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OZET

Amag: Demir eksikligine bagh anemi (IDA), diinyada 6zellikle yeni doganlarda, cocuklarda ve kadinlarda en sik goriilen
besinsel eksikliktir. Diistik demir icerigi olan besinlerin tiiketilmesi ve ince bagirsaktan yeterli demirin emilememesi demir
eksikligine bagh anemiye neden olmaktadir. Memelilerde fizyolojik olarak aktif demirin viicuttan atilimi icin bir sistemin
olmamasindan dolay: bagirsak enterosit hiicreleri, viicuttaki demir metabolizmasinin dengeli bir sekilde devamhiliginda
hayati bir role sahiptirler. Yeterli bagirsak demir emilimi anemi riskini azaltmak icin gereklidir. Diyetten alinan ve kanda
bulunan demir insan viicudu i¢in bulunan iki demir kaynagidir. Bu ¢alismada demir eksikligine bagh anemi durumunda
bagirsak demir metabolizmasinin molekiiler ve genetik dizenlenmesinde diyetten gelen ve kanda bulunan demir
mineralinin etkisinin incelenmesi amaclanmigtir.

Gereg ve Yontem: Insan kolon epitelyal hiicreleri (CaCo-2) insan ince bagirsak sistemini modellemek i¢in 6zel hiicre kiiltiirii
membran sistemlerinde buyutulmustir. Kolon hiicrelerin apikal ve bazolateral polarizasyonu trans epitelyal rezistans
(TEER) 6lcimiiyle test edilmistir. Demir eksikligine bagli anemi Deferoxamine (DFO) ile indiklenmis olup, demirin IDA
uzerindeki etkisi RT-qPCR teknigi ile gen diizeyinde arastirilmigtir.

Bulgular: Marker gen (TFR, DMT1) mRNA ekspresyon duzeyleri analiz edildiginde, hiicrelerin bazolateral kismina demir
verildiginde apikal kisma verilene oranla IDA fenotipinin kayboldugu gosterilmistir.

Sonug: Sonuclar kan demirinin bagirsak demir metabolizmasinin dizenlenmesi i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Kan
demir duizeyi diyetten gelen demirle regiile edilir. Boylece, giinlik demir alimi kan demiri diizeylerini diizenlemek icin
onemlidir. Bagirsak enterosit hiicrelerinin bazolateral kisim boyunca demir mineralini algilama kabiliyetine sahip
olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Demir eksikligi anemisi, CaCo-2 hiicre hatti, enterosit hiicreleri, gen regiilasyonu
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

GiRiS
Demir eksikligi viicuttaki demir depolarinin
yeterli olmamasi ve besinlerden alinan demir

miktarinin disik olmas: ile ortaya cikabilmektedir
(1,2). Dunyada besin eksikliginden kaynaklanan
metabolik sorunlarin basinda demir eksikligine bagh
anemi gelmektedir (3). Bunun yaninda menstrual
kanamalar, yaralanmalar, gizli kan kayiplar1 birincil
dereceden demir eksikligi riski olustururken, gebelik,
dogum sonrasi emzirme donemlerindeki fizyolojik
degisikliklere bagh olarak da viicudun demir ihtiyaci
artmaktadir (3). Dinya genelinde hamile kadinlarin
%40'inda ve okul oncesi donemdeki cocuklarin
%47’sinde anemi goriiliirken, Diinya Saghik Orgiitii
(DSO) diinya genelinde gériilen aneminin en
az %50’sinin demir eksikligine bagh oldugunu
belirtmistir (4). Tirkiye’de ise demir eksiligine bagh
anemi gorulme orani yas gruplarina gore %30-50
arasinda degismektedir (5). Bu veriler besinlerden
alinabilecek demirin saghk agisindan énemini ortaya
koymaktadir. Demir minerali hiicrelere oksijen
tasinmasinda, enerji metabolizmasinda,
bolinmesinde, canli gelisiminde, vicut savunma
sistemi gibi insan i¢in énemli bircok fizyolojik olayda
gorev yapmaktadir (6).

hiicre

Kimyasal ozelliinden dolayr demir mineralinin
viicuttaki miktar1 ¢ok 6nemlidir. Eksikligi anemiye
olurken, toksik  etki
gorulmektedir (7). Bu ylizden viicut icerisindeki demir
miktarinin en uygun dizeyde olmasi ¢cok dnemlidir.

neden fazlahginda ise

Memelilerde demirin vicut digsina atilmasi adina
0zellesmis aktifbir fizyolojik sistem bulunmamaktadir
(8). Viicuttaki demir miktarinin kontroli, besinlerden
gelen demirin emildigi ince bagirsak enterosit
hiicreleri tarafindan saglanmaktadir (8). Bu ytizden
demir metabolizmasinin molekiiler diizeyde kontroli
¢ok oOnemlidir. Demir minerali besinlerde iyonik
olarak serbest veya hem grubuna bagh olarak
bulunmaktadir. Bagirsaktaki besin emiliminden
sorumlu enterosit hiicrelerinde emilen bu iki farkh
demir formu hiicre icerisine girdikten sonra aym
sekilde metabolize edilirler (8). Inorganik demir
minerali cogunlukla besinlerde okside ferrik (Fe*®)
formunda bulunmaktadir. Daha sonra enterosit
hiicre yuizeyindeki rediktaz gorevi goren Duodenal
Cytochrime B (DCYTB) proteini aracilifl ile Fe*?
formuna indirgenmektedir (9). Sonrasinda bagirsak
hiicrelerinin apikal kisminda (besinlerin bagirsaga
geldigi ylizey) yer alan demiri transport eden Divalent
Metal Transporter 1 proteini (DMT1) sayesinde hiicre
icerisine alinmaktadir (10). Hiicre igerisine alinan
demir hiicre metabolizmasi i¢in kullanilabilir, hiicre
icerisinde depolanabilir veya hiucrelerden kana
verilerek diger dokulara gidebilmektedir. Demir
kana verilmeden once ferroz (Fe+2) formundan
Fe® formuna donusir ve hiicrelerin bazolateral
(bagirsak hucrelerinin kana bakan yiizey) kisminda
bulunan ferroportin (FPN) transport proteini ile kana
verilmektedir (11). Ayrica kandaki demir bazolateral
kisimda bulunan Transferrin reseptor proteini (TFR)
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ile enterosit hiuicrelerine alinmaktadir (12). Demir
metabolizmasinda rol oynadifi belirtilen genlerin
ve proteinlerin sorunsuz calismalariyla beslenme
acisindan demir eksikliginin giderilebilmesi mimkiin
olacaktir.

Hiicre ici demir eksikligi enterosit hiicrelerinde demir
alinimindan sorumlu olan genlerin regiilasyonunu
etkilerken, ayni zamanda demir eksikligine bagh
hipoksiyanin olugsmasina da neden olmaktadir
(13). Demir, hipoksiyada demir metabolizmasinda
rol oynayan genlerin regilasyonlarini kontrol
eden hypoxia inducible 2 alpha (HIF2a) proteinini
parcalayan enzimler icin kofaktor olarak gorev
yapar (13,14). Demir eksikligi bu enzimlerin
aktivitesini dusirmekte ve HIF2a proteininin
parcalanmasini ortadan kaldirarak hiicre icerisindeki
hipoksik cevabin artmasina neden olmaktadir.
Ince bagirsak enterosit hiicrelerindeki demirin
molekiler mekanizmas1 anlasimasina ragmen,
bu yolakta gorevli genlerin demir eksikligine bagh
reguilasyonlarinda diyetsel veya kandaki demirin
etkisine ait caligmalar bulunmamaktadir. Diyetten
demiri alip hiicre icine veren transport proteinler
apikal kisimda, demiri hiicre icerisinden kana
veren proteinler ise bazolateral kisimda lokalize
olmaktadir.  Bagirsak  enterosit  hiicrelerinin
apikal ve bazolateral olarak polarize olmalari, bu
hicrelerde demir metabolizmasinda rol oynayan
proteinlerin bulundugu yer ve gorevlerini dogrudan
etkilemektedir. Bu da bagirsak hiucrelerindeki bu
polarizasyonun hiicre i¢i besinlere ait molekiler
yolaklar1 farkli sekilde etkileyebilecegine isaret
etmektedir. Bu ¢alismanin amaci besinlerden alinan
ve kanda bulunan demir mineralinin demir eksikligi
ile olusan anemide bagirsak demir metabolizmasinin
molekiiler ve genetik diizenlenmesinde etkisinin
incelenmesidir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Hatt1

Enterosit hitcrelerinin dogrudan bagirsak
dokusundan alinarak kisa bir zaman diliminde

laboratuvar ortaminda kullanilmasinin zorlugundan
dolayi, kultire edilebilen ve uygun Kkosullar
icinde metabolik olarak aktif olan alternatif hiicre
modellerinin  olusturulmas: 6nemlidir. Yapilan
caligmalar sonucunda, insan kolon Kkarsinoma
hiicrelerinin (Caco-2) yaklasik 21 giin boyunca uygun
kosullarda kiltire edilmesi durumunda, insan
bagirsak enterosit hiucresine islevsel, metabolik
ve biyolojik aktivite 0Ozellikleri agisindan buyuk
oranda benzerlik gosterdigi saptanmistir (15-17).
Ulasilabilir hiicre modellerine bakildiginda normal
insan enterosit hiicre modellerine hemen hemen
hi¢ rastlanmamaktadir. Caco-2 hiicre hatti besin
(18), ilag (19) ve islevsel maddelerin etkileri ile
ilgili calismalarda (20), enterosit demir ve bakir
metabolizmalarinda siklikla kullanilan en yaygin
besi yeri olacak sekilde hiicre modelidir (21-25). Bu
calismada kullanilan Caco-2 hiicreleri i¢in %20 sigir
serumu, %1 penisilin-streptomisin, %1 elzem olmayan
aminoasit karisimi ve %1 sodyum piriivat iceren
hiicre besi yeri (MEM Sigma) besi yeri kullanilmigtir.
Hiicreler, laboratuvarda 100 mm capl hiticre kiltiri
kaplarinda, 1.000.000 hiicre/10 mL besi yeri olacak
sekilde ve 37°C nemli atmosfer altinda, %5 CO, iceren
hiicre kulturt inkubatoriunde kultire edilmistir.

insan Bagirsak Sisteminin Modellenmesi

Insan viicudunda bagirsak dokusuna ait besin
Ogesi emiliminden sorumlu enterosit hiicrelerinin
en onemli Ozelliklerinden bir tanesi kutuplasarak
polarize olmalaridir. Besinlerden gelen besin dgelerini
alan transport proteinler hiicrenin bir kutbunda,
hiicre icerisine giren besin o6geleri kana veren
transport proteinler ise hiicrenin diger kutbunda
lokalize olmustur. Caco-2 hiicre hattini 6n plana
cikaran oOzelliklerden bir tanesi de bu hicrelerin
6zel membran yiuizeylerde ve ideal kogullarda 21
guin sure ile buyutuldiklerinde polarize olmalaridir.
Polarize olan hiicreler, insan ince bagirsak
sisteminde oldugu gibi apikal (besinlerin mideden
gelerek bagirsak ile ilk temas ettigi limen kismi)
ve bazolateral (besin ogelerinin emildikten sonra
kana verildigi, vicut icine acilan kan damarlar ile
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temas ettigi kisim) bolgeler olarak 6zellesmektedirler
(17). Bu o6zelliklerinden dolay1 in vivo kosullar i¢in
hedeflenen ince bagirsak besin oOgelerinin emilim
ve metabolizma calismalar1 6ncesinde en yaygin
kullanilan in vitro sistemdir. Deneysel hiicre hatti
hazirlanirken kullanilan malzemeler ve yontem Sekil
1’de gosterilmistir. Hiicrenin buyutildigiu sistem,
hiicrelerin tutunmasina yardimci kollajen proteini
ile kapli 0.4 mikron buyukluginde porlar1 olan, 12
mm capinda politetrafluoroetilen malzemesinden
olusan bir membran ve bu membranin yerlestigi
bir hiicre kiltir kabindan meydana gelmektedir.
Deneysel hicreler hazirlanirken, ilk olarak her bir
membran tizerine 10.000 Caco-2 hiicresi konulmustur.
Membranin ust kismina 500 pL alt kismina ise 1.5 mL
besiyeri eklenmesi sonrasinda hiicrelerin biiytimeleri
mikroskopta duzenli olarak Kkontrol
Hiucrelerin membranin tim ylzeyini kaplamasi
icin gerekli stire yaklasik Ui¢ giindir. Farklilagmalar:
icin toplam yirmi bir gin boyunca hicreler bu
ortamda her iki glinde bir besi yerleri yeni besi yeri
ile degistirilerek inkiibe edilmistir. Bu model tam
olarak insan ince bagirsak sistemini taklit ederek,
arastirilan olasi aktif molekillerin transportunda en

edilmistir.

yaygin olarak kullanilan hiicre modelidir (16,26,27).
Bu sistemde uist taraf apikal, alt taraf ise bazolateral
kisim olarak tanimlanmaktadir.

[

« Kisa Elektrot

o CaCo2
Hiicreleri
’
I —
Uzun Elektrot Hiicresel Elektrik
Rezistans Glgiimii

Sekil 1. Hiicre buyttilmesinde kullanilan sistem

Hiucre bariyer sisteminin tam olarak istenilen diizeyde

olup olmadiginin takibi ¢ok Onemlidir. Hiicrelerin
tek bir sira halinde bosluksuz bir yapi ve sekilde olup
olmadig1, hemen hemen bircok ¢alismada kullanilan
hicre epitelyal elektriksel bariyer direncine bakilarak
karar verilmistir (17). Bu 6l¢imi yapan cihaz, farkli
uzunlukta iki ucu olan bir elektrota sahiptir. Bu
elektrotun uzun olan ucu, hicrelerin bazolateral
kisminin baktig1 tarafa, kisa ucu ise apikal kisminin
baktig1 tarafa yerlestirilerek hitcrelerin olusturdugu
epitelyal elektriksel bariyer direncine ohm cinsinden
cihaz tarafindan ol¢ilmustir (Sekil 2). Bu degerin
Caco-2 hiucreleri icin en az 250 ohm/cm? oldugu
belirlenmis olup, bu degere hiicre inkiibasyonunun
ortalama olarak 4. guniinden itibaren ulasildig: (28)
ve hiicre epitelyal elektriksel bariyer diren¢ degerinin
21-25. glnlerde yaklasik 900-1200 ohm/cm?ye kadar
caiktig1 gozlenmistir (29).

Demir Eksikligine Bagli Aneminin Olusturulmasi
ve Hiicrelere Demir Mineralinin Uygulanmasi

Demir eksikligine bagh anemi, demiri baglayan
(DFO)
kullanilarak olusturulmustur. Deferoksamin, demir

bir kimyasal ajan olan Deferoksamin
metabolizmasinda anemik kosulun olusturulmasi
icin kullanilan ¢ok yaygin bir molekuldir (13,30).
Deferoksamin, ortamdaki demiri hiicre icin
kullanilamayacak forma getirir ve hiicreler bu
olusturulan ortamda demir minerali yokmus gibi
anemi fenotipi gostermektedirler. Yirmi bir gin
boyunca hiicre kultira kaplarinda buyttulen
hicrelerin besi yerlerine 200 uM DFO eklenerek
yirmi dort saat sitireyle inkiibe edilmis ve demir
eksikligi sartlar1 olusturulmustur. Yirmi doérdinci
saatten itibaren ortama ferrik amonyum sitrat (FAC)
formunda 100 pyg/mL demir verilmistir. Demir olarak
FAC formunun secilmesinin nedeni bu formun
fizyolojik sartlara uygun olmasi1 ve daha oOnceki

¢alismalarda kullanilmasidir (13).
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Sekil 2. Hiicre elektriksel bariyer direnci (TEER) 6l¢imi

Genetik Analizler

Demir mineral muamelesi sonrasinda hiicrelerden
RNA izolasyonu ve tamamlayici DNA (cDNA) sentezini
takiben gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-gPCR) yontemi ile deneysel gruplar arasindaki
mesajct RNA (mRNA) dizeylerindeki farkhiliklar
hesaplanmistir. RNA izolasyonu, RNAzol kimyasali
kullanilarak ve firma protokoli (MRC. Inc.) izlenerek
yapumistir. ¢cDNA reaksiyonu, izole edilmis tek
iplik RNA fragmentlerinin tamamlayiclt zincirinin
sentez iglemi olarak tanimlanabilir. Bu teknikle RNA
ornekleri, poly-A nukleotidi ve kucik alti bazhk

nukleotit primerleri iceren cDNA sentez solusyonu

(enzim ve gerekli kofaktorleri icermektedir) ile uygun
sicaklik degisimlerine bagh olarak sentezlenmistir.
Daha calismada ekspresyon
dizeyine bakmak icin, mRNA sekans
0zgu primerler tasarlanmistir (Tablo 1). Deneysel
gruplar arasindaki mRNA gen ekspresyon duzeyleri
“SYBR Green” yontemi ile qPCR cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Cihazin mRNA fragmentinden gelen
floresan sinyali gérdigi anda verdigi sayisal deger
(Ct) degerleri her bir 6rnek i¢in alinmig ve daha sonra
2:88¢ analiz yontemine gore hesaplanip drneklerdeki
mRNA diuizeyleri karsilastirilmistir (31). Bu calismada
gen mMRNA’s1

sonra kullanilan

dizisine

normalizasyon
kullanilmigtir.

icin  cyclophilin

Tablo 1. Genlere ait mRNA diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan primer baz dizileri

Gen sembolii

Ileri yondeki sekans dizisi

Geri yondeki sekans dizisi

DMT1 TGCATCTTGCTGAAGTATGTCACC

FTN CCAGAACTACCACCAGGACTCA

FPN GCAGGAGAAGACAGAAGCAAACT

TFR TCAGAGCGTCGGGATGATATCGG
ANKRD37 AGCAGTCGCCTGTCCACTTAGC

EGLN3 GCAAATACTACGTCAAGGAGAGGTCTAA
CYPA TACGGGTCCTGGCATCTTG

CTCCACCATCAGCCACAGGAT
GTTCTTCAAAGCCACATCATCG
TCCTTCGAATTGTGGCATTCAT
CTTGATCCATCATCATTCTGAACTGCC
AGCAGGCTTAGGCACTCCAGG
GGCATCCCAATTCTTGTTCAGATAG
CGAGTTGTCCACAGTCAGCA

DMT1: Divalent metal transporter 1, FTN: Ferritin, FPN: Ferroportin, TFR: Transferrin receptor, ANKRD37: Ankyrin repeat domain 37, EGLN3: EgIn-9 family

hypoxia inducible factor 3, CYPA: Cyclophilin A
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Istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda yapilan analizler, birbirinden
bagimsiz olarak en az u¢ deney ve her bir deneyde
de en az u¢ deneysel tekrar olacak sekilde yapimistir.
Projeyeaittimanalizlerinhazirlanmasinda, GraphPad
Prism (versiyon 5.0) programi kullanilmugtir. iki
gruba ait orneklerin karsilastirilmasinda, Student’s
t-testi yontemi kullanilarak Kkarsilagtirilmigtir. iki
veya daha fazla grup birbiri ile karsilastirihirken “Tek
Yonlu Varyans Analizi (One-Way ANOVA)” testi ve
“Tukey” yardimci testi kullanilmistir. Grafik sonuclar:
ortalama (X) + standart sapma (S) olarak verilmistir.
Gruplar arasinda anlaml farklihk p<0.05 olarak
belirlenmistir.

BULGULAR

Deneysel Gruplarda Hiicre Bariyer Direncinin
Olciilmesi

Insan ince bagirsak sisteminin en 6énemli ozelligi
enterosit hiucrelerine ait apikal ve bazolateral
polarizasyona bagh olarak viicut i¢in bir gecit sistemi
olusturmasidir. Bu sisteminin fizyolojik olarak diizenli
calismasinda hitcreler arasy gecirgenligin kontroli
Oonemlidir. Bu kontrol molekiiler ve genetik diizeyde
saglanmaktadir. Hiicreler olusturdugu polarizasyona
bagh olarak hticre epitelyal elektriksel bariyer direng
olusturmaktadirlar. Bu calismada, demir eksikligine
bagh aneminin olusturulmas: i¢in verilen DFO’nun
ve sonrasinda uygulanan demir muamelesinin
hiicre bariyer direncine etkileri arastirilmistir.
Yirmi bir gin sure ile membran sisteminde buyiiyen
hiicrelerin bliyiime ortamina ayri ayr1 veya beraber
verilen DFO ve demir (Fe) gruplar: kontrol gruplari ile
kiyaslandiginda anlaml bir degisim gdzlenmemistir
(p>0.05). Ayrica deneysel gruplardan oOlgilen TEER
degerlerinin 1000 Q/cm¥nin tzerinde (>250 Q/cm?)
oldugu gozlenmistir (Sekil 3).

[ Muamele Oncesi
Il Muamele Sonrast

1200
900
600
300

Kontrol

Hiicre Bariyer Direnci
(ohm/cmz)

(Aplkal) (Bazolateral) |

DFO

Sekil 3. Hiicre bariyer direncinin 6l¢imu. Hucreler yirmi
bir gin boyunca 6zel membran izerinde biuyutilerek
polarize olmalar1 saglanmistir. Deneysel muamelelerin
hiicre polarizasyonuna etkisi hticre bariyer direncinin
Olctimi ile belirlenmistir. Tiim gruplar icin p>0.05 olarak
bulunmustur.

Hiicrelerin Apikal ve Bazolateral Kisimlarina
Verilen Demirin Anemi ve Hipoksiya Uzerindeki
Etkisinin Genetik Diizeyde Belirlenmesi

Ozel membran sisteminde apikal ve bazolateral
olarak polarize olan hitcrelere DFO verilerek
demir eksikligine baghh anemi olusturulmustur.
Deferoksaminin etkisi demir metabolizmasinda rol
oynayan ve demir eksikligine bagh olarak etkilenen
TFR ve DMT1 gen mRNA diuzeylerine bakilarak test
edilmigtir (Sekil 4A). Her bir gen kendi grubundaki
kontrol ile karsilastirilmis olup, hicrelere sadece
DFO verildiginde TFR ve DMT1 mRNA diizeylerinin
anlamli derecede arttign gorulmustir (TFR icgin:
p<0.001, DMT1 i¢in: p<0.01). Ayrica, demir eksikligine
bagh olarak anemi olusturulmus hiicrelerin sadece
apikal veya sadece bazolateral kisimlarina demir
verilip TFR ve DMT1 mRNA diuizeylerine bakilmistir.
Sadece bazolateral kisma demir verildiginde, TFR
ve DMT1 mRNA ekspresyon duzeylerinin sadece
apikal kisma verilene kiyasla anlamli bir gekilde
azaldigr bulunmustur (TFR icin: p<0.001, DMT1 ic¢in:
p<0.001) (Sekil 4A). Ince bagirsakta demirin kana
verilmesinden tek sorumlu olan FPN proteinini
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kodlayan mRNA diizeyi DFO ve demire bagh bir
reglilasyon gostermemistir. Bunun yani sira, DFO
ve bazolateral demir (G4) muamelesine bagh olarak
FPN mRNA diizeyi, DFO ve apikal kisma verilen
demir muamelesinde (G3) goézlenen sonuca gore
anlaml derece azalmistir (p<0.05). Hiicre i¢i demir
depolanmasindan sorumlu olan Ferritin (FTN) mRNA

mekanizmasidir. Bu ¢calisma kapsaminda hipoksiyaya
bagh olarak duzeyi arttifn bilinen ankyrin repeat
domain 37 (ANKRD37) ve egln-9 homolog 3 (EGLN3)
genleri belirte¢ olarak kullanilmistir. Hiicrelere
DFO verildiginde (G2) ANKRD37 ve EGLN3 mRNA
duzeyleri kontrol grubuna gore (G1) anlamli derecede
artmistir (ANKRD37 igin p<0.001, EGLN3 i¢in p<0.01).

dtzeyi de DFO ve demir muamelerine bagh olarak bir Bu mRNA’lardaki artig bazolateral demir verilen grup

degisim gostermemistir (§ekil 4A). ile apikal kisma demir verilen grup kiyaslandiginda
anlaml (ANKRD37

P<0.001, EGLN3 igin p<0.05) (Sekil 4B).

Hipoksiya, ince bagirsak demir emiliminden sorumlu derecede azalmaktadir icin

yakin zamanda tanimlanan en dnemli hiicresel sinyal

A B
3.0 a 3.0;
[JKontrol (G1)
2.5 a HElDFrO (G2) 2.51 a
] DFO+Fe/Apikal (G3)
3 DFO+Fe/Bazolateral (G4)
2.0 2.0

mRNA seviyeleri
n

=
i

mRNA seviyeleri
:—l ()
= in

=
b

0.0-

DMTI

ANKRD37

TFR FPN FTN EGLN3

Sekil 4A ve 4B. Demir mineralinin anemi durumunda ince bagirsak demir ve hipoksiya metabolizmasinda rol oynayan

genlerin ekspresyonlarina etkisi. Hiicreler 21 giin boyunca membran sisteminde biiylitiilerek polarize olmalar: saglanmistir.
Hucrelere DFO muamelesi sonrasinda apikal ve bazolateral kisimlara demir minerali verilmistir. (G1: her hangi bir
muamele yapilmamig grup, G2: DFO ile anemi olusturulan grup, G3: DFO ile anemi olusturulmus ve sadece apikal kisma
demir muamelesi yapilmis grup, G4: DFO ile anemi olusturulmus ve sadece bazolateral kisma demir muamelesi yapilmis
grup). Orneklerden RNA izolasyonu yapilmig ve cDNA sentezi sonrasinda RT-qPCR yontemi ile gen ekspresyon diizeyleri
belirlenmistir. Sonuclar Cyclophilin A (CypA) mRNA’sina gore normalize edilmistir. Her bir gene ait sonuclar kendi i¢erisinde
birbirleri ile karsilagtirilmistir. Gruplar arasindaki farkliik tek yonli varyans analizi (ANAVO) ve Tukey’s post-hoc testi
ile hesaplanmis ve p<0,05 olan gruplar anlamh olarak kabul edilmistir. Deneylerde kullanilan 6rnek sayisi: n:3/grup ve
deneyler 3 farkl bagimsiz tekrarl olarak yapilmistir. Sonuclar ortalama (X) + standart sapma (S) olarak verilmistir. 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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TARTISMA

Bu calisma kapsaminda ilk defa diyetten gelen
ve kandaki demir mineralinin anemik durumda
ince bagirsak demir metabolizmasindaki etkisi
gosterilmistir. Bu calismay1 6zgun kilan en onemli
noktalardan bir tanesi, insan ince bagirsak sisteminin
modellenerek diyetten gelen ve kandaki demir
mineralinin etkisinin ayr1 ayr1 calisilmasidir. Insan
ince bagirsak hicreleri, viicut i¢ci ve dis1 arasinda
belirli bir diizende siralanip bir araya gelerek besin
ogeleri icin kontrollii bir gecis saglarken, yabanci
molekillerin gecisine de izin vermemektedirler.
Besin ogeleri, enterosit hiucrelerinin bagirsak
limenine bakan kismindan (apikal kisim) hiicre
icerisine alinir ve vicut icerisine bakan kismindan
da (bazolateral kisim) kana verilir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 bu hucreler kutuplasmis (polarize) bir yapiya
sahiptirler. Ince bagirsak dokusunun vyapisi bu
c¢alisma kapsaminda in vitro olarak modellenmistir.
Insan ve hayvan c¢aligmalarinda sistemik etkilerin
olmasi (6rnegin, karaciger dokusunda salgilanan bir
proteinin ince bagirsak dokusundaki besin 6gesine
ait metabolizmay1 etkilemeleri) ve dokularin bir
biitin halinde sistemli ¢alismalar: tek bir dokudaki
besin ogelerine ait metabolizmalarin doku bazinda
etkilerinin  ¢alisilmasini  zorlagtirmaktadir. Bu
yonu ile de bu calismada kullanilan hiicre modeli
ve hiicrelerin buyutilme sekli diyetten gelen ve
kandaki besinsel etmenlerin caligilmasina olanak
saglamigtir. Bu c¢alismada kullanilan deneysel
model Kkanser hitcresi olmasina ragmen, o0zel
membran sistemlerinde Dbuyutilip yirmi bir
gin sonra farkhilasarak polarize olmaktadir ve
boylece insan bagirsak sistemini fizyolojik olarak
modelleyebilmemize olanak saglamaktadir. Bu
hiicre sistemi besin desteklerinin gelistirilmesinde
(32,33), ila¢ emilim calismalarinda (19), ince bagirsak
mineral fizyolojisini iceren calismalarda (21-23) en
cok tercih edilen hiicre modelidir. Bunun yaninda,
insan bagirsak sisteminin modellendigi kanser
olmayan hticre hattinin bulunmamasindan dolay: da
bu calismada kullanilmak tizere Caco-2 hiicre hatti
secilmistir.

Memelilerde demirin viicuttan atilmasini saglayan
ozellesmis bir sistem bulunmamaktadir (8). Ince
bagirsak enterosit htcreleri vicut igerisinde
demir miktarinin belirli bir dizeyde tutularak
viicut i¢i demir homeostazinin kontrol edilmesini
saglamaktadirlar (8). Bagirsaktan demir emiliminin
etkin bir sekilde olmasi, demir eksikligine bagh
aneminin o6nlenmesinde gerekli fizyolojik bir
olaydir. Bu yuzden anemik durumda bagirsak
enterosit hiucrelerindeki demir metabolizmasinin
kontrolinin anlasilmasi  6nemlidir. Enterosit
hticreleri ince bagirsak dokusunda hem besinlerden
gelen besin oOgeleri hem de viicut dolasimindaki
kan ile ayn1 anda temas halindedir. Bu 6zelliginden
dolay1 besinlerden gelen demiri hiicre icerisine alan
proteinler bir kutupta, demiri kana veren protein ise
diger kutupta bulunmaktadir. Bu calismada demir
eksikligine bagli anemide besinlerden gelen ve kanda
bulunan demirin enterosit htcrelerindeki etkisi
demir metabolizmasinda rol oynayan TFR, DMT1
ve FPN genlerinden sentezlenen mRNA diizeylerine
bakilarak arastirilmigtir. TFR ve DMT1 genlerine
ait mRNA duzeyinin demir eksikligine bagh olarak
enterosit hiicrelerinde arttig1 in vivo ve in vitro deney
modellerinde gosterilmistir (34,35). Bu calismada
da, bu genlerin mRNA diizeylerinin demir eksikligi
olusturmak icin kullanilan ve hiicre besi yerindeki
demiri baglayan deferoksamin (DFO) ile muamele
edilmis hiicrelerde arttig1 bulunmustur.

Hucrelerdeki anemik durum demir verildiginde
ortadan kalkmaktadir. Ancak enterosit hiicrelerinde
aneminin etkisinin ortadan kalkmasinda bazolateral
kisma verilen demirin apikal bolgeye verilen demire
gore daha baskin olarak demir metabolizmasinda
gorevli genlerin mRNA duzeylerine etki ettigi ve DFO
ile artan TFR ve DMT1 mRNA duzeylerini azaltig1
gosterilmistir. Bu sonu¢ kandaki demirin enterosit
hiicre demir metabolizmasinin kontrolinde daha
onemli olduguna isaret etmektedir. FPN mRNA
duzeyi Ozellikle hiicre ici demir miktarina bagh
olarak kontrol edilirken, hiicre diizeyinde anemik
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durumda regiile olmamaktadir (34,36). Bu ¢alismada,
DFO tek basina verildiginde, FPN mRNA duzeyine
etki etmezken, bazolateral kisma verilen demirin FPN
mRNA diizeyini azalttig1 gosterilmistir.

Calismada demir eksikligine bagli olusan hipoksiyadan
etkilenen ANKRD37 ve EGLN3 genlerinin mRNA
diizeyleri de incelenmigtir. Bu genlerin mRNA
duzeyleri demirin hipoksiya tuzerindeki etkisinin
gosterilmesi adina belirte¢ olarak kullanilmigtir.
Deferoksamin verilen gruplarda ANKRD37 ve EGLN3
mRNA dizeylerinin arttigi bulunmustur. Bu artis
DFO’nun neden oldugu hipoksik ortamin olustugunu
gostermektedir. Bu genlerin mRNA diuzeylerindeki
artis sadece bazoletaral kisma verilen demir ile
azalmaktadir (Sekil 4B). Sonuclar hiticre icerisindeki
hipoksik durumun ortadan kalkmasinda kandaki
demir mineralinin besinlerden gelen demire gore
daha etkili oldugunu isaret etmek etmektedir.

Kandaki demir diizeyinin, demir eksikligine bagh
olusan anemik durumda ince bagirsak demir
metabolizmasinda etkin bir role sahip oldugu
bu calismada gosterilmistir. Ancak en Onemli
noktalardan bir tanesi kandaki demir oraninin
kontrolidir. Bu yuzden besin 6gelerinin alinan
miktar1 kadar bagirsaktan verimli bir sekilde
emilip kana gecen miktar1 da oOnemlidir. Bu
baglamda, gunlik demir iceren besinlerin yeterli
miktarda tiketiminin éneminin yaninda, besinlerin
icerisindeki demirin ince bagirsak enterosit
hicrelerinden emiliminin (biyoyararlaniminin) de
onemli oldugu unutulmamalidir. Bu nedenle demir
iceren besinlerin tiketimindeki onerilerde demirin
ince bagirsaktan emilimini etkileyen etmenler goz
oninde bulundurulmahdir. Ayrica c¢alismadan
cikan sonuglarla enterosit htuicrelerindeki demir
metabolizmasina  baghh  molekiler yolaklarin
hiicrelerin kana bakan kisimlarindan (bazolateral)
etkilendigi ortaya konmustur. Ileriki caligmalarda
demir mineralinin hiicreler tarafindan algilanma
mekanizmasinin  bulunmasi1 demir hastaliklarn
(anemi veya hemokromatoz) gibi durumlarda
demir emiliminin kontroli adina 6nemli olacaktir.

Demir mineraline ait insan vicudundaki molekiiler
mekanizmalarin anlagilmasi anemi durumdaki demir
desteklerinin kullanimlar1 ve hedef gruplardaki
etkilerinin daha iyi olmasi adina 6nemli olacaktir.
Bununyaninda ¢alismada kullanilan hiicrelerileinsan
ince bagirsak sisteminin modellenmesi laboratuvar
kosullarinda besin 6gelerinin biyoyararlanimlarinin
calisilmast ve ince bagirsaktaki besin ogelerinin
metabolizmalarinin anlagilmasina olanak saglayan
bir yaklagimdir.
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