ferrik (Fe+3) 
formunda bulunmaktadır. Daha sonra enterosit 
hücre yüzeyindeki redüktaz görevi gören Duodenal 
Cytochrıme B (DCYTB) proteini aracılığı ile Fe+2 
formuna indirgenmektedir (9). Sonrasında bağırsak 
hücrelerinin apikal kısmında (besinlerin bağırsağa 
geldiği yüzey) yer alan demiri transport eden Divalent 
Metal Transporter 1 proteini (DMT1) sayesinde hücre 
içerisine alınmaktadır (10). Hücre içerisine alınan 
demir hücre metabolizması için kullanılabilir, hücre 
içerisinde depolanabilir veya hücrelerden kana 
verilerek diğer dokulara gidebilmektedir. Demir 
kana verilmeden önce ferröz (Fe+2) formundan 
Fe+3 formuna dönüşür ve hücrelerin bazolateral 
(bağırsak hücrelerinin kana bakan yüzey) kısmında 
bulunan ferroportin (FPN) transport proteini ile kana 
verilmektedir (11). Ayrıca kandaki demir bazolateral 
kısımda bulunan Transferrin reseptör proteini (TFR) 
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ile enterosit hücrelerine alınmaktadır (12). Demir 
metabolizmasında rol oynadığı belirtilen genlerin 
ve proteinlerin sorunsuz çalışmalarıyla beslenme 
açısından demir eksikliğinin giderilebilmesi mümkün 
olacaktır.

Hücre içi demir eksikliği enterosit hücrelerinde demir 
alınımından sorumlu olan genlerin regülasyonunu 
etkilerken, aynı zamanda demir eksikliğine bağlı 
hipoksiyanın oluşmasına da neden olmaktadır 
(13). Demir, hipoksiyada demir metabolizmasında 
rol oynayan genlerin regülasyonlarını kontrol 
eden hypoxia inducible 2 alpha (HIF2α) proteinini 
parçalayan enzimler için kofaktör olarak görev 
yapar (13,14). Demir eksikliği bu enzimlerin 
aktivitesini düşürmekte ve HIF2α proteininin 
parçalanmasını ortadan kaldırarak hücre içerisindeki 
hipoksik cevabın artmasına neden olmaktadır. 
İnce bağırsak enterosit hücrelerindeki demirin 
moleküler mekanizması anlaşılmasına rağmen, 
bu yolakta görevli genlerin demir eksikliğine bağlı 
regülasyonlarında diyetsel veya kandaki demirin 
etkisine ait çalışmalar bulunmamaktadır. Diyetten 
demiri alıp hücre içine veren transport proteinler 
apikal kısımda, demiri hücre içerisinden kana 
veren proteinler ise bazolateral kısımda lokalize 
olmaktadır. Bağırsak enterosit hücrelerinin 
apikal ve bazolateral olarak polarize olmaları, bu 
hücrelerde demir metabolizmasında rol oynayan 
proteinlerin bulunduğu yer ve görevlerini doğrudan 
etkilemektedir. Bu da bağırsak hücrelerindeki bu 
polarizasyonun hücre içi besinlere ait moleküler 
yolakları farklı şekilde etkileyebileceğine işaret 
etmektedir. Bu çalışmanın amacı besinlerden alınan 
ve kanda bulunan demir mineralinin demir eksikliği 
ile oluşan anemide bağırsak demir metabolizmasının 
moleküler ve genetik düzenlenmesinde etkisinin 
incelenmesidir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hücre Hattı

Enterosit hücrelerinin doğrudan bağırsak 
dokusundan alınarak kısa bir zaman diliminde 

laboratuvar ortamında kullanılmasının zorluğundan 
dolayı, kültüre edilebilen ve uygun koşullar 
içinde metabolik olarak aktif olan alternatif hücre 
modellerinin oluşturulması önemlidir. Yapılan 
çalışmalar sonucunda, insan kolon karsinoma 
hücrelerinin (Caco-2) yaklaşık 21 gün boyunca uygun 
koşullarda kültüre edilmesi durumunda, insan 
bağırsak enterosit hücresine işlevsel, metabolik 
ve biyolojik aktivite özellikleri açısından büyük 
oranda benzerlik gösterdiği saptanmıştır (15-17). 
Ulaşılabilir hücre modellerine bakıldığında normal 
insan enterosit hücre modellerine hemen hemen 
hiç rastlanmamaktadır. Caco-2 hücre hattı besin 
(18), ilaç (19) ve işlevsel maddelerin etkileri ile 
ilgili çalışmalarda (20), enterosit demir ve bakır 
metabolizmalarında sıklıkla kullanılan en yaygın 
besi yeri olacak şekilde hücre modelidir (21-25). Bu 
çalışmada kullanılan Caco-2 hücreleri için %20 sığır 
serumu, %1 penisilin-streptomisin, %1 elzem olmayan 
aminoasit karışımı ve %1 sodyum pirüvat içeren 
hücre besi yeri (MEM Sigma) besi yeri kullanılmıştır. 
Hücreler, laboratuvarda 100 mm çaplı hücre kültürü 
kaplarında, 1.000.000 hücre/10 mL besi yeri olacak 
şekilde ve 37ºC nemli atmosfer altında, %5 CO2 içeren 
hücre kültürü inkübatöründe kültüre edilmiştir.

İnsan Bağırsak Sisteminin Modellenmesi

İnsan vücudunda bağırsak dokusuna ait besin 
ögesi emiliminden sorumlu enterosit hücrelerinin 
en önemli özelliklerinden bir tanesi kutuplaşarak 
polarize olmalarıdır. Besinlerden gelen besin ögelerini 
alan transport proteinler hücrenin bir kutbunda, 
hücre içerisine giren besin ögeleri kana veren 
transport proteinler ise hücrenin diğer kutbunda 
lokalize olmuştur. Caco-2 hücre hattını ön plana 
çıkaran özelliklerden bir tanesi de bu hücrelerin 
özel membran yüzeylerde ve ideal koşullarda 21 
gün süre ile büyütüldüklerinde polarize olmalarıdır. 
Polarize olan hücreler, insan ince bağırsak 
sisteminde olduğu gibi apikal (besinlerin mideden 
gelerek bağırsak ile ilk temas ettiği lümen kısmı) 
ve bazolateral (besin ögelerinin emildikten sonra 
kana verildiği, vücut içine açılan kan damarları ile 
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temas ettiği kısım) bölgeler olarak özelleşmektedirler 
(17). Bu özelliklerinden dolayı in vivo koşullar için 
hedeflenen ince bağırsak besin ögelerinin emilim 
ve metabolizma çalışmaları öncesinde en yaygın 
kullanılan in vitro sistemdir. Deneysel hücre hattı 
hazırlanırken kullanılan malzemeler ve yöntem Şekil 
1’de gösterilmiştir. Hücrenin büyütüldüğü sistem, 
hücrelerin tutunmasına yardımcı kollajen proteini 
ile kaplı 0.4 mikron büyüklüğünde porları olan, 12 
mm çapında politetrafluoroetilen malzemesinden 
oluşan bir membran ve bu membranın yerleştiği 
bir hücre kültür kabından meydana gelmektedir. 
Deneysel hücreler hazırlanırken, ilk olarak her bir 
membran üzerine 10.000 Caco-2 hücresi konulmuştur. 
Membranın üst kısmına 500 µL alt kısmına ise 1.5 mL 
besi yeri eklenmesi sonrasında hücrelerin büyümeleri 
mikroskopta düzenli olarak kontrol edilmiştir. 
Hücrelerin membranın tüm yüzeyini kaplaması 
için gerekli süre yaklaşık üç gündür. Farklılaşmaları 
için toplam yirmi bir gün boyunca hücreler bu 
ortamda her iki günde bir besi yerleri yeni besi yeri 
ile değiştirilerek inkübe edilmiştir. Bu model tam 
olarak insan ince bağırsak sistemini taklit ederek, 
araştırılan olası aktif moleküllerin transportunda en 
yaygın olarak kullanılan hücre modelidir (16,26,27). 
Bu sistemde üst taraf apikal, alt taraf ise bazolateral 
kısım olarak tanımlanmaktadır.

Şekil 1. Hücre büyütülmesinde kullanılan sistem

Hücre bariyer sisteminin tam olarak istenilen düzeyde 

olup olmadığının takibi çok önemlidir. Hücrelerin 

tek bir sıra halinde boşluksuz bir yapı ve şekilde olup 

olmadığı, hemen hemen birçok çalışmada kullanılan 

hücre epitelyal elektriksel bariyer direncine bakılarak 

karar verilmiştir (17). Bu ölçümü yapan cihaz, farklı 

uzunlukta iki ucu olan bir elektrota sahiptir. Bu 

elektrotun uzun olan ucu, hücrelerin bazolateral 

kısmının baktığı tarafa, kısa ucu ise apikal kısmının 

baktığı tarafa yerleştirilerek hücrelerin oluşturduğu 

epitelyal elektriksel bariyer direncine ohm cinsinden 

cihaz tarafından ölçülmüştür (Şekil 2). Bu değerin 

Caco-2 hücreleri için en az 250 ohm/cm2 olduğu 

belirlenmiş olup, bu değere hücre inkübasyonunun 

ortalama olarak 4. gününden itibaren ulaşıldığı (28) 

ve hücre epitelyal elektriksel bariyer direnç değerinin 

21-25. günlerde yaklaşık 900-1200 ohm/cm2’ye kadar 

çıktığı gözlenmiştir (29). 

Demir Eksikliğine Bağlı Aneminin Oluşturulması 

ve Hücrelere Demir Mineralinin Uygulanması

Demir eksikliğine bağlı anemi, demiri bağlayan 

bir kimyasal ajan olan Deferoksamin (DFO) 

kullanılarak oluşturulmuştur. Deferoksamin, demir 

metabolizmasında anemik koşulun oluşturulması 

için kullanılan çok yaygın bir moleküldür (13,30). 

Deferoksamin, ortamdaki demiri hücre için 

kullanılamayacak forma getirir ve hücreler bu 

oluşturulan ortamda demir minerali yokmuş gibi 

anemi fenotipi göstermektedirler. Yirmi bir gün 

boyunca hücre kültürü kaplarında büyütülen 

hücrelerin besi yerlerine 200 µM DFO eklenerek 

yirmi dört saat süreyle inkübe edilmiş ve demir 

eksikliği şartları oluşturulmuştur. Yirmi dördüncü 

saatten itibaren ortama ferrik amonyum sitrat (FAC) 

formunda 100 µg/mL demir verilmiştir. Demir olarak 

FAC formunun seçilmesinin nedeni bu formun 

fizyolojik şartlara uygun olması ve daha önceki 

çalışmalarda kullanılmasıdır (13).
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Şekil 2. Hücre elektriksel bariyer direnci (TEER) ölçümü

Genetik Analizler

Demir mineral muamelesi sonrasında hücrelerden 

RNA izolasyonu ve tamamlayıcı DNA (cDNA) sentezini 

takiben gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

(RT-qPCR) yöntemi ile deneysel gruplar arasındaki 

mesajcı RNA (mRNA) düzeylerindeki farklılıklar 

hesaplanmıştır. RNA izolasyonu, RNAzol kimyasalı 

kullanılarak ve firma protokolü (MRC. Inc.) izlenerek 

yapılmıştır. cDNA reaksiyonu, izole edilmiş tek 

iplik RNA fragmentlerinin tamamlayıcı zincirinin 

sentez işlemi olarak tanımlanabilir. Bu teknikle RNA 

örnekleri, poly-A nükleotidi ve küçük altı bazlık 

nükleotit primerleri içeren cDNA sentez solüsyonu 

(enzim ve gerekli kofaktörleri içermektedir) ile uygun 
sıcaklık değişimlerine bağlı olarak sentezlenmiştir. 
Daha sonra çalışmada kullanılan ekspresyon 
düzeyine bakmak için, mRNA sekans dizisine 
özgü primerler tasarlanmıştır (Tablo 1). Deneysel 
gruplar arasındaki mRNA gen ekspresyon düzeyleri 
“SYBR Green” yöntemi ile qPCR cihazı kullanılarak 
belirlenmiştir. Cihazın mRNA fragmentinden gelen 
floresan sinyali gördüğü anda verdiği sayısal değer 
(Ct) değerleri her bir örnek için alınmış ve daha sonra 
2-ΔΔCt analiz yöntemine göre hesaplanıp örneklerdeki 
mRNA düzeyleri karşılaştırılmıştır (31). Bu çalışmada 
normalizasyon için cyclophilin gen mRNA’sı 
kullanılmıştır.

Tablo 1. Genlere ait mRNA düzeylerinin belirlenmesinde kullanılan primer baz dizileri
Gen sembolü İleri yöndeki sekans dizisi Geri yöndeki sekans dizisi
DMT1 TGCATCTTGCTGAAGTATGTCACC CTCCACCATCAGCCACAGGAT
FTN CCAGAACTACCACCAGGACTCA GTTCTTCAAAGCCACATCATCG
FPN GCAGGAGAAGACAGAAGCAAACT TCCTTCGAATTGTGGCATTCAT
TFR TCAGAGCGTCGGGATGATATCGG CTTGATCCATCATCATTCTGAACTGCC
ANKRD37 AGCAGTCGCCTGTCCACTTAGC AGCAGGCTTAGGCACTCCAGG
EGLN3 GCAAATACTACGTCAAGGAGAGGTCTAA GGCATCCCAATTCTTGTTCAGATAG
CYPA TACGGGTCCTGGCATCTTG CGAGTTGTCCACAGTCAGCA
DMT1: Divalent metal transporter 1, FTN: Ferritin, FPN: Ferroportin, TFR: Transferrin receptor, ANKRD37: Ankyrin repeat domain 37, EGLN3: Egln-9 family 
hypoxia inducible factor 3, CYPA: Cyclophilin A
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İstatistiksel Analiz

Çalışma kapsamında yapılan analizler, birbirinden 

bağımsız olarak en az üç deney ve her bir deneyde 

de en az üç deneysel tekrar olacak şekilde yapılmıştır. 

Projeye ait tüm analizlerin hazırlanmasında, GraphPad 

Prism (versiyon 5.0) programı kullanılmıştır. İki 

gruba ait örneklerin karşılaştırılmasında, Student’s 

t-testi yöntemi kullanılarak karşılaştırılmıştır. İki 

veya daha fazla grup birbiri ile karşılaştırılırken “Tek 

Yönlü Varyans Analizi (One-Way ANOVA)” testi ve 

“Tukey” yardımcı testi kullanılmıştır. Grafik sonuçları 

ortalama (X) ± standart sapma (S) olarak verilmiştir. 

Gruplar arasında anlamlı farklılık p<0.05 olarak 

belirlenmiştir.

BULGULAR

Deneysel Gruplarda Hücre Bariyer Direncinin 

Ölçülmesi

İnsan ince bağırsak sisteminin en önemli özelliği 

enterosit hücrelerine ait apikal ve bazolateral 

polarizasyona bağlı olarak vücut için bir geçit sistemi 

oluşturmasıdır. Bu sisteminin fizyolojik olarak düzenli 

çalışmasında hücreler arası geçirgenliğin kontrolü 

önemlidir. Bu kontrol moleküler ve genetik düzeyde 

sağlanmaktadır. Hücreler oluşturduğu polarizasyona 

bağlı olarak hücre epitelyal elektriksel bariyer direnç 

oluşturmaktadırlar. Bu çalışmada, demir eksikliğine 

bağlı aneminin oluşturulması için verilen DFO’nun 

ve sonrasında uygulanan demir muamelesinin 

hücre bariyer direncine etkileri araştırılmıştır. 

Yirmi bir gün süre ile membran sisteminde büyüyen 

hücrelerin büyüme ortamına ayrı ayrı veya beraber 

verilen DFO ve demir (Fe) grupları kontrol grupları ile 

kıyaslandığında anlamlı bir değişim gözlenmemiştir 

(p>0.05). Ayrıca deneysel gruplardan ölçülen TEER 

değerlerinin 1000 Ω/cm2’nin üzerinde (>250 Ω/cm2) 

olduğu gözlenmiştir (Şekil 3).

Şekil 3. Hücre bariyer direncinin ölçümü. Hücreler yirmi 
bir gün boyunca özel membran üzerinde büyütülerek 
polarize olmaları sağlanmıştır. Deneysel muamelelerin 
hücre polarizasyonuna etkisi hücre bariyer direncinin 
ölçümü ile belirlenmiştir. Tüm gruplar için p≥0.05 olarak 
bulunmuştur.

Hücrelerin Apikal ve Bazolateral Kısımlarına 
Verilen Demirin Anemi ve Hipoksiya Üzerindeki 
Etkisinin Genetik Düzeyde Belirlenmesi

Özel membran sisteminde apikal ve bazolateral 
olarak polarize olan hücrelere DFO verilerek 
demir eksikliğine bağlı anemi oluşturulmuştur. 
Deferoksaminin etkisi demir metabolizmasında rol 
oynayan ve demir eksikliğine bağlı olarak etkilenen 
TFR ve DMT1 gen mRNA düzeylerine bakılarak test 
edilmiştir (Şekil 4A). Her bir gen kendi grubundaki 
kontrol ile karşılaştırılmış olup, hücrelere sadece 
DFO verildiğinde TFR ve DMT1 mRNA düzeylerinin 
anlamlı derecede arttığı görülmüştür (TFR için: 
p<0.001, DMT1 için: p<0.01). Ayrıca, demir eksikliğine 
bağlı olarak anemi oluşturulmuş hücrelerin sadece 
apikal veya sadece bazolateral kısımlarına demir 
verilip TFR ve DMT1 mRNA düzeylerine bakılmıştır. 
Sadece bazolateral kısma demir verildiğinde, TFR 
ve DMT1 mRNA ekspresyon düzeylerinin sadece 
apikal kısma verilene kıyasla anlamlı bir şekilde 
azaldığı bulunmuştur (TFR için: p<0.001, DMT1 için: 
p<0.001) (Şekil 4A). İnce bağırsakta demirin kana 
verilmesinden tek sorumlu olan FPN proteinini 
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kodlayan mRNA düzeyi DFO ve demire bağlı bir 

regülasyon göstermemiştir. Bunun yanı sıra, DFO 

ve bazolateral demir (G4) muamelesine bağlı olarak 

FPN mRNA düzeyi, DFO ve apikal kısma verilen 

demir muamelesinde (G3) gözlenen sonuca göre 

anlamlı derece azalmıştır (p<0.05). Hücre içi demir 

depolanmasından sorumlu olan Ferritin (FTN) mRNA 

düzeyi de DFO ve demir muamelerine bağlı olarak bir 

değişim göstermemiştir (Şekil 4A). 

Hipoksiya, ince bağırsak demir emiliminden sorumlu 

yakın zamanda tanımlanan en önemli hücresel sinyal 

mekanizmasıdır. Bu çalışma kapsamında hipoksiyaya 

bağlı olarak düzeyi arttığı bilinen ankyrin repeat 

domain 37 (ANKRD37) ve egln-9 homolog 3 (EGLN3) 

genleri belirteç olarak kullanılmıştır. Hücrelere 

DFO verildiğinde (G2) ANKRD37 ve EGLN3 mRNA 

düzeyleri kontrol grubuna göre (G1) anlamlı derecede 

artmıştır (ANKRD37 için p<0.001, EGLN3 için p<0.01). 

Bu mRNA’lardaki artış bazolateral demir verilen grup 

ile apikal kısma demir verilen grup kıyaslandığında 

anlamlı derecede azalmaktadır (ANKRD37 için 

p<0.001, EGLN3 için p<0.05) (Şekil 4B).

Şekil 4A ve 4B. Demir mineralinin anemi durumunda ince bağırsak demir ve hipoksiya metabolizmasında rol oynayan 

genlerin ekspresyonlarına etkisi. Hücreler 21 gün boyunca membran sisteminde büyütülerek polarize olmaları sağlanmıştır. 

Hücrelere DFO muamelesi sonrasında apikal ve bazolateral kısımlara demir minerali verilmiştir. (G1: her hangi bir 

muamele yapılmamış grup, G2: DFO ile anemi oluşturulan grup, G3: DFO ile anemi oluşturulmuş ve sadece apikal kısma 

demir muamelesi yapılmış grup, G4: DFO ile anemi oluşturulmuş ve sadece bazolateral kısma demir muamelesi yapılmış 

grup). Örneklerden RNA izolasyonu yapılmış ve cDNA sentezi sonrasında RT-qPCR yöntemi ile gen ekspresyon düzeyleri 

belirlenmiştir. Sonuçlar Cyclophilin A (CypA) mRNA’sına göre normalize edilmiştir. Her bir gene ait sonuclar kendi içerisinde 

birbirleri ile karşılaştırılmıştır. Gruplar arasındaki farklılık tek yönlü varyans analizi (ANAVO) ve Tukey’s post-hoc testi 

ile hesaplanmış ve p≤0,05 olan gruplar anlamlı olarak kabul edilmiştir. Deneylerde kullanılan örnek sayısı: n:3/grup ve 

deneyler 3 farklı bağımsız tekrarlı olarak yapılmıştır. Sonuçlar ortalama (X) ± standart sapma (S) olarak verilmiştir. DFO: 

Deferoksamin, TFR: Transferrin Receptor, DMT1: Divalent metal transporter 1, FPN: Ferroportin, , FTN: Ferritin, ANKRD37: 

Ankryin Repeat Domain 37, EGLN: Hif prolyl hydroxylase 3.
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TARTIŞMA

Bu çalışma kapsamında ilk defa diyetten gelen 
ve kandaki demir mineralinin anemik durumda 
ince bağırsak demir metabolizmasındaki etkisi 
gösterilmiştir. Bu çalışmayı özgün kılan en önemli 
noktalardan bir tanesi, insan ince bağırsak sisteminin 
modellenerek diyetten gelen ve kandaki demir 
mineralinin etkisinin ayrı ayrı çalışılmasıdır. İnsan 
ince bağırsak hücreleri, vücut içi ve dışı arasında 
belirli bir düzende sıralanıp bir araya gelerek besin 
ögeleri için kontrollü bir geçiş sağlarken, yabancı 
moleküllerin geçişine de izin vermemektedirler. 
Besin ögeleri, enterosit hücrelerinin bağırsak 
lümenine bakan kısmından (apikal kısım) hücre 
içerisine alınır ve vücut içerisine bakan kısmından 
da (bazolateral kısım) kana verilir. Bu özelliklerinden 
dolayı bu hücreler kutuplaşmış (polarize) bir yapıya 
sahiptirler. İnce bağırsak dokusunun yapısı bu 
çalışma kapsamında in vitro olarak modellenmiştir. 
İnsan ve hayvan çalışmalarında sistemik etkilerin 
olması (örneğin, karaciğer dokusunda salgılanan bir 
proteinin ince bağırsak dokusundaki besin ögesine 
ait metabolizmayı etkilemeleri) ve dokuların bir 
bütün halinde sistemli çalışmaları tek bir dokudaki 
besin ögelerine ait metabolizmaların doku bazında 
etkilerinin çalışılmasını zorlaştırmaktadır. Bu 
yönü ile de bu çalışmada kullanılan hücre modeli 
ve hücrelerin büyütülme şekli diyetten gelen ve 
kandaki besinsel etmenlerin çalışılmasına olanak 
sağlamıştır. Bu çalışmada kullanılan deneysel 
model kanser hücresi olmasına rağmen, özel 
membran sistemlerinde büyütülüp yirmi bir 
gün sonra farklılaşarak polarize olmaktadır ve 
böylece insan bağırsak sistemini fizyolojik olarak 
modelleyebilmemize olanak sağlamaktadır. Bu 
hücre sistemi besin desteklerinin geliştirilmesinde 
(32,33), ilaç emilim çalışmalarında (19), ince bağırsak 
mineral fizyolojisini içeren çalışmalarda (21-23) en 
çok tercih edilen hücre modelidir. Bunun yanında, 
insan bağırsak sisteminin modellendiği kanser 
olmayan hücre hattının bulunmamasından dolayı da 
bu çalışmada kullanılmak üzere Caco-2 hücre hattı 
seçilmiştir. 

Memelilerde demirin vücuttan atılmasını sağlayan 
özelleşmiş bir sistem bulunmamaktadır (8). İnce 
bağırsak enterosit hücreleri vücut içerisinde 
demir miktarının belirli bir düzeyde tutularak 
vücut içi demir homeostazının kontrol edilmesini 
sağlamaktadırlar (8). Bağırsaktan demir emiliminin 
etkin bir şekilde olması, demir eksikliğine bağlı 
aneminin önlenmesinde gerekli fizyolojik bir 
olaydır. Bu yüzden anemik durumda bağırsak 
enterosit hücrelerindeki demir metabolizmasının 
kontrolünün anlaşılması önemlidir. Enterosit 
hücreleri ince bağırsak dokusunda hem besinlerden 
gelen besin ögeleri hem de vücut dolaşımındaki 
kan ile aynı anda temas halindedir. Bu özelliğinden 
dolayı besinlerden gelen demiri hücre içerisine alan 
proteinler bir kutupta, demiri kana veren protein ise 
diğer kutupta bulunmaktadır. Bu çalışmada demir 
eksikliğine bağlı anemide besinlerden gelen ve kanda 
bulunan demirin enterosit hücrelerindeki etkisi 
demir metabolizmasında rol oynayan TFR, DMT1 
ve FPN genlerinden sentezlenen mRNA düzeylerine 
bakılarak araştırılmıştır. TFR ve DMT1 genlerine 
ait mRNA düzeyinin demir eksikliğine bağlı olarak 
enterosit hücrelerinde arttığı in vivo ve in vitro deney 
modellerinde gösterilmiştir (34,35). Bu çalışmada 
da, bu genlerin mRNA düzeylerinin demir eksikliği 
oluşturmak için kullanılan ve hücre besi yerindeki 
demiri bağlayan deferoksamin (DFO) ile muamele 
edilmiş hücrelerde arttığı bulunmuştur. 

Hücrelerdeki anemik durum demir verildiğinde 
ortadan kalkmaktadır. Ancak enterosit hücrelerinde 
aneminin etkisinin ortadan kalkmasında bazolateral 
kısma verilen demirin apikal bölgeye verilen demire 
göre daha baskın olarak demir metabolizmasında 
görevli genlerin mRNA düzeylerine etki ettiği ve DFO 
ile artan TFR ve DMT1 mRNA düzeylerini azaltığı 
gösterilmiştir. Bu sonuç kandaki demirin enterosit 
hücre demir metabolizmasının kontrolünde daha 
önemli olduğuna işaret etmektedir. FPN mRNA 
düzeyi özellikle hücre içi demir miktarına bağlı 
olarak kontrol edilirken, hücre düzeyinde anemik 
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durumda regüle olmamaktadır (34,36). Bu çalışmada, 
DFO tek başına verildiğinde, FPN mRNA düzeyine 
etki etmezken, bazolateral kısma verilen demirin FPN 
mRNA düzeyini azalttığı gösterilmiştir. 

Çalışmada demir eksikliğine bağlı oluşan hipoksiyadan 
etkilenen ANKRD37 ve EGLN3 genlerinin mRNA 
düzeyleri de incelenmiştir. Bu genlerin mRNA 
düzeyleri demirin hipoksiya üzerindeki etkisinin 
gösterilmesi adına belirteç olarak kullanılmıştır. 
Deferoksamin verilen gruplarda ANKRD37 ve EGLN3 
mRNA düzeylerinin arttığı bulunmuştur. Bu artış 
DFO’nun neden olduğu hipoksik ortamın oluştuğunu 
göstermektedir. Bu genlerin mRNA düzeylerindeki 
artış sadece bazoletaral kısma verilen demir ile 
azalmaktadır (Şekil 4B). Sonuçlar hücre içerisindeki 
hipoksik durumun ortadan kalkmasında kandaki 
demir mineralinin besinlerden gelen demire göre 
daha etkili olduğunu işaret etmek etmektedir. 

Kandaki demir düzeyinin, demir eksikliğine bağlı 
oluşan anemik durumda ince bağırsak demir 
metabolizmasında etkin bir role sahip olduğu 
bu çalışmada gösterilmiştir. Ancak en önemli 
noktalardan bir tanesi kandaki demir oranının 
kontrolüdür. Bu yüzden besin ögelerinin alınan 
miktarı kadar bağırsaktan verimli bir şekilde 
emilip kana geçen miktarı da önemlidir. Bu 
bağlamda, günlük demir içeren besinlerin yeterli 
miktarda tüketiminin öneminin yanında, besinlerin 
içerisindeki demirin ince bağırsak enterosit 
hücrelerinden emiliminin (biyoyararlanımının) de 
önemli olduğu unutulmamalıdır. Bu nedenle demir 
içeren besinlerin tüketimindeki önerilerde demirin 
ince bağırsaktan emilimini etkileyen etmenler göz 
önünde bulundurulmalıdır. Ayrıca çalışmadan 
çıkan sonuçlarla enterosit hücrelerindeki demir 
metabolizmasına bağlı moleküler yolakların 
hücrelerin kana bakan kısımlarından (bazolateral) 
etkilendiği ortaya konmuştur. İleriki çalışmalarda 
demir mineralinin hücreler tarafından algılanma 
mekanizmasının bulunması demir hastalıkları 
(anemi veya hemokromatoz) gibi durumlarda 
demir emiliminin kontrolü adına önemli olacaktır. 

Demir mineraline ait insan vücudundaki moleküler 
mekanizmaların anlaşılması anemi durumdaki demir 
desteklerinin kullanımları ve hedef gruplardaki 
etkilerinin daha iyi olması adına önemli olacaktır. 
Bunun yanında çalışmada kullanılan hücreler ile insan 
ince bağırsak sisteminin modellenmesi laboratuvar 
koşullarında besin ögelerinin biyoyararlanımlarının 
çalışılması ve ince bağırsaktaki besin ögelerinin 
metabolizmalarının anlaşılmasına olanak sağlayan 
bir yaklaşımdır.
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