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TheiTaK

ONsOz

GuUnUmuzde besin eksikligine bagli olarak birgok hastalik tanimlanmigtir. Bu
hastaliklara ait patolojinin anlasilmasi, besinlerin doku dizeyindeki metabolizmalarinin
molekuller ve genetik duzeyde iyi anlagiimasindan gegmektedir. Besin eksikliginde bazen
besinler tek tek degerlendiriirken bazen de besinlerin fizyolojik iligkilerine bagli olarak
beraber degerlendiriimesi gerekmektedir. Bunun en guzel Ornegini demir ve bakir
minerallerinde goérmekteyiz. Demir, vicudumuz ve sagligimiz icin cok 6nemli ve gerekli bir
gecis meneralidir. Dlinyada en yaygin ve ilk sirada goriilen besin eksikligi demir mineralinin
yetersiz alinimindan kaynaklanan anemidir. Metabolik olarak demir mineralinin vicuttan
atilmasini saglayan aktif bir mekanizma olmamasi ince bagirsak demir emilimini 6n plana
clkarmistir.  Vucut igerisindeki demir miktari demirin besinlerden emilim orani ile
belirlenmektedir. Bu oran kontrolsiiz arttiginda da demirin toksik etkisi ortaya ¢ikmaktadir ve
doku hasarina bagh olarak bircok hastalia neden olmaktadir. Bu yluzden demirin vicuttaki
regulasyonu c¢ok onemlidir. Bakir, tipki demir gibi vicudumuz igin énemli bir mineraldir.
Bircok yasamsal faaliyet igin gerekli enzimlerin aktivitesi bakir mineraline baghdir. Bakir
eksikligi 6lumcul olan Menkes hastaligi olarak ortaya cikmaktadir. Diyetsel bakir eksikligi
hemen hemen gorilme sikligi ¢ok disik olan bir problemdir. Genelde genetik olarak gorilen
bakir eksikligi tedavi edilmedikge istenmeyen sonuglara neden olmaktadir. Bakirin vicuttaki
miktarinin artmasi 6zellikle karaciger, géz ve beyin dokusunda geri donusumsuz problemler
olusturmaktadir. Demir ve bakirin ginlik alinmasi gereken miktarlari kiyaslandiginda, vicut
igin gerekli bakir miktari demire gére oldukga azdir. Ozellikle besinlerden gelen ve kanda
bulunan bakir ve demir minerallerinin birbirlerinin metabolizmasini genetik dizeyde nasil
etkiledigine dair ¢galismalar bulunmamaktadir. Projenin bilimsel ¢iktilarinda, demir ve bakir
minerallerinin Ozellikle kanda bulunan seviyelerinin anemi durumunda bakir ve demir
metabolizmasindaki genlerin regllasyonunda daha o©nemli olabilecedini in vitro olarak
g6stermistir. insan ince bagirsak sisteminde bakir ve demir metabolizmasina ait hiicre ici
sinyallerin 6zelikle hicrelerin bazolateral (kana bakan) kismina bagh bilinmeyen molekdler
mekanizmalar aracihgi ile olabilecegi ortaya konmustur. Proje desteklerini saglayan
kuruluglar bilimin yapilabilmesinde ana roll Gstlenmektedirler. Ulkemizde bilimi destekleyen
ve besleyen saygin bir kurulug olan TUBITAK'a bu projeyi (PN:2152041) destekledigi igin

tesekkiru galisma grubumuz olarak bir borg biliriz.

Yrd. Dog. Dr. Sukri Glleg
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OZET
Demir eksikligine bagll anemi, dunyadaki besin eksikliginin neden oldugu hastaliklar
arasinda ilk sirada yeralan bir problemdir. Bu yluzden anemik durumu dengeleyici veya
dizeltici faktorlerin bilinmesi demir metabolizmasinin anlagiimasi i¢in énemlidir. Demir
eksikligi anemisinde bagirsak enterosit hiicrelerinde bakir seviyesinin arttigi gosterilmistir ve
bu da bakirin demir eksikligi anemisindeki durumu duzeltici etkisi olabilecegini
dusundurmektedir. Bu baglamda projede bakir mineralinin demir eksikligine baglh olusturulan
anemik durumdaki dizeltici etkisi molekiler ve genetik dizeyinde insan enterosit hicre
modellinde (Caco-2) incelendi. Projenin ilk kisminda Caco-2 hiicreleri 12 bélmeli steril hicre
kaplarinda 21 guin sire ile buyitildi. ikinci kisimda, besinden gelen ve kandaki bakirin
etkisinin in vitro olarak test edilebilmesi igin insan bagirsak sistemi modellendi. Bunun igin
Caco-2 hucreleri 6zel membranlarda buyutllerek polarize olmalari saglandi. Daha sonra
hicrelere deferoksamin (DFO) verilerek demir eksikligine baglh anemi olusturuldu. Hucreler
bakir ve demir ile muamele edildi. Orneklerden RNA izolasyonu yapilip, cDNA dénisimi
gerceklestirildi. Bunu takiben RT—gPCR metodu ile gruplar arasindaki belirli genlerin mRNA
ekspresyon seviyelerine bakildi. Dmtl ve Ftn genlerine ait mMRNA regulasyonlarinin hicre
kUltdri kabinda ve membran sisteminde bulylyen hicreler arasinda farkli oldugu
g6zlemlendi. Membran sistemindeki sonuglara gore, bakirin demir eksikligi anemisinde artan
Fpn ve Dmtl genlerinin mRNA seviyelerini dustrdugu saptandi. Daha da dnemlisi bu anlamh
azalma, bakirin polarize olmus hucrelerin yalnizca bazolateral kismina verilmesiyle
gOzlemlenmistir. Bu da kandaki bakirin demir eksikligi anemisinde bagirsak demir
hemostazinin hiicre i¢i molekiler mekanizmasini etkiledigini géstermektedir. Buna ilaveten,
kontrol grubuyla kiyaslandiginda bakirin anemik kosullar altinda regule olan Ankrd37 ve Egln
genlerinin mRNA ekspresyonlarini etkilemegi bulunmustur. Projede anemi durumunda demir
mineralinin bakir metabolizmasindaki genlere etkisi de incelenmistir. Anemi durumunda
bazolateral kisma verilen demir bakir ile reglle olan genler icinde yalnizca Atp7a mRNA
ekspresyonunu etkilemektedir. Elde edilen bulgular, kandaki bakirin diyetten gelen bakira
gore enterosit hucrelerinde demir eksikligi anemisini azaltmada daha etkili olabilecegini
gOstermektedir. Bakir, anemi durumunda demir mineraline bagh regile olan Fpn ve Dmtl
genlerinin mMRNA ekspresyonlarini enterosit hucrelerinin basolateral kisimlari Uzerinden
etkilemektedir. Anemide Fpn ve Dmtl genlerini regile etmek icin kandaki bakir tarafindan
etkilenebilen molekuler mekanizmalarin neler oldugunu ortaya c¢ikaran fonksiyonel

¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Bakir, demir, anemi, enterosit, ferroportin (Fpn), divalent metal

transporter 1 (Dmt1)
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ABSTRACT
Iron deficiency anemia is the most common problem among nutrient deficiency related
diseases in the world. Thus, it is important to understand the mechanisms that are lying
under iron deficiency and compensatory response of cells to iron deficiency. It has been
shown that copper level increases in enterocyte cells of intestine during iron deficiency
anemia and this suggests that copper might have ability to compensate iron deficiency
anemia. Thus, compensatory response of copper mineral to iron deficiency anemia at the
level of molecular and genetic regulation in human enterocyte cell culture model (Caco-2)
was investigated. In the first part of the project, Caco-2 was grown on 12-well culture plates.
In the second part, human intestine system was mimicked to test effect of the dietary and
blood copper in in vitro. Caco-2 cells were grown and polarized on the membrane system.
Caco-2 cells were treated with deferoxamine (DFO) to induce iron deficiency anemia. Then,
copper and iron were given to cells. RNA isolation was performed in the samples and RNA
samples were converted to cDNA. RT-gPCR was performed to analyze gene expression
levels. We observed that regulation of Dmtl and Ftn genes were different between cells that
were grown on cell culture plate and membrane system. When we looked at results from
membrane system, we found that copper decreased mRNA levels of Fpn and Dmtl genes
during iron deficiency anemia. Most importantly we found this significant reduction when
copper was given only basolateral side of polarized cells. This indicates blood copper
influences intracellular molecular mechanism(s) of intestinal iron homeostasis during iron
deficiency anemia. Moreover, copper did not affect mRNA expression of Ankrd37 and Egin
genes under condition of anemia compare to control group. Effect of iron on mRNA
expression of copper regulated genes was also investigated in the study. We found that iron
affected only Atp7a mRNA expression into copper regulated genes during anemia. This
effect was observed when iron was given into only basolateral side of cells relative to other
experimental groups. In conclusion, our results suggest that blood copper might have more
effective than dieatery copper in order to reduce iron deficiency anemia in enterocyte cells of
small intestine. Copper influences iron regulating mRNA expressions of Fpn and Dmtl genes
during anemia through basolateral side of enterocyte cells. Further functional study is
necessary to evalute which molecular mechanism(s) sense to blood copper to regulate Fpn

and Dmtl genes during anemia.

Key Words: Coper, iron, anemia, enterosit, ferroportin (Fpn), divalent metal transporter 1
(Dmt1)
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1. GIRIS

Demir ve bakir minerali, vicuttaki diger minerallerden farkh olarak ylkseltgenme ve
indirgenme redoks potansiyeline sahiptirler. Bu minerallerin hlcre igerisine alinmasi ve
verilmesi kontrolll bir sekilde olmakta ve metabolizmalari hicresel ve sistemik dizeyde ¢ok
sikl bir sekilde kontrol edilmektedir (Knutson, 2010). Demir minerali, hicre biylimesi ve
farkhlagsmasi, vicudun immin yanittaki etkisi, demir eksikligine baglh anemiyi énlemesi gibi
bircok fizyolojik etkiye sahiptir (Knutson ve Wessling-Resnick, 2003). Bunun yaninda
metabolik olarak demir ile yakindan iligkisi olan bakir minerali de vicuttaki hayati énem
tasiyan enzimler icin gerekli bir kofaktordir (Collins vd., 2010). Son zamanlarda yapilan
calismalarda, bakirin demir metabolizmasi UGzerindeki etkileri gosterilmistir (Jiang vd., 2011,
Ranganathan vd., 2011). Bu iki minerale bagh metabolik bozukluklarda 6&lim ile
sonuglanabilen ¢ok ciddi hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Demir eksikligi dinyada en yaygin
gorulen besin eksikliginin neden oldugu metabolik bir bozukluktur ve bakir mineralinin anemi
Uzerinde etkisinin oldugu dustniulmektedir (Ranganathan vd., 2012; Gulec ve Collins, 2014).

Bu yuzden bu iki mineralin fizyolojik etkilesimlerinin ortaya konmasi énemlidir.

2. LITERATUR OZETi

Literatir 6zetinde, demir ve bakir minerallerinin genel 6zelliklerinden bahsedilecek
daha sonrasinda, bagirsak enterosit hicre metabolizmalarinda gorev alan genler ve
molekller mekanizmalar hakkinda bilgi verilecektir. Son olarak demir ve bakir mineralinin

fizyolojik iligkileri bilinen ve bilinmeyen yonleri ile tartigilacaktir.

2.1 Demir Mineraline Genel Bakis

Demir, dunya yuzey kabugunda en ¢ok bulunan gegis metali olarak ikinci sirada yer
almaktadir (Crichton ve Charloteaux-Wauters, 1987). Demir, hemoglobindeki ‘heme’
molekulinin yapisinda yer alarak oksijenin vucut icindeki dokulara tasinmasinda rol
oynamaktadir (Guggenheim, 1995). Bu yuzden yasayan organizmalar i¢in gerekli bir besinsel
faktordlr. Bunun yaninda demirin mitokondriyal enerji uretimi (Hershko vd., 2005), hicre
buyumesi (Fu ve Richardson, 2007), vucuttaki bakterilere kargi olugan yanitta (Cassat ve
Skaar, 2013) ve steroid hormon sentezi (Waterman ve Simpson, 1985) gibi bir¢ok fizyolojik

olayda rol oynadigi gdsterilmistir. Hiicre icindeki demir miktarinin kontroli ¢ok énemlidir.
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Fazla miktarda demir feton reaksiyonu ile hicre icin tehlikeli olan hidroksil radikallerinin
olusmasina ve hicre membranlarinin, DNA ve proteinlerin zarar gérmesine neden
olmaktadir (Aruoma vd., 1989). Eksikliginde ise anemi gorulmektedir (Andrews, 1999).
Besinlerde iki ¢esit demir bulunmaktadir. Bunlardan ilki 6zellikle kirmizi ette bulunan
hemoglobine bagdli formdaki demir ve digeri ise inorganik olan demirdir (Hurrell, 1997). Bu iki
farkl demir formunun bagirsaktan hicre icine alinimi farklihk géstermesine ragmen, vicutta
ayni demir havuzunda toplanirlar ve demir metabolizmasina katkilari ayni sekilde olmaktadir.
inorganik demir, bitkilerde, kuru bakliyatlarda ve az miktarda et Urinlerinde rastlanmaktadir.
insan glinliik olarak besinlerden yaklasik 10-15 mg oraninda demir alirken? , bunun yaklasik
1-2 mg’1 bagirsak hucrelerinden emilebilmektedir (Andrews, 1999). Genel olarak bir insan
vicudunda yaklasik 3-4 g arasinda demir bulunmaktadir. Demirin insan vicudundan atilimi
icin 6zellesmis bir sistem bulunmamaktadir (Gulec ve Collins, 2014) ancak ¢ok az miktarda
cesitli yollardan demir kaybi goérilmektedir (bagirsaktan kopan enterosit hucreleri, deri
kopmalari ve tirnaklarin kesilmesi gibi) (Green vd., 1968). Bu yutzden vicut igindeki demir
mineralinin dénglsu ve molekiler genetik dizeydeki kontroli ¢ok onemlidir. Bu dongu
icerisinde vucuda demir girisinden ve regulasyonundan sorumlu bagirsak enterosit hicreleri
onemli bir yere sahiptir. Demir eksikligine bagli anemi, dinyada en yaygin gorilen besin
eksikliginin neden oldugu ve her yas grubundan bireyleri etkileyen metabolik bir bozukluktur
(Guilbert, 2003). Diger yandan vicutta demir fazlaligi da (hemochromatosis) insan sagligi
icin 6nemli bir sorun olmakta ve genetik faktorlerin etkisi ile de (HFE genindeki mutasyon)
ortaya ¢ikabilmektedir (Stremmel vd., 2007). Genel mekanizma ise bu gorilen mutasyonlar
sonucu bagirsaktan demir emilim kontroll yitiriimekte ve ilerleyen zaman periyodu sonunda
vicutta demir birikimi (bu mutasyonu tasiyan bireyler 40-60 yaslarina ulastiklarinda
vucutlarinda 20-40 g demir bulunmaktadir) olmaktadir (Stremmel vd., 2007). Demir eksikligi
veya fazlaliginin olusumuna bakildiginda, bagirsak dokusundaki enterosit hiicrelerinin, demir

metabolizmasi i¢in ne kadar 6nemli oldugu 6n plana ¢ikmaktadir.

2.2 BAGIRSAK DEMIR METABOLIZMASI

2.2.1 Enterosit Hiicrelerinden Demir Emilimi

Aktif olarak demirin vlcuttan atilmasi igin 6zellesmis bir sistemin olmamasi, vicuttaki
demir seviyesinin kontrolinde bagirsak enterosit hucrelerinden demir emilimini 6n plana
cikarmaktadir. CUnkd emilimin yetersizligi anemiye neden olurken fazlaligi da dokularda
tahribata neden olmaktadir. Bagirsak sisteminin enterosit hicreleri demir emiliminden

sorumludur. Besinlerden gelen inorganik demir mineralinin emilimi icin iki mekanizma
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ongorulmustur (Gulec ve Collins, 2014) (Sekil-1). Bu 6ngoérulen iki mekanizmada (A ve B)
ortak nokta, besinlerden gelen Fe*® enterosit hiicrelerinin apikal kisminda bulunan (enterosit
hicrelerinin besinlerin geldidi tarafa bakan kismi) rediktaz proteini (duodenal cytochrome B
(Dcytb Cybrd1)) tarafindan Fe*? formuna donustirilmesidir (McKie vd., 2001).

En iyi tanimlanmis mekanizma (Sekil-1) de

Fe 2+ Fe
] *

. " .y +  Dmtl
A mekanizmas! olarak Ozetlenmistir. Fe*? forma Fes o

donustirilmis demir, enterosit hiicrelerinin apikal
tarafta bulunan transport protein (divalent metal
transporter 1 (Dmtl)) araciligiyla hlcre icerisine
girer. Hucre icerisindeki demir ya demiri depolayan
(ferritin (Ftn)) proteini tarafindan alinir (Harrison ve
Arosio, 1996) veya vicutta kullaniimak zere kana
verilir. Hicre digina verilirken ilk asamada Fe*?

formundaki demir minerali, oksidaz proteini (Heph)

2.9
Fe

ile Fe* formuna donUstirilir ve bazolateral Fe®s — <

(enterosit hucresinin vucut icine bakan tarafi) | Sekil 1. ince bagirsak enterosit hiicrelerinden
demir emilim mekanizmalan (A ve B).

kisimda lokalize olmug Fpnl transport proteini ile
hicre digina verilir (Donovan vd., 2000). Kanda demir metali tasiyici protein (Tf) ile
karaciger, kemik iligi basta olmak Gzere demire ihtiya¢ duyan organlara iletilir (Anderson vd.,
2002).

ikinci mekanizma ise sekil-1 B’'de dzetlenmistir. Fe+? formundaki demir apikal tarafta
bulunan transport protein (Dmt1) tarafindan hiicre igerisinde olusan endozom kompleksi ile
hicre igerisine alinir (Ma vd., 2002) sonrasinda oksidaz olarak goérev yapan protein
tarafindan (Hephaestin (Heph)) Fe*® formuna dondstirilir ve endozom Uzerindeki demiri
hicre disina veren transport proteini (Fpn1) ile kana verilir. Daha sonrasinda demir metalini

tasiyan protein (Transferrin (Tf)) ile vicuttaki dokulara iletilir.

2.2.2 Enterosit Demir Metabolizmasindan Goérevli Genlerin Regiilasyonu

Hucre igi demir metabolizmasinda gorev yapan genlere ait mRNA’larin regulasyonu,
transkripsiyon sonrasi molekiler mekanizmalar ile kontrol edilmektedir (Sekil-2). Bu
mekanizmada goérev yapan ve hucre ici demiri baglayabilen regulator protein (iron regulatory
proteins (IRPs)), demir metabolizmasinda rol oynayan genlerin mRNA sekanslari tzerinde

bulunan 6ézel baz dizilerine (iron response elements (IREs)) baglanarak mRNA transkript
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stabilitesini kontrol eder ve bu mekanizmalar asagida detaylari ile O6zetlenmigtir
(Pantopoulos, 2004).
Fpn1 ve Ftn mRNA’lar (5’-) uclarinda

) . mRNA Stabilitesinin _Translasyonun.
peptit kodlamayan ama mRNA regilasyonunda Kontrolii Kontrolii
. . o Demir Sevivesl
rol oynayan motifler igermektedir. Ozelikle |2  w T s (rebatoms
g
karaciger hicrelerinde demirin hicre igerisine | g ! !
alinimindan sorumlu Tfr1 ve bagirsakta demir 5_._9_’ 5. .
: 3
transport eden Dmt1 mRNA’'lari ise (3’-) — Peptit
. ) ) Azalan mRNA seviyesi Devam Eden Translasyon
uclarinda bu 6zel motifleri bulunur. Ortamda
. . . .. , kzoniikl IRP
demir miktari az ise, IRP proteini mRNA'larin I"p R"“““"{ { Fe baglanmamis)
(Fe baglanmamig) !

(5’-) ucundaki IRE baz dizisine baglanarak, ™ ﬂ
" ‘3

5

RNA Stabilitesi

MRNA’nin  ribozom kompleksi ile temasini

etkller ve prOteIn SenteZInI dU§UrU rken: Artan mRNA Seviyesi Durdurulmug Translasyon

mRNAlarin (3-) ucuna baglanarak | gekil 2. Demir metabolizmasinda rol alan

K il | RNA | genlere ait mRNA’larin molekiiler kontrol
ekzonukleazlarin m art - pargalanmasini | g ekanizmalar

azaltarak mRNA stabilitesini arttirir

(Pantopoulos, 2004). Sekil-2 de 6zetlenen bu mekanizmaya bagl olarak, hlcre i¢i demir
seviyesi arttiginda Dmt1 ve Tfr1 (6zellikle karaciger ve kemik iligi hicrelerinde Transferine
(Tf) bagimli demir aliniminda sorumlu reseptdr protein) mRNA stabiliteleri azalirken Ftn ve
Fpn1 protein sentezi gergeklesir. Hlcre igi demir seviyesi azaldiginda, Dmt1 ve Tfr1 mRNA
stabiliteleri artarken, Ftn ve Fpn1 protein sentezi azalmaktadir (Muckenthaler vd., 2008). IRP
ve IRE mekanizmalarindan farkli olarak, enterosit demir metabolizmasinda gérev alan genler
transkripsiyon dizeyinde de kontrol edilebilmektedir.

Demir eksikligi enterosit hlcrelerinde hipoksik yanita neden olmakta ve demir
metabolizmasindaki genlerin transkripsiyon dizeyinde regulasyonundan sorumludur ve
bagirsak demir emiliminde buylk rol oynamaktadir (Shah vd., 2009). Hlcredeki demir
miktarinin azalmasi, demire bagimh hipoksik ortamin olugsmasini saglamaktadir. Hipoksik
sinyalde gorevli transkripsiyonu kontrol eden iki protein (Hypoxia inducible factors, Hif1a ve
Hif2a) buyuk éneme sahiptirler (Semenza, 1994). Bu proteinlerin stabilitesi, hidroksile olup
olmamalari ile iligkilidir. Hidroksilasyonda rol oynayan proteinler demir varliginda aktivitelerini
gostermektedir. Ortamda demir az ise, Hifla ve Hif2a hidroksilasyonu azalmakta ve
stabiliteleri artmaktadir. Sonug olarak demir metabolizmasinda rol oynayan genlerin mRNA
olusumunu artirmaktadirlar (Shah vd., 2009). Enterosit hiicrelerinde Hif2a proteininin demir
metabolizmasindaki transkripsiyona bagh regulasyonu kontrol ettigi, Hif2a geni silinmis
hayvan modelinde (Hif2a Knocked Out (KO)) ve deferoksamin (DFO) kullanilarak
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olusturuimug anemik Caco-2 hucrelerinde gosterilmigtir (Hu vd., 2010). Hipoksiya

bagirsaktaki IRP/IRE mekanizmalari ile korale olarak c¢alismaktadir.

2.2.3 Bakir Mineraline Genel Bakig

Bakir minerali, vicut saghgi icin dnemli olan birgok enzimin yapisinda kofaktér olarak
yer almakta ve bu enzimlerin fonksiyonlari icin gerekmektedir. Ornegin bag dokulardaki
kollajen ve elastin proteinlerinin formasyonunda rol oynayan enzimlerin aktivitelerinden
sorumludur (Collins ve Klevay, 2011). Bakirin kalp hucrelerinin fonksiyonlarini yerine
getirmesine etkili oldugu, bakir eksikliginin kalp fonksiyonlarindaki dizensizlikler ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Klevay, 2000). Beyin hicrelerinde bulunan 6nemli enzimlerin
(Tyrosinase, peptidylglycine a-amidating mono-oxygenase, Cu/Zn superoxide dismutase,
dopamine-B-hydoxylase enzymes) fonksiyonlari icin gereklidir (Krebs ve Krawetz, 1993).
Bakir eksikligi bu enzimlerin calismalarina etki ederek bircok fizyolojik olayda saglik

acisindan istenmeyen sonugclara neden olmaktadir (Scheiber vd., 2013).

Bagirsak enterosit hicreleri araciigi ile gunlik olarak 0.6-1,6 mg aralijinda bakir
vicut icine alinmaktadir. Yaklasik olarak, normal bir insandaki bakir miktari, 4,5 mg/kg vicut
agirhgr olarak tahmin edilmektedir (Prohaska ve Gybina, 2004). Bakir eksikligi, demir
eksikligine goére ¢ok daha az oranda gortlmesine ragmen erken midahale edilmez ise 6lim
ile sonuglanmaktadir. Genellikle genetik olarak ortaya ¢ikan bakir eksikliginde, bagirsaktan
bakir emiliminin verimli bir sekilde gerceklesememesi sonucunda Menkes hastaligi ortaya
cikmaktadir (Tumer ve Moller, 2010). Bu hastalik bagirsaktan bakirin kana verilmesinden
sorumlu transport protein (Atp7a) geninde yer alan mutasyon sonucu goériimekte ve dogum
sonrasi teshis edilemedigi taktirde 6lim ile sonuglanmaktadir (Tumer ve Moller, 2010). Bakir
mineralinin fazlaligi da vicutta istenmeyen sonuglara neden olmaktadir. Bakirin
karacigerden kana verilmesinden sorumlu transport proteininin (Atp7b) tam olarak goérevini
yerine getirememesi, organ igerisindeki hucresel yikima neden olmakta ve karaciger organ
fonksiyonlarinda bozulma goézlenmektir. Bu hastalik literatirde Wilson’s hastaligi olarak
bilinmektedir (Sternlieb, 2000). Bu yuzden demirde oldugu gibi hucre igi bakir miktari gok siki
bir sekilde kontrol edilmelidir.
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2.2.4 Enterosit Bakir Metabolizmasi

Bagirsak enterosit hucrelerinden bakir

emilimi ve hlcresel bakir metabolizmasinda yer
alan proteinler sekil-3 de 6zetlenmistir. Besinlerde
bulunan bakir, genellikle kuprik (Cu*?) formdadir.
ik olarak enterosit hiicrelerinde bulunan rediiktaz
proteini tarafindan bu formdaki bakir (Cu*?) P s e
formuna donasturalir (Wyman vd., 2008). Bu
proteinin Dcytb oldugu duslunllse de bakirin
indirgenmesinden sorumlu faktér tam olarak

bilinmemektedir. Daha sonrasinda enterosit

Albiimin/io2 makroglobiilin Gu 2

hicrelerinin - apikal tarafinda (besinlerin ilk

karsilastigi kisim) bulunan bakir transport protein- | Sekil 3. ince bagirsak enterosit hiicrelerinden
bakir emilimi ve metabolizmasi.

1 (Ctr1) tarafindan hicre igerisine endozom
kompleksi olusturularak alinmaktadir (Sharp, 2003). Hucre igerisindeki serbest bakir toksik
etkiye sahip oldugu icin bakir, hiicre igerisindeki hedef proteinlere ve organellere goéturalir.
Bakir minerali, bakir tasiyici protein (Ccs) ile siperokside dismutaz proteinine (stiperoxidase
dismutase, Sod1) goéturdlir (Kim vd., 2008). Diger bir tasiyici protein olan antioxidant protein-
1 (Atox-1) ile bakir Atp7a proteinine verilir (Prohaska ve Gybina, 2004). Atp7a proteini de
bakiri, bakira bagimli proteinlerin sentezi igin golgi sistemine goétirmekten sorumludur
(Prohaska ve Gybina, 2004). Hucre igerisindeki bakir minerali sitozolik Metallotionin
(Metallothionein 1a, Mt1a) proteini tarafindan depolanir veya enterosit hiicrelerinden kana
Atp7a transport proteini ile verilir (Kim ve Petris, 2007). Kana gecen bakir burada kandaki
oksijen ile oksidasyona ugrayarak Cu*? formuna dondstirGlir ve albimin veya

makroglobilin proteinleri araciligi ile kandan vicuttaki organlara iletilirler (Prohaska, 2008).

2.2.5 Bakirin Fizyolojik Olarak Demir Metabolizmasindaki Bilinen ve Bilinmeyen Etkileri

Bakirin demir metabolizmasindaki etkisi ilk olarak 1930’lu yillarda bakir eksikliginin
anemiye (cholorosis=green sickness) yol actiginin gézlenmesi ile ortaya ¢ikmigtir. Bu sekilde
olusan anemide demir takviyesinin faydasi gozlenemez iken bu hastalarda ancak bakir
takviyesinin anemiyi duzelttigi gozlenmistir (Sharp, 2004). Bakir eksikliginin dunyada c¢ok
fazla goérilmemesi nedeni ile normal sartlarda bakir eksikligine bagl anemi glnimizde

yaygin olarak gorilmemektedir. Bakir ve demir metabolizmalarinin arasindaki fizyolojik iligki
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iki farkli dokuda c¢ok iyi tanimlanmistir. Bagirsak enterosit hucrelerindeki demirin
oksidasyonundan (Fe*>->Fe** donlisimi demirin transferin proteinine baglanmasi igin
gerekli bir basamaktir) sorumlu protein, hepheastin (Heph), bakiri yapisina alarak
fonksiyonel olmaktadir (Fox, 2003). Yapilan sigan c¢alismasinda diyete bagh bakir
eksikliginin, demirin enterosit hicrelerinden kana salinmasini azalttigi ve demir eksikligine
neden oldugu bulunmustur (Reeves ve DeMars, 2004). Diger yandan Heph geninde
mutasyon bulunan fare modelinde (Sla), farelerin dogum sonrasi erken dénem icinde hafif
anemik olduklari ancak bu durumun sonraki aylarda gézlenmedigi belirtiimistir (Vulpe vd.,
1999). Diger bir calismada ise enterosit hiicrelerinde, demir oksidasyonundan sorumlu ve
bakira bagimli olabilecek Heph’den farkli baska tanimlanamamis protein(lerin) olabilecegi
dusunulmektedir (Ranganathan vd., 2012; Gulec vd., 2014). Heph ile ayni fonksiyona sahip
ve karacigerde gorev yapan seruloplazmin (Cp) proteini de bakira bagimli calismaktadir ve
karacigerde depolanan demirin salinmasi i¢in bu protein gerekmektedir (Harris vd., 1995).
Heph proteininde oldugu gibi bakir eksikliginin Cp proteinin fonksiyonunu azaltarak,

karacigerden demir salinimini azalttigi gosterilmistir (Broderius vd., 2010).

Dusuk demir verilerek olusturulan anemi durumunda (kontrol ve demir seviyesi duguk
olan diyetlerde bakir seviyesi aynidir) enterosit hiicrelerinde ve kanda bakir miktarinin arttigi
gbzlenmistir (Ravia vd., 2005). Ancak bu artisin enterosit hicrelerindeki fizyolojik nedeni
bilinmemektedir. Diyete bagli demir eksikligi olusturulmus sigan enterosit hiicrelerinde bakiri
bu hlcrelerden kana veren transport proteini Atp7a gen ekspresyon seviyesinin anlamli
derecede arttigi goézlenmigtir (Ravia vd., 2005). Atp7a geni mutant hayvan modelinde
(brindled), hemoglobin seviyesi dugtk bulunmasina ragmen, bagirsak enterosit
hucrelerinden anemik durumda demir emiliminde kontrol hayvan grubuna goére bir farkhhk
g6zlenmemistir (Gulec ve Collins, 2013). Bu fare modelinde bakir enjeksiyonu ile hayatta
kalan yavrularin, sistemik bakir miktarlarinin az oldugu bulunmustur ve bunun bir etkisi
olarak aneminin ortaya cikabilecedi onerilmigtir. Diger bir ¢alismada, in vitro olarak Atp7a
mMmRNAsI ortadan Kkaldirilarak olusturulan sigan enterosit hlcre modelinde, demir
metabolizmasi c¢alisiimis ve demir metabolizmasinda rol alan genlerin ekspresyon
seviyelerinde ve regulasyonunda degisiklik oldugu gosterilmistir (Gulec ve Collins, 2014).
Ozellikle enterosit hiicrelerinde demiri hiicre digina veren Fpn1 geninin mRNA seviyesinin
arttig1 ve bu artigin transkripsiyon dizeyinde oldugu bulunmustur. Atp7a protein miktarinin
bu hicrelerde azaltimasi, hucre igcin bakir miktarini artirmaktadir. Fpn1 gen
regulasyonundaki artis direk Atp7a proteininin eksikliginden gelebilecegdi gibi, hicre ici bakir
mineral artigindan da kaynaklanabilir. Ancak bu etkinin molekuler mekanizmasi tam olarak

bilinmemektedir (Gulec ve Collins, 2013). Demir eksikliginin neden oldugu hipoksik kosulda,
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enterosit hlicrelerinde demir ve bakir metabolizmalarinda gorev alan bazi genlerin koordineli
olarak benzer regilasyon goésterdigi bulunmustur (Xie ve Collins, 2011). Bu da demir
eksikligine bagli aneminin enterosit hlcrelerindeki demire ve bakira bagimli mekanizmalari
etkiledigi ve bakir mineralinin de demir eksikligine bagimli reglilasyonda rol oynayabilecegini

disUndirmektedir.

Bu caligmalar bakirin anemiye bagimli demir metabolizmasina etkisinin olabilecegini
isaret etmesine ragmen hala bilinmeyen mekanizmalarin oldugunu da géstermektedir. Diger
onemli bir nokta ise anemik durumda, besinlerden gelen veya kanda bulunan bakirin,
enterosit hicresindeki demir metabolizmasina farkli sekilde olasi bilinmeyen etkilerinin
arastiriimasidir. Aneminin olusmasinda, besinlerden gelen demirin viicuda tek giris noktasi
olan enterosit hucreleri buylk 6neme sahiptir. Bu ylzden bu calismada, bakirin anemik
kosullarin olusturuldugu enterosit hlcresindeki demir metabolizmasina etkisi molekller ve

genetik duzeyde arastiriimistir.

3. YONTEM

Bu projede izlenen yontemler iki bashk altinda toplanmistir. ilk kisimda, bakir
mineralinin anemi olusturulmus hicrelerdeki molekiler ve genetik regilasyona olan etkisi
arastinlmig ve ikinci kisimda ise insan bagirsak sistemi olusturulmus in vitro hicre
modelinde, diyetten gelen ve kandaki bakirin etkileri modellenerek ayri ayri test edilmistir. Bu
projede kullanilan tim agciklayici sekiller yuraticu tarafindan hazirlanmistir, aksi sekillerin

altinda belirtilmigtir.

3.1 BAKIRIN ANEMIK DURUMDA, DEMIR METABOLIZMASINA ETKISIiNIN MOLEKULER
VE GENETIK DUZEYDE BELIRLENMESI

Bu kisimda yapilan deneysel asamalar asagidaki sekilde 6zetlenmigstir. Genel hatlari
ile hiicreler 12 bolmeli huicre kiltlr kaplarinda bayatalip farklhilastiriimistir. Sonrasinda demir
eksikligine bagli anemik kosullar olusturulup demir ve bakir muameleleri yapiimigtir. Bu

asamalar detayli bir sekilde asagida agiklanmistir.
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Sekil 4. Hiicre kiiltiirii kaplarinda biiyiitiilen hiicreler ile yapilan deney 6zeti: Gla: Higbir
muamele yapillmamis grup, G1b: Anemik grup, Glc: Anemi olusturulduktan sonra demir
minerali verilmis grup, G1d: Anemi olusturulduktan sonra bakir minerali verilmis grup, Gle:
Anemi olusturulduktan sonra demir ve bakir minerallerinin beraber verildigi grup

3.1.1 Hucre Kulturi Galigmalari

Enterosit hucrelerinin direk olarak bagirsak dokusundan alinarak kisa bir zaman
diliminde ex vivo olarak kullaniimasinin zorlugundan dolayi, olusturulacak kdlttire edilebilen
ve uygun kosullar icinde metabolik olarak aktif olan alternatif hicre modelleri dnem
kazanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Caco-2 hicre modeli, yaklasik 21 gin boyunca
uygun kosullarda kdiltire edildiginde, insan bagirsak enterosit hiicresine fonksiyonel,
metabolik ve biyolojik aktivite dzellikleri olarak biylk oranda benzerlik gosterdigi anlasilimistir
(Sambuy vd., 2005). Ulaslilabilir hiicre modellerine bakildiginda normal insan enterosit hiicre
modellerine hemen hemen hi¢ rastlanmamaktadir. Bu yizden insan enterosit modeline en
yakin hdcre modellerin bulunmasi 6nemlidir. Diger kolon karsinoma hucre hatlar ile
karsilastiriidiginda, Caco-2 hicre hattinin, besin metabolizma c¢alismalari igin daha iyi
morfolojik ve fonksiyonel ézelliklere sahip oldugu goésterilmistir (Chantret vd., 1988). Caco-2
hicre modeli besin (Yin vd., 2014), ila¢ (Wilson, 1990) ve fonksiyonel maddelerin etkileri ile
ilgili calismalarda (Satake vd., 2002), enterosit demir ve bakir metabolizmalarinda siklikla
kullanilan in vitro hicre tipidir (Han ve Wessling-Resnick, 2002; Linder vd., 2003; Chicault
vd., 2006; Zhu vd., 2006; Pourvali vd., 2012).

Caco-2 hacreleri igin, 20% si1gir serumu, 1% penisilin-streptomisin, 1% esansiyel
olmayan amino asit karisimi, 1% sodyum purivat iceren MEM (Essential Media) besi yeri
kullanilmistir. Hucreler, laboratuvarda 100 mm c¢apli hiicre kultirt kaplarinda, 1.000.000
hicre/ 10 mL hazirlanmis besi yerinde, 37 °C nemli atmosfer altinda, %5 CO: iceren hiicre
inkibatérinde blyutilimustir. Gerektiginde kullaniimak Gzere, sivi azot icinde hlicre stoklari
yapilarak saklanmistir. Deney icin kullanilan hiicre pasaj sayisi (hlcrelerin %95 oraninda
buyudukten sonra, her bir yeni besi yeri igeren hicre kilturt kaplarina alindigindaki sayi) 20-
30 arasinda tutulmustur.
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3.1.2 Hiicre Hattinin Hazirlanmasi

Gen ekspresyon seviyelerinin belilenmesi igin kullanilacak htcreler standart hicre
kiltari kaplarinda blyuttilmastir. Bunun igin, 10.000 hiicre/bélme olacak sekilde 12 béimeli
hicre kiltart kabi kullanilmigtir. Hicreler yizeyi tamamen kapladiktan sonra her iki glinde
bir, eski hiicre besi yeri degistirilip yeni besi yeri eklenerek bu islem 21. gline kadar devam

etmistir. Daha sonrasinda demir eksikligine bagh anemik kosullar olusturulmustur.

3.1.3 Demir Eksikligine Bagh Anemik Kosullarin Olusturulmasi ve Demir, Bakir

Mineralleri ile Hiicrelerin Muamele Edilmesi

Demir eksikligine bagli anemi, demiri baglayan kimyasal ajan (Deferoksamin, DFO)
kullanilarak olusturulmustur. DFO, demir metabolizmasinda anemik kosul i¢in kullanilan ¢ok
yaygin bir molekildir (Zerounian ve Linder, 2002; Hu vd., 2010). DFO, ortamdaki demiri
hicre icin kullanilamayacak duruma getirir ve hlcreler bu olusturulan ortamda demir minerali
yokmus gibi anemik fenotipi gostermektedirler. Hucreler 21. gunluk bekleme siresine
geldiklerinde, daha dnce farkli bir calismada kullanilan oranda 200 uM DFO eklenerek 24
saat sure ile muamele edilerek demir eksikligi sartlari olusturulmustur. 24. saatten itibaren
ortama 100 pg/mL demir (FAC, Ferrik Amonyum Sitrat formunda), 100 yM bakir (CuCly,
Bakir (Il) Klorlr formunda) minerali ve demir-bakir mineralleri beraber eklenerek 18 saatlik
inkibasyona birakilmislardir. Demir olarak FAC formunun segilmesinin nedeni bu formun
fizyolojik sartlara uygun olmasi ve daha Onceki ¢alismalarda kullanilmasidir (Hu ve ark.,
2010). Menkes hastaliginin goéruldigu hayvan ve insanlarin hayatta kalabilmesi igin CuCl,
kullaniimasindan dolayi deneysel olarak kullanilan bakir bu formda segilmistir (Gulec ve
Collins, 2013). Mineral muamelelerinden sonra RNA izolasyonu, cDNA sentezi yapilmis ve
bu asamayi takiben qPCR ydntemi ile deneysel gruplar arasindaki mRNA seviyelerindeki

farkhliklar hesaplanmistir.

3.1.4 Orneklerden RNA izolasyonu

RNA 6rnekleri, RNase enzimi ile ¢cok kolay bir sekilde degrade olan (pargalanabilen)
bir yapiya sahiptir. RNA &rneklerinin degrade olmasi, diger asamalardaki deneyleri ve
sonugclari etkileyebilmektedir. Bunun 6nline gecebilmek icin, RNase enzimlerini inaktif eden

‘RNase Free’ solusyonu ile tim malzemeler muamele edilmigtir. Bunun yaninda RNA

10
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izolasyon asamasinda hiicresel Ornekler, disik sicaklikta (~4°C) muhafaza edilerek

calisilmig ve tim gerekli 6rnekler -80°C’ de saklanmistir.

RNA izolasyonu, RNAzol kimyasali kullanilarak ve firma protokolli (MRC. Inc.) takip
edilerek yapilmistir. Genel olarak, érnek basina 1mL RNAzol muamele edilerek hiicrelerin
ylzey ile iligkisi kesilip, parcalanmistir. Daha sonra parcalanmis hlicre populasyonu igeren
RNAZzol soliisyonu, steril bir tlipe aktarilarak Gzerine 400 uL steril su konup 15 saniye kadar
calkalanip oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Bunu takiben, 12.000g hizda 15 dakika
santrifij yapiimistir. Yaklasik 0,750 mL stpernatant kismindan alinarak tzerine 0,750 mL
%75’lik etanol eklenmigtir. Daha sonra, 12.000g hizda, 10 dakika santrif(ij yapiimis ve elde
edilen beyaz renkli RNA pelleti iki defa daha 1 mL etanol ile 500g hizda, 2 dakika stresince
santrifllj yapiimistir. Sonra etanol uzaklastirilip, RNA pelleti (zerine yaklasik 40 uL steril su
konularak ¢ozilmis ve gen mRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi icin cDNAya

cevrilmistir.

3.1.5 cDNA Sentezi ve Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

Elde edilen RNA drnek kalitesi %Z2’lik agaroz jelde belirlenmigstir. Basit¢ce, 6rnek
basina 2 ug RNA ile glyoxal kimyasali, bire bir hacimde karistiriimis ve 30 dakika, 50°C’de
inkiibe edilmistir. Daha sonra, drnekler oda sicakligina getirilip agoraz jele yiklenmis ve UV
ISIk kaynagi altinda RNA fragmentleri goruntulenmistir. 18S ve 5S RNA bantlarina bakilarak,
RNA degredasyonunun olup olmadigina (eger RNA pargalanmigsa jelde simir ve dizgun tek
bir bant seklinde gérilememektedir) bakiimistir. Orneklerdeki, RNA konsantrasyonu, 260
nanometre dalga boyunda 6lgultp her bir drnekten 1 ug olacak sekilde cDNA (komplamenter

RNA) reaksiyonu igin kullaniimigtir.

cDNA reaksiyonu, izole edilmis tek iplik RNA fragmentlerinin tamamlayici zincir
sentez islemi olarak tanimlanabilir. Basitce, RNA o6rnekleri, poly-A nukleotidi ve kiguk alti
bazlik nukleotit primerleri iceren cDNA sentez sollisyonu (enzim ve gerekli kofaktorleri
icermektedir) ile 20 pL ‘lik hacimlerde uygun sicakhk degisimlerine bagh olarak
sentezlenmistir. Daha sonra spesifik genlerin ekspresyon seviyesine bakmak icin, mRNA
sekans dizisine 6zgl primerler tasarlanmistir. Bu iglem igin referans sekans dizileri
‘http://www.ncbi.nlm.nih.gov’ web sayfasindan alinmis ve Ucretsiz olarak internet ortaminda
bulunan ‘http://www.premierbiosoft.com/netprimer’ programi kullanilarak, RNA spesifik

primerler dizayn edilmigtir. Ayrica gerektiinde daha &nceki c¢alismalarda kullanilan
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primerlerden de vyararlaniimistir. Ismarlanan primerler firmadan alindiktan sonra, belli
dilisyonlardaki RNA 6rnekleri klasik ‘SYBR Green’ metodu (Arya ve ark., 2005) kullanilarak
gPCR (kuantitatif polimeraz zincir reaksiyonu) ydntemi ile verimli sekilde c¢alisip
calismadiklari test edilmigtir.

Deneysel gruplar arasindaki mRNA gen ekspresyon seviyeleri ‘SYBR Green’ metodu
ile gPCR cihazi kullanilarak belirlenmistir. Genel olarak ¢ok fazla kullanilan bu metot,
floresan oOzellikteki yesil renkli boyanin c¢ift iplikli nikleotit fragmentine baglanmasi ve bu
fragmentin ylksek sicaklikta denatiire olmasi sonucu bu boyanin nukleotit birlikteliginden
ayrilarak florasan isima vermesi ve bunun qPCR cihazi tarafindan yakalanip sayisal bir
deger olarak belirlenmesi ile hesaplanir. Sonugta, gen ekspresyon seviyesi relatif olarak
belirlenmis olur. Ct (cihazin mRNA fragmentinden gelen floresan sinyali gérdigu anda
verdigi sayisal deger) degerleri her bir 6rnek igin alinmis ve daha sonra 24t analiz
metoduna goére (Gulec ve Collins, 2014) hesaplanip drneklerdeki mRNA seviyeleri

karsilastiriimistir. Bu calismada normalizasyon icin cyclophilin gen mRNA’sI kullaniimistir.

3.1.6 Ekpresyon Seviyeleri Arastirilacak Genlerin Demir Metabolizmasi ile iliskileri

Bu proje hedefleri dogrultusunda, demir ve bakir metabolizmasinda regile olan
genlerin seviyelerine bakilmistir. Bunlarin disinda, demir eksikligine bagh olarak olusan
hipoksik sinyalin hlcrelere demir ve bakir verildiginde nasil degistigi, regulasyonu en iyi
bilinen markir genler igin, ankyrin repeat domain 37 (Ankrd37) ve prolyl 4-hydroxylase
(P4hal), Hif prolyl hydroxylase 3 (EgIn3) mRNA seviyelerine bakilarak bakirin hipoksiya
Uzerindeki etkisi arastinimistir (Hu vd., 2010). Asagidaki tabloda bu galismada arastiriimis

genler 6zetlenmistir.

Demir Metabolizmasi Bakir Metabolizmasi Hipoksiya
Cybrd1 (Dcytb) Ctr1 Ankrd37
Dmt1 Atox1 P4ha1
Ftn Ccs Egin3
Fpn Mt1a
Tfr Atp7a
Heph Sod1
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3.2 SISTEMIK (KANDAKI) VEYA DIYETSEL BAKIRIN DEMIR METABOLIZMASINDAKI
ETKISININ iN VITRO OLARAK TEST EDILMESI

Bu kisimda izlenen yontemler kisaca asagidaki sekilde 6zetlenmistir. Bu bdlimde
Caco-2 hucreleri 6zel bluyutme sartlarinda gelistirilerek insan ince bagirsak sistemi
modellenmigtir. Daha sonrasinda, diyetten gelen veya kanda bulunan bakir mineralinin

polarize olmus anemik hlcrelerdeki etkisi arastiriimistir.

3.2.1 insan Bagirsak Sisteminin Modellenmesi ve Hiicre Bariyer Sisteminin

Olusturulmasi

3.1°de belirtildigi gibi insan bagirsak modeline en yakin in vitro model olarak Caco-2
hiicre hatti kullaniimaktadir. insan viicudundaki bagirsak dokusuna ait emilimden sorumiu
enterosit hicrelerinin en dénemli dzelliklerinden bir tanesi kutuplasarak polarize olmalaridir.
Yani gidalardan gelen besinleri alan transport proteinler (importers, alicilar) hicrenin bir
kutbunda, bu besinleri kana veren transport proteinler (exporter, vericiler) ise diger kutupta
lokalize olmustur. Caco-2 hilicre hattini 6n plana c¢ikaran 6zelliklerden bir tanesi de bu
hicrelerin 6zel membran yilzeylerde ve ideal kosullarda 21 gln sure ile bekletildiginde
polarize olmalaridir. Polarize olan hucreler, insan ince bagirsak sisteminde oldugu gibi apikal
(besinlerin ilk temas ettigi Iimen kismi) ve bazolateral (vicut igine agilan kan damarlari ile
temas eden kisim) bolgeler olarak 6zellesmektedirler (Hidalgo vd., 1989). Bu 6zelliklerinden
dolayi in vivo kosullar igin hedeflenen galismalar 6ncesinde en yaygin kullanilan in vitro
sistemdir. Ornegin bu hiicre sistemi, bebeklere ait yardimci besinleri igeren gidalarin
gelistirimesinde (Glahn vd., 1999), ila¢ firmalarinin insanlar igin demir takviyelerinin
olusturmasinda (Glahn vd., 2000) kullaniimistir. Diger bir demir emiliminin yapildigi
c¢alismada Caco-2 transport hicre sisteminin insan bagirsak demir emilim parametreleri ile
anlamli derecede korale oldugu belirtiimigtir (Yun vd., 2004). Bu calismalar bu projede

kullanilan in vitro sistemin in vivo kosullar i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

Membranda buyatilen hicre sistemi yukaridaki sekilde gdsterildigi gibi deneysel
sistemi iki bolime ayirmistir. Ust kisim besinlerin geldigi, alt kisim ise besinlerin kana gegtigi
bdlim olarak modellenmistir. Bu model, demir ve bakir metabolizmalarini igceren bilimsel
¢alismalarda in vivo insan bagirsak sistemi icin tanimlanmig alternatif in vitro sistem olarak
kullaniimaktadir (Alvarez-Hernandez vd., 1991; Louvard vd., 1992; Nunez vd., 1994; Han ve
Wessling-Resnick, 2002; Linder vd., 2003). Ayrica bu hicre buyutme sistemi vicut
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icerisindeki organ sistemlerinin metabolik olarak etkilesimleri igin de modellenmistir. Ornegin
membran uzerine Caco-2 hucreleri ve hiucre kiltir kabinin alt ylzeyine ise HepG2 (karaciger
hiicre modeli) hiucreleri konulup buydtilerek bagirsak ve karaciger organlarina ait sistemik
etkilesimin arastirildigi calismada kullaniimistir ve fizyolojik ¢alismalar i¢cin énemli bir in vitro
model oldugu belirtilmistir (Scheers vd., 2014).

Bagirsak demir emilimi karaciger tarafindan kontrol edilebilmektedir. Kandaki demir
seviyesi ile ters orantili olarak karaciger tarafindan hepcidin proteini Uretiimektedir. Bu
protein genetik olarak birgok sistemik faktor tarafindan kontrol edilmektedir. Kandaki demir
miktari arttiginda hepcidin proteini, kana bagirsaktan gelen demir emilimini azaltmakta veya
demir eksikliginde bu protein karacigerde Uretimi dusmekte ve bagirsak enterosit
hicrelerinden demir emilimi artmaktadir (Ganz ve Nemeth, 2012). Bu etki disindldiginde
enterosit demir metabolizmasi, sistemik faktorlerin etkisi altindadir ve bagirsak enterosit
hicresine spesifik in vivo ¢alismalar buna bagl olarak zorlagsmaktadir. Bu durumda da in vivo
kosullarin olusturulabilecegi in vitro sistem(ler) 6n plana ¢ikmaktadir. Bu projede enterosit
odakli bir caigma olmasindan dolay! in vivo sisteme en yakin hicre ve buyutme yontemi

olarak Caco-2 hiicre bariyer sistemi secilmistir.

Deneysel hiicre hatti hazirlanirken kullanilan malzemeler ve yontem bu bélimde
belirtildigi sekilde A ve B kisimlarinda kisaca gosterilmistir. Hicrenin buyutuldugu sistem, iki
parcadan olusmaktadir. Birinci parga, hicrelerin tutunmasina yardimci kollajen proteini ile
kapl, 0,4 mikron buyukliginde porlari, 12 mm c¢apinda polytetrafluoroethylene
malzemesinden olugan bir membran ve bu membranin yerlestigi bir hicre kultir kabindan

meydana gelmektedir.

Ust Kisim Ust kisim
» (Apikal)

Polarize olmus
CaCo 2 hicreleri

*AltKisim

Altkisim Membran
(Bazolateral)

Hiicre Kultir Kabi

Sekil 5. Hiicre biiyitiilmesinde kullanilan sistem
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Deneysel hucreler hazirlanirken, ilk olarak membran tzerine 10.000 sayisinda olacak
sekilde Caco-2 hiicreleri konulmustur. Ust taraftaki kisima 500 pL alt kisma ise 1,5 mL
hazirlanmis besi yeri ilavesi sonucunda hicrelerin blylUmeleri mikroskopta duzenli olarak
kontrol edilmigtir. Hicrelerin membranin tim yizeyini kaplamasi i¢in gerekli sire (yaklasik 3
gun) beklenmigtir. Daha sonra, hicrelerin farklilagsmasi icin toplam 21 glin siresince hicreler
bu ortamda, duzenli zaman periyotlarinda (her 2 ginde bir) besi yerleri yukarida verilen
hacimlerde, yeni besi yeri ile degistiriimigti. Bu model tam olarak insan ince bagirsak
sistemini taklit ederek, arastirilan olasi aktif molekiillerin transportunda en yaygin olarak
kullanilan hicre modelidir (Meunier vd., 1995; Delie ve Rubas, 1997; Failla vd., 2008). Bu
sistemde, Ust taraf apikal (Iimen veya besinlerin mideden gelerek bagirsak ile ilk temas ettigi
kisim) ve alt taraf ise bazolateral (besinlerin emildikten sonra kana verildigi kisim) olarak

tanimlanmaktadir.

Hucre bariyer sisteminin tam olarak istenilen dizeyde olup olmadiginin takibi ¢ok
onemlidir. Hicrelerin tek bir sira halinde bosluksuz bir yapi ve sekilde olup olmadigi, hemen
hemen birgok ¢alismada kullanilan (Hidalgo vd., 1989) hiicre elektriksel bariyer direnci (trans
epithelial electrical resistance (TEER)) ne bakilarak karar verilmistir (6lgimin genel olarak
naslil yapildigi sekilde gosterilmistir). Bu 6lcim0 yapan cihaz, farkli uzunlukta iki ucu olan bir
elektroda sahiptir. Bu elektrotun uzun olan ucu, hlcrelerin bazolateral kisminin baktigi tarafa,
kisa ucu ise apikal kisminin baktigi tarafa yerlestiriimistir. Hicrelerin olusturdugu bariyer
direnci (TEER) ohm cinsinden cihaz tarafindan olgtlmustir. Bu degerin Caco-2 igin en az
250 ohm/ cm? oldugu belirtiimistir ve bu degere hiicre inkiibasyonun ortalama olarak 4
gunden baglayarak ulasildigi (Liang vd., 2000) ve TEER degerinin 21-25. glnlerde yaklasik
900-1200 ohm/ cm? kadar ¢iktigi gézlenmistir (Louvard vd., 1992).

Caco 2: 250 ohm/em’s

Kisa Elektrot

1%

Hiicreleri

Uzun Elektrot Hiicresel Elektrik
Rezistans olgumi

Cihaza ait resim www.wpiinc.com web adresinden alinmistir.

Sekil 6. Hiicre elektriksel bariyer direnci (trans epithelial electrical resistance (TEER)) 6l¢iimii
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3.2.2 Demir Eksikligine Bagli Anemik Kosullarin Olusturulmasi ve Bakir Minerali ile

Hiicrelerin Muamele Edilmesi

Membran Uzerinde buyltiimis ve farklilagsmis hicreler 21. gline ulastiginda hem
apikal hem de bazolateral bélimlere, 3.1’de belirtilen miktar ve surelerde DFO ve CuCl;
muameleleri yapimistir. Daha sonrasinda ise yontem 3.1’de anlatildigi gibi RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve takiben 3.1'de belirtilen hedef genler icin qPCR metodu kullaniimistir. Bu
deneyin amaci, diyetten gelen veya kanda bulunan bakirin olasi dengeleyici ve duzeltici
etkisinin, yukarida anlatildigr gibi olusturulmus insan ince bagirsak modelinde test
edilmesidir. Buna ilaveten G2c ve G2d gruplarda bulunan o6rneklere ait gen ekspresyon
seviyeleri karsilastirilarak diyetsel ve kandaki bakirin olasi etkileri arasindaki farkin ortaya

¢ikariimasidir.

Kontrol DFO DFO DFO

oI Ny DFO bFo G2a: Higbir muamele yapiimamis grup
4 1 ] 1 F ‘ G2b: Anemik grup
- G2c: Anemi olugturulduktan sonra apikal
kisma bakir minerali verilmis grup
(besinlerden gelen bakinn anemi Uzerindeki
l l | | 1 | etkisinin modellenerek aragtinimasi icin)
vy o P _1 [1  emic ve Batinn " G2d: Anemi olusturulduktan sonra
: eoorag 4w bazolateral kisma bakir minerali verilmis
" [ "‘ I'MN [ grup (kanda bulunan bakinn anemi
A wzerindeki etkisinin modellenerek
Sekonn aragtinimasi icin)
Sadece Bazolateral et e Bakn. G2e: Anemi olusturulduktan sonra apikal
Tosela Vedirueod Tarata Venimes: kisma demir ve bakir mineralinin beraber
l l l l verildigi grup (besinlerden gelen her iki
l mineralin beraber etkisinin modellenerek
G2e Gaf aragtinimasi icin)
G2f: Anemi olusturulduktan sonra
Y ’ bazolateral kisma demir ve bakir
mineralinin beraber verildigi grup (kanda
bulunan her iki mineralin beraber etkisinin

v modellenerek aragtinimasi icin)
cDNA Sentezi

G2a G2b G2c Gad

RNA lzolasyonu

.

mMRNA Seviyelerini
Belirlenmesi (QPCR)

Sekil 7. Membran sisteminde biiyiitiilen hiicreler ile yapilan deney 6zeti

3.2.3 istatistik

Proje kapsaminda yapilan analizler, birbirinden bagimsiz deney olarak en az 3 defa
ve her bir deneyde de en az 3 deneysel tekrar olacak sekilde yapilmistir. Projeye ait tum
analizlerin ve figurlerin hazirlanmasinda, GraphPad Prism (versiyon 5.0) programi
kullaniimistir. iki gruba ait érneklerin karsilagtirimasinda her bir gruba ait ortalama degerler,
student t-test metodu kullanilarak karsilagtinlmigtir. iki veya daha fazla grup birbiri ile
karsilagtirilirken “Tek yonlu varyans analizi (one-way ANOVA)’ testi ve ‘Tukey’ yardimci test

kullaniimistir. Grafik sonuglari ortalama + SD olarak verilmistir
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Demir eksikligine bagli anemi, tum dinyada gorulen besin eksikligine bagli
problemler arasinda ilk sirada yer almaktadir. Genel olarak demir, hemoglobinin yapisinda
bulunan ‘heme’ proteinine baglanarak oksijenin vucutta taginmasini saglamasinin yaninda
enerji Uretimi, hicre bolinmesi gibi biyolojik gorevleri de Gstlenmistir (Knutson ve Wessling-
Resnick, 2003). Demirin vicuttaki 6nemi disunuldaginde, vicut igerisindeki demir miktarinin
gerekli diuzeyde tutulmasi 6nemli bir gereklilik olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Demirin
vicuttan atilmasi adina memelilerde aktif bir sistem bulunmamasi, ince bagirsaktan demir
emiliminin 6nemini ortaya cikarmistir. Yapilan calismalarda bakir minerali eksikliginin
anemiye neden oldugu ve aneminin sadece bakir verildiginde ortadan kalktigi gézlenmistir
(Fox, 2003). Bunun yaninda son yapilan arastirmalarda, demir eksikliginin goézlendigi
durumlarda, hicre igerisindeki bakir minerali seviyesinin artti§gi bulunmustur ve bunun bakirin
anemiyi 6nlemek adina koruyucu bir gérevi oldugu disunulmektedir (Gulec ve Collins, 2014).
Ancak bunun fizyolojik nedeni tam olarak ortaya konamamistir. Bu sunulan projede temel
olarak, anemi durumunda vicutta bulunan (kandaki bakir) veya diyetle alinan bakirin ayri
ayri olasi etkilerinin ince bagirsaktaki anemiyi Onleyici Ozellikleri genetik dizeyde
arastirilmistir. Bunun i¢in 6zel membranda bUyutllen polarize olmus hiicre hatti ve insan

bagirsak sistemi in vitro olarak modellenmigtir.

4.1 RNA izolasyonu Kalitesinin Berlilenmesi ve Primer Galisma Verimliliginin Test

Edilmesi

RT-gPCR calismalarinda, calisma gruplarindan izole edilen RNA &rneklerinin
kalitesinin belirlenmesi sonuglarin dogrulugu yéninden ¢ok 6énemlidir. Klasik olarak kullanilan
spektrofotometrik yaklagsim érneklere ait miktarsal degerleri verirken 6rnegin degredasyonu
hakkinda net bir bilgi verememektedir. Bu nedenle deneysel 6rnekler tek bir grup altinda

birlestirilip agaroz jelde yurutulmus ve RNA izolasyon kalitesinin kontrolu yapilmigtir. Elde

Sekil 8. RNA izolasyon verimliliginin ve
RNA kalitesinin belirlenmesi. Deneysel
gruplardan elde edilen RNA 6rnekleri 200ng
olacak sekilde tek bir grup olarak 2 pg ve
0.5 pg olacak sekilde jele yuklenmigtir.
Ayrica oda sicakhiginda bekletiimis RNA
ornegide degredasyonun gosteriimesi adina
deneye eklenmistir.
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edilen oOrneklerin bircok gen igin test edilecek olmasindan dolayr tim &rnekler esit
konsantrasyonda alinarak tek bir grup olarak birlestirilmistir. Daha sonra drnekler jele iki farkli
konsantrasyonda yuklenmistir. Degredasyonu gostermesi adina 2 gin sure ile oda
sicakhidinda bekletilmis RNA o6rnedi de deneye eklenmistir (Sekil 8). Sekil-8' de goruldugu
gibi RNA o6rneklerine ait bantlar net bir sekilde gorulurken, degrade olmug RNA 6rneginde alt
kisimda tek simir seklinde bir bant gézlenmistir. Bu jel sonucuna bagli olarak RNA izolasyon
metodunun ve elde edilen o6rneklerin daha sonraki asamalarda kullanilabilirligi ortaya
konmustur. Bunun yaninda 6érnek kalitesi ve RT-qPCR calisma verimliligi elde edilen

sonugclardaki (Ct) degerleri yakindan izlenerek kontrol edilmistir.

Primerlerin RT-gPCR sisteminde calisma verimliligi kontrol edilirken, RT-gPCR
protokoliinde yer alan ve primerlerin hedef mRNA’lari taniyip tanimadiklarini ve spesifik
olmayan baska dizilere baglanip baglanmadiklarinin kontroll i¢in “Melting Curve” denilen
asamadan yararlaniimistir ve projede yapilan her RT-qPCR deneyi icin bu asama protokole
eklenmistir. Bazi genler icin “Melting Curve” sonuclari Sekil 9'da gosterilmistir. Sekilde
gorilen Fpn, Atp7a ve EgIn3 primerleri icin tek tip pik gézlenirken bu tek tip pikler primerlerin
spesifik olarak hedef dizilere baglandigini gdéstermektedir. Bunun yaninda proje kapsaminda
¢alisiimasi planlanan genlerden P4hal, Dcytb ve Mtla ve primerleri icin ‘Melting Curve’
analizleri incelendiginde problemler yasanmis ve farkh firmaya yeniden ismarlanan
primerlerde de sorun ¢ikmistir. Son olarak yakin zamanda alternatifli yeni primerler siparis
edilmistir. Proje teslim slresi bitiminden 6nce 3. defa ismarlanan primerler elimize
gec¢cmediginden dolayl bu U¢ gen igin sonuglar verilememistir. Ancak elimizdeki érneklerle
yeni primerler kullanilarak deneyler yapilacaktir. Sonuglar hazirlanmakta olan makaleye bu
u¢ gen igin eklenecektir. Ayrica anemi durumunda bakir mineralinin demir ve hipoksiya
uzerindeki etkilerinin arastirimasinda diger analizi yapilan genlerin proje icin dogru

yorumlarin yapilmasi adina yeterli oldugunu diusinmekteyiz.
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Sekil 9. Segilen bazi primerlere ait ‘Melting Curve’ sonuglari. Fpn, Atp7a ve EgIn3
primerlerine ait ‘Melting Curve’ analiz pikleri (A). Iki farkli firmadan ismarlanan P4hal
primerleri igin‘Melting Curve’ analiz pikleri (B). iki farkli firmadan ismarlanan Dcytb primerleri
icin‘Melting Curve’ analiz pikleri (C). ki farkl firmadan ismarlanan Mtla primerleri igin‘Melting
Curve’ analiz pikleri (D). P4hal: Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 1, Dcytb: Duodenal
cytochrome b, Mtla: Metallothionein 1a.
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4.2 Hiicre Kiiltiirii Kaplarinda Biiyutiilen Anemik Caco-2 Hiicrelerinde Bakir Mineralinin
Anemi Durumunda Demir Metabolizmasinda ve Hipoksiyadaki Etkisinin Genetik

Diizeyde incelenmesi

Projemizde, anemik Caco-2 hucrelerinde Fe ve Cu minerallerinin ayri ayri ve beraber
verildigi durumlarda gen regulasyonlarindaki degisimi incelenmistir. Bu kisimda Caco-2
hucreleri cok yaygin olarak kullanilan 12 bolmeli hicre kaltird kaplarinda 21 gun boyunca
blylitildi ve anemi olusturulduktan sonra bakir mineralinin ince bagirsak demir
metabolizmasinda ve hipoksiyada rol oynayan genlerin mRNA seviyelerindeki degisimler
incelendi (Sekil 10A ve 10B). Sonugclara bakildiginda DFO verildijinde olusan anemi TfR,
Dmtl genlerinin reglilasyonunu anlaml derecede arttirirken Fpn, Ftn ve Heph genlerine ait
MRNA seviyeleri DFO verildigi durumda artmamistir. Bunun yaninda anemiye bagli olarak
olusan hipoksiya, Ankrd37 ve EgIn3 mRNA ekspresyonunu sirasi ile yaklasik 8 ve 4 kat
oraninda arttirmistir. Burada lGzerinde durulmasi gereken énemli nokta ise anemik durumdaki
hicrelere bakir verildiinde DFO ile artan genlerin mRNA seviyelerinde anlamli degisiklik
olmadiginin gézlenmesidir. Bu sonug bize hlcre kaplarinda 21 gun boyunca buylyen anemik
Caco-2 hucrelerinde bakir mineralinin anemi ve hipoksiya Uzerinde etkisinin bulunmadigini

go6stermektedir.

4
[—IKontrol
HlorFo
EEEDFO+Cu

(2]

mRNA seviyeleri
N
mRNA seviyeleri

-

Ftn Heph Ankrd37 Egin3

Sekil 10. Bakir Mineralinin Demir Metabolizmasindaki ve Hipoksiyada Rol Oynayan Genlerin
Ekspresyonlarina Etkisi. Gruplarda yer alan drneklere ait mRNA ifadelenme seviyeleri belirlendikten sonra
Cyclophilin A (CypA) mRNA’sina gére normalize edilerek Cr degerleri bulunmustur. Sonrasinda ekspresyon
degerleri hesaplanmis ve her bir gene ait gruplar kendi icerisinde birbirleri ile karsilastinimigtir. Gruplar
arasindaki farklilik tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey 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 tekrarli olarak yapilmigtir. Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir. TfR: Transferrin Receptor,
Fpn: Ferroportin, Dmtl: Divalent metal transporter 1, Ftn: Ferritin, Heph: Hephaestin, Ankrd37: Ankryin
Repeat Domain 37, EgIn3: Hif prolyl hydroxylase 3
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4.3 Hicre Kiiltiri Kaplarinda Biyiitiilen Anemik Caco-2 Hiicrelerinde Demir
Mineralinin Anemi Durumunda Bakir Metabolizmasinda ve Hipoksiyadaki Etkisinin

Genetik Diizeyde incelenmesi

Demir eksikligine bagli anemide gen dizeyindeki c¢alismalar yine demir
metabolizmasinda rol oynayan genler Uzerine yapilmigtir (Linder vd., 2003; Collins, 2006; Hu
vd., 2010). Son vyillarda yapilan calismalarda demir eksikligine bagli aneminin ve
hipoksiyanin bakir metabolizmasindaki genleri regile ettigi gosterilmistir (Collins, 2006; Xie
ve Collins, 2011). Ancak anemi géruldigu durumlarda hicrelere verilen bakirin demir
metabolizmasina etkisi bilinmemektedir. Yaptigimiz calismada anemi olan ve hicre
kaplarinda buyutilen Caco-2 hucrelerine demir minerali verildiginde bakir metabolizmasinda
rol oynayan genlerin mRNA seviyeleri incelenmistir (Sekil 11A ve 11B). DFO, anlamli derece
Atp7a mRNA seviyesini arttirirken, demir verildiginde bu artis hem DFO ve hem kontrol
grubunda anlamli derecede azalmistir. Atp7a proteinin demir eksikligindeki regulasyonu
arastirlmis ve ATP7a geni silinmis sigan enterosit hucrelerinde demir metabolizmasinin
etkilendigi gosterilmistir (Gulec ve Collins, 2014). Atox1l ve Sodl mRNA seviyeleri demir
verildiginde kontrol ve DFO verilen gruplara gbére anlamli derecede dismisgstir. Demir tek
basina veya DFO ile beraber verildigi durumlarda bu genler Uzerindeki etkinin fizyolojik
nedeninin anlasilabilmesi adina hayvan ve hicre dizeyinde fonksiyonel c¢alismalarin

yapilmasi énemlidir. Demir mineralinin artan htcre i¢i hipoksik ortami ortamdan kaldirdigi
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Sekil 11. Demir Mineralinin Bakir Metabolizmasindaki ve Hipoksiyada Rol Oynayan Genlerin
Ekspresyonlarina Etkisi. Gruplarda yer alan &rneklere ait mRNA ifadelenme seviyeleri
belirlendikten sonra Cyclophilin A (CypA) mRNA’sina gore normalize edilerek Cr degerleri
bulunmustur. Sonrasinda ekspresyon degerleri hesaplanmis ve her bir gene ait gruplar kendi
icerisinde birbirleri ile karsilastinlmigtir. Gruplar arasindaki farklilik tek yonli varyans analizi
(ANOVA) ve Tukey post-hoc testi hesaplanmis ve p<0,05 olan gruplar anlamli olarak kabul
edilmistir. Deneylerde kullanilan 6rnek sayisi: n:3/grup ve deneyler 3 farkl bagimsiz tekrarl olarak
yapilmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir. Ctrl: Copper transporter 1, Atox1: Antioxidant
1 copper chaperone, Ccs: Copper chaperone for superoxidase dismutase, Atp7a: ATPase copper
transporting alpha, Sod1l: Superoxidase dismutase 1, Ankrd37: Ankryin Repeat Domain 37, EgIn3:
Hif prolvl hvdroxvlase 3
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bilinmektedir (Hu vd., 2010). Bizim ¢caligmamizda da anemik hucrelere verilen demir Ankrd37
ve EgIn3 mRNA seviyesi anlaml derecede diugurerek kontrol grubundaki mRNA dizeyine

getirmigtir.

4.4 Hicre Kiiltiirii Kaplarinda Biiyiitillen Caco-2 Hiicrelerinde Bakir ve Demir
Mineralinin Anemi Durumunda Bakir, Demir Metabolizmalarinda ve Hipoksiyadaki

Etkisinin Genetik Diizeyde incelenmesi

Demir ve bakirin ince bagirsaktan hlcre icerisine transport protein araciidi ile
alindiklari bilinmektedir. Yapilan calismalarda demir eksikligi oldugunda, ince bagirsakta
demir emilinden sorumlu olan Dmt1 proteinin bakir mineralini de transport etme kapasitesinin
oldugu dusinudimektedir (Jiang vd., 2011). Diger yapilan bir calismada Dmt1 proteinin bakir
mineralini transport edemeyecegi gosterilmistir (Shawki vd., 2015). Demir ve bakir
minerallerinin  fizyolojik iliskilerinin genetik regllasyonlari dlzeyinde detaylari hala
arastiriimaktadir. Bu ¢alismada bakir ve demir minerali anemi hlcrelerine beraber verilmis
sonrasinda demir, bakir metabolizmalarinda ve hipoksiyada rol oynayan genlerin mRNA
seviyeleri incelenmistir (Sekil 12). Anemik Caco-2 hucrelerine bakir ve demir beraber
verildiginde anemik durumda mRNA seviyeleri artan Tfr ve Dmtl genlerindeki artis kontrol
grubundaki mRNA seviyeleri ile ayni dizeye dismustir. Ancak bu etkinin verilen demirin
neden oldugu ve bakir mineralinin bu regilasyonda roli bulunamamistir. Ayni sekilde
hipoksiyada rol alan Ankrd37 ve EgIn3 seviyelerinin de demir ve bakir verildigi durumlarda
dismesinin yine demirin etkisinden kaynaklandigi agiktir. Bakir tek basina verildiginde TfR,

Dmtl, Ankrd37 ve Egin3 mRNA seviyelerinde bir degisiklige yol agmamigtir (Sekil 3B).
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Sekil 12. Bakir ve Demir Minerallerinin Demir, Bakir
Metabolizmalarinda ve Hipoksiyada Rol Oynayan Genlerin
Ekspresyonlarina Etkisi. Gruplarda yer alan Orneklere ait mRNA
ifadelenme seviyeleri belirlendikten sonra Cyclophilin A (CypA) mRNA’sina
gore normalize edilerek Ct degerleri bulunmustur. Sonrasinda ekspresyon
degderleri hesaplanmis ve her bir gene ait gruplar kendi igerisinde birbirleri
ile kargilastinlmistir. Gruplar arasindaki farkllik tek yonli varyans analizi
(ANOVA) ve Tukey post-hoc testi hesaplanmis ve p<0,05 olan gruplar
anlamli olarak kabul edilmistir. Deneylerde kullanilan 6rnek sayisi:
n:3/grup ve deneyler 3 farkli bagimsiz tekrarl olarak yapilmistir. Sonuglar
ortalama * SD olarak verilmistir. TfR: Transferrin Receptor, Fpn:
Ferroportin, Dmtl: Divalent metal transporter 1, Ftn: Ferritin, Heph:
Hephaestin Ctrl: Copper transporter 1, Atox1: Antioxidant 1 copper
chaperone, Ccs: Copper chaperone for superoxidase dismutase, Atp7a:
ATPase copper transporting alpha, Sodl: Superoxidase dismutase 1,
Ankrd37: Ankryin Repeat Domain 37, EgIn3: Hif prolyl hydroxylase 3

mRNA seviyeleri

4.5 insan Ince Bagirsak Sisteminin Modellenmesi ve DFO, Cu, Fe Muamelelerinin

Hiicre Bariyer Direncine Etkisinin Arastiriimasi

Kolon kanser hicresi (Caco-2) 6zel membranlarda 21 giin boyunca biyuttldiginde
insan bagirsak sistemini ve emilimden sorumlu enterosit hlcrelerinin fizyolojik 6zelliklerini
modellemektedir (Alvarez-Hernandez vd., 1991). Deneysel olarak Caco-2 hucrelerinin
polarizasyonu, hucrelerin olusturduklari hicre bariyer direng (TEER) degerlerinin EVOM
metre ile dl¢climesiyle belirlenmistir. TEER 6lgimu 21 gunin sonunda ve hicrelere DFO, Fe
ve Cu verilmeden ve verildikten sonra yapilmistir. Sekil 13’te goruldugu gibi deneysel gruplar
arasinda hucre muamelesi oncesi ve sonrasinda TEER degerlerinde anlamli bir degisim
gbzlenmemistir. Ayrica TEER degerlerinin 250 ohm/cm?den ¢ok daha fazla olmasi hiicrelerin
in vitro insan bagirsak sistemindeki gibi polarize olmasini (apikal ve basolateral) deneysel
olarak saglanmistir. Elde edilen TEER degerleri, litaretirdeki Caco-2 igin verilen degerler ile

paralellik gostermektedir (Sambuy vd., 2005).
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Sekil 13. Hiicre Polarizasyonun TEER ile Belirlenmesi ve Deneysel Muamelelerin Hiicre Bariyer
Direncine Etkisi. Hiicreler membran Uzerinde 21 giin boyunca biyUtuldikten sonra hiicre bariyer direnci
TEER 06l¢iimi ile kontrol edilmistir. Sonrasinda deneysel muamelelerin hiicre bariyer direncine etkisi olup
olmadidinin belilenmesi adina tekrardan 6lgim yapilmistir. Gruplar arasindaki farkhlik student t-testi ile
hesaplanmistir. TUm gruplar igin p=0,05 olarak bulunmustur. Deneylerde kullanilan érnek sayisi: n:3/grup
ve deneyler 3 farkl bagimisiz tekrarl olarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak verilmigtir.

4.6 Membran Uzerinde Biiyiitilen Caco-2 Hiicrelerinde Bakir Mineralinin Anemi
Durumunda Demir Metabolizmasinda ve Hipoksiyadaki Etkisinin Genetik Diizeyde

incelenmesi

Hucrelerin membran sisteminde buyGtulmelerinin amaci insan bagirsak sistemindeki
fizyolojik yapryr modellemekti. Olusturulan apikal ve bazolateral kisimlar sirasi ile diyetten
gelen besinlerin bulundugu limen kismini ve kan damar sistemi ile temasta olan bdlgeyi
ifade etmektedirler. insan viicudunda sistemik olarak organlarin birbiri ile olan iligkisi
disundlirse hayvan calismalarinda diyetsel ve kandaki faktorlerin etkilerinin ayri ayri
calisilmasi ¢ok gug¢ olarak dusuUnulebilir. Bu galismada kullanilan in vitro hicre modeli,
besinlerden gelen veya kanda bulunan bakir ve demir minerallerinin anemi olusturulmus
enterosit hiicrelerindeki etkilerinin ayri ayri calisiimasina olanak saglamistir. ilk olarak bakir
mineralinin demir metabolizmasinda ve hipoksiyadaki etkisi arastirilmigtir (Sekil 10A ve 10B).
Bu kisimda o6zellikle diyetteki (apikal) ve kandaki (bazolateral) bakirin etkisi ayri ayri
arastinimis olmustur. DFO ile olusturuimus demir eksikligine baglh anemide, TfR, Fpn ve
Dmtl mRNA seviyeleri apikal ve bazolateral kisimlara bakir verildiginde karsilastiriimis ve
bazolateral kisimdaki bakirin etkisinin daha fazla oldugu ve DFO ile artan gen
ekspresyonlarinin apikale verilen bakirin etkisine gbére anlamli bir sekilde dustugu
g6zlenmistir. Ancak bu dists TfR ve Dmtl igin DFO’nun etkisini tamamen yok edecek

dizeyde olmamigtir. Nedeni ise bu genlerin mRNA seviyeleri ile DFO verildigindeki duzeyleri
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arasinda farkhligin gdzlenmemesinden kaynaklanmaktadir. Bakir, bazolateral kisma
verildiginde Fpn mRNA seviyesi tim deneysel gruplara gére anlamli bir sekilde azalmigtir.
Fpn proteinin demir metabolizmasindaki olasi iligkisi enterosit hicrelerinde bakiri kana veren
proteinin (Atp7a) olmadigli durumlarda gdsterilmistir (Gulec ve Collins, 2014). Yaptigimiz
calismada elde ettigimiz sonuglar ile bakirin Fpn gen ekspresyonuna etkisi gosteriimis
olmustur. ileriki galigmalarda bu iliskinin fizyolojik nedenleri molekiiler diizeyde ortaya
konmalidir. Yapilan diger bir in vivo fare galismasinda, ‘Atp7a mutant brindle’ farede sistemik
bakir eksikligi gézlenirken ince bagirsak enterosit hiicrelerinde ise bakir mineralinin arttigi bir
fenotip olusmaktadir. Bu hayvanlarda demir eksikligi oldugunda hicre ici ve kan bakir
miktarlarinin belirli bir seviyede olmasinin énemli olabilecegi vurgulanmistir (Gulec ve
Collins, 2013). Bizim ¢calismamizda ¢ikan sonuglar, 6zellikle viicuttaki bakir seviyesinin ince
bagirsak demir metabolizmasina diyetten gelen bakira goére daha dnemli olabilecegini isaret
etmektedir. Bazolateral bakir minerali anemi durumunda demirin depolanmasindan sorumiu
ferritin proteinine ait MRNA ekspresyonunu diger deneysel gruplara goére anlamli derece
arttirrken Heph mRNA seviyesi bakir mineraline bagh olarak herhangi bir degisim
gostermemistir. Ozellikle ferritin mMRNA seviyesindeki artis bazolateral kisimdaki bakirin
hicre icine demir girigini arttirdigi gibi yorumlanabilir. Bu ylzden bu deneysel gruplarda
hicre i¢i demir miktarinin élglilimesi énem tasimaktadir. Bakir mineralinin hipoksiyada DFO
ile artan Ankrd37 ve Egin3 mRNA seviyeleri lzerinde kontrol seviyesine dislrecek kadar bir
etki gostermemistir. Ancak bazolateral kisima verilen bakir Ankrd37 mRNA seviyesini apikal
kisma verilene gére daha fazla oranda distrmustir. Bazolateral ve apikal kisimda bulunan
bu fark EgIn3 geni icin gbzlemlenememistir. Bakir mineralinin hipoksiyada rol oynayan Hif
transkripsiyon faktérinin protein stabilitesini arttirdiyi ve hipoksik ortamin korunmasi ve
devami adina énemli oldugu vurgulanmistir (Martin vd., 2005). Bizim ¢alismamizda da bakir
mineralinin DFO’ya bagimli olusan hipoksiyada rol oynayan ve mRNA seviyesi artan genler
tzerinde mRNA duzeylerini azaltici bir etki gézlenmemistir. Bu da bakirin hipoksiyadaki

pozitif etkisinden kaynaklanabilir.
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Sekil 14. Bakir Mineralinin Demir Metabolizmasinda ve Hipoksiyada Rol Oynayan Genlerin
Ekspresyonlarina Anemi Durumundaki Etkisinin In vitro insan ince Bagirsak Sisteminde incelenmesi.
Hicreler 21 giin boyunca membran sisteminde biyutllerek polarize olmalari saglanmistir. Polarizasyonlari
TEER 6lgimu ile kontrol edilmistir. DFO ile muamele edilen drneklere sonrasinda bakir minerali, apikal ve
bazolateral kisimlara verilmistir. Orneklerden RNA izolasyonu yapilmis ve cDNA sentezi sonrasinda RT-gPCR
metodu uygulanmistir. Gruplarda yer alan Orneklere ait mRNA ifadelenme seviyeleri belirlendikten sonra
Cyclophilin A (CypA) mRNA’sina gore normalize edilerek Cr degerleri bulunmustur. Sonrasinda ekspresyon
degerleri hesaplanmis ve her bir gene ait gruplar kendi igerisinde birbirleri ile karsilastiriimistir. Gruplar
arasindaki farkhhk tek yonlu varyans analizi (ANAVO) ve Tukey post-hoc testi ile hesaplanmis ve p<0,05 olan
gruplar anlamli olarak kabul edilmigtir. Deneylerde kullanilan 6rnek sayisi: n:3/grup ve deneyler 3 farkli
bagimsiz tekrarl olarak yapilmistir. Sonuglar ortalama * SD olarak verilmistir. TfR: Transferrin Receptor, Fpn:
Ferroportin, Dmt1: Divalent metal transporter 1, Ftn: Ferritin, Heph: Hephaestin, Ankrd37: Ankryin Repeat
Domain 37, EgIn3: Hif prolyl hydroxylase 3

4.7 Membran Uzerinde Biiyiitilen Caco-2 Hiicrelerinde Demir Mineralinin Anemi
Durumunda Bakir Metabolizmasinda ve Hipoksiyadaki Etkisinin Genetik Diizeyde

incelenmesi

Demir minerali, DFO ile muamele edilmis hlicrelerin apikal ve bazolateral kisimlarina
ayri ayri verilerek diyet ve kandaki demir mineralinin enterosit bakir metabolizmasindaki ve
hipoksiyadaki etkisi modellenmistir. Su ana kadar literatlirde demirin ince bagirsak enterosit
hicrelerindeki bakir metabolizmasina etkisi GUzerinde ¢alismalar bulunmamaktadir. Bu
projede kullanilan deneysel yaklasim bize bu konu Uzerinde arastirma yapma imkani
saglamigtir. Anemi olusturulmus hicrelerde apikal ve bazolateral kisimlara verilen demir
minerali bakir metabolizmasinda yer alan Ctrl, Atox1, Ccs ve Sodl genlerine ait mRNA
ekspresyonlarinda herhangi bir degigiklige yol agmazken, bazolateral kisma anemi
durumunda demir minerali verildiginde Atp7a mRNA seviyesi apikal kisma demir verilen
duruma goére anlamh sekilde dismektedir (Sekil 15A). Ayrica bu disis kontrol grubundaki

gen ekspresyon seviyesininde altina kadar gerilemektedir. Atp7a proteinin demir
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metabolizmasi ile iligkisi bilinmesine ragmen gozlemledigimiz Atp7a’in regllasyonu demirin
Atp7a gen regulasyonunda etkisi olabilecedi dugundurmektedir. Klasik hdcre kualtiru
kaplarinda buyutulen Caco-2 hucrelerine DFO verildiginde Hif2alfa protein seviyesinin arttigi
ve bu artisin Ankrd37 ve EgIn3 seviyesindeki artisa neden oldugu gdsterilmistir (Hu vd.,
2010). Bu artis hucrelere verilen demire bagl olarak hipoksiya durumunun ortamdan
kaybolmasiyla gen regulasyonlarindaki artig azalmaktadir. Bizim yaptigimiz bu ¢alismada da
ortama verilen demir minerali Ankrd37 ve EgIn3 mRNA seviyesini kontrol grubundaki
seviyeye kadar azaltmistir (Sekil-15B). Ancak bu etkinin apikal ve bazolateral kisimlara
verilen demirle nasil degistigi bilinmemektedir. Sekil-15B’de gorildigu gibi demir sadece
bazolateral kisma verildiginde Ankrd37 ve EgIn3 mRNA seviyelerinde anlaml bir sekilde
dusus gozlenmistir. Bu sonug bize kandaki demir mineral seviyesinin enterosit hicrelerindeki

hipoksik yanitin regulasyonunda daha énemli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 15. Demir Mineralinin Bakir Metabolizmasinda ve Hipoksiyada Rol Oynayan Genlerin
Ekspresyonlarina Anemi Durumundaki Etkisinin In vitro insan ince Bagirsak Sisteminde incelenmesi.
Hicreler 21 giin boyunca membran sisteminde buydtulerek polarize olmalari saglanmistir. Polarizasyonlari TEER
Oleiimu ile kontrol edilmistir. DFO ile muamele edilen érneklere sonrasinda demir minerali, apikal ve bazolateral
kisimlara verilmistir. Orneklerden RNA izolasyonu yapilmis ve cDNA sentezi sonrasinda RT-gPCR metodu
uygulanmistir. Gruplarda yer alan 6rneklere ait mRNA ifadelenme seviyeleri belirlendikten sonra Cyclophilin A
(CypA) mRNA’sina gore normalize edilerek Ct degerleri bulunmustur. Sonrasinda ekspresyon degerleri
hesaplanmis ve her bir gene ait gruplar kendi igerisinde birbirleri ile kargilastirimistir. Gruplar arasindaki farkllik
tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post-hoc testi ile hesaplanmis ve p<0,05 olan gruplar anlamli olarak
kabul edilmistir. Deneylerde kullanilan 6rnek sayisi: n:3/grup ve deneyler 3 farkh bagimsiz tekrarli olarak
yaplimistir. Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir. Ctrl: Copper transporter 1, Atox1: Antioxidant 1 copper
chaperone, Ccs: Copper chaperone for superoxidase dismutase, Atp7a: ATPase copper transporting alpha, Sod1:
Superoxidase dismutase 1, Ankrd37: Ankryin Repeat Domain 37, EgIn3: Hif prolyl hydroxylase 3
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4.8 Membran Uzerinde Biiyiitiilen Caco-2 Hiicrelerinde Bakir ve Demir Mineralinin
Anemi Durumunda Bakir, Demir Metabolizmalarinda ve Hipoksiyadaki Etkisinin

Genetik Diizeyde incelenmesi

Demir eksikligine bagh anemide, bakir ve demir metabolizmalarinin iligkisi
bilinmektedir (Gulec ve Collins, 2014). Demir eksikliginde hlcre icerisine bakir mineralinin
girisinin artmasi bakirin anemik durumu kompanse etmeye galismasindan kaynaklandigi
dusunidlmesine ragmen bu iligkinin fonksiyon dizeyindeki arastirmalari hala devam
etmektedir. Ayrica yapilan farkli calismalarda ince bagirsaktan demir emiliminden sorumlu
olan Dmt1 proteinin, anemi durumunda bakir mineralini de hlcre igerisine alma kapasitesinin
oldugu vurgulanmistir (Jiang vd., 2011). Bu ¢alismalar bakir ve demir minerallerinin beraber
oldugunda genetik olarak birbirini etkileyebileceklerini disindirmektedir. Bu ylizden bu iki
mineralin birlikteliginde bakir ve demir metabolizmalarinda ve ayrica hipoksiyaya etkisi
genetik diizeyde incelenmistir (Sekil 16A, 16B ve 16C). Ozellikle bakir ve demir bazolateral
kisma verildiginde Tfr mRNA seviyesi kontrol gubundaki mRNA seviyesine duserken, Fpn ve
Dmtl mRNA seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli derece azalmistir (Sekil 16A). Bunun
yaninda Ftn ve Heph mRNA seviyeleri gruplar arasinda farkllik géstermemektedir. Buradaki
sonuglardan cikan en énemli nokta ise apikal ve bazolateral kisma verilen bakir ve demir
mineralleri demir metabolizmasinda rol oynayan genler Uzerine etkilerini 6zellikle bazolateral
bolgeden (enterosit hicresinin kana bakan kismi) verildiginde gdstermesidir. Yine ayni
sekilde anemik hucrelere bakir ve demir verildiginde bakir metabolizmasindaki genlerin
ekspresyon seviyeleri kargilastinimistir (Sekil 16B). Mineraller bazolateral kisma verildiginde
hicre ici bakir taginimindan sorumlu Atox proteinine ait mMRNA seviyesi diger gruplara gore
anlamh bir sekilde diuserken Ccs mRNA seviyesi ise apikal ve bazolateral boélgelere verilen
minerallere benzer etki gdstermistir. Ctrl ve Atp7a mRNA seviyelerinde gruplar arasinda bir
degisiklik gobzlenmemistir. Metallerin toksik etkilerine bagli olarak hicre igin koruma
mekanizmalarindan sorumlu olan Sod1 proteinini kodlayan mRNA seviyesi, mineraller
bazolateral kisma verildiginde diger gruplarla karsilastiriidiginda anlamh bir sekilde
artmaktadir. Bu artigin bakir ve demir minerallerinin beraber verilmesinden kaynaklandigi
dusunulebilir. DFO’ya bagl hipoksiyada seviyeleri artan Ankrd37 ve EgIn3 mRNA’lar bakir
ve demir mineralleri beraber bazolateral kisma verildiginde induklenmis mRNA seviyeleri
azalmigtir. Bakirin tek bagina Ankrd37 ve EgIn3 genleri Uzerine herhangi bir etkisi

gozlenmemesinden dolay bu azaligin demir Uzerinden olabilecegi dusunulmektedir.
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Sekil 16. Bakir ve Demir Mineralinin Bakir, Demir Metabolizmalarinda
ve Hipoksiyada Rol Oynayan Genlerin Ekspresyonlarina Anemi
Durumundaki Etkisinin In vitro insan ince Bagirsak Sisteminde
incelenmesi. Hiicreler 21 giin boyunca membran sisteminde biyiitiilerek
polarize olmalari saglanmistir. Polarizasyonlart TEER 6lgimu ile kontrol
edilmistir. DFO ile muamele edilen 6rneklere sonrasinda demir minerali,
apikal ve bazolateral kisimlara verilmistir. Orneklerden RNA izolasyonu
yapiimig ve cDNA sentezi sonrasinda RT-gPCR metodu uygulanmistir.
Gruplarda yer alan drneklere ait mMRNA ifadelenme seviyeleri belirlendikten
sonra Cyclophilin A (CypA) mRNA’sina gdre normalize edilerek Cr
degerleri bulunmustur. Sonrasinda ekspresyon degerleri hesaplanmis ve
her bir gene ait gruplar kendi igerisinde birbirleri ile karsilagtiriimigtir.
Gruplar arasindaki farkhlk tek yonla varyans analizi (ANOVA) ve Tukey
post-hoc testi ile hesaplanmis ve p<0,05 olan gruplar anlamli olarak kabul
edilmistir. Deneylerde kullanilan 6rnek sayisi: n:3/grup ve deneyler 3 farkli
bagimsiz tekrarli olarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak
verilmigtir. TfR: Transferrin Receptor, Fpn: Ferroportin, Dmtl: Divalent
metal transporter 1, Ftn: Ferritin, Heph: Hephaestin Ctrl: Copper
transporter 1, Atox1l: Antioxidant 1 copper chaperone, Ccs: Copper
chaperone for superoxidase dismutase, Atp7a: ATPase copper
transporting alpha, Sodl: Superoxidase dismutase 1, Ankrd37: Ankryin
Repeat Domain 37, EgIn3: Hif prolyl hydroxylase 3

5. GENEL DEGERLENDIRME VE GELECEKTE YAPILACABILECEK PROJELER

Proje kapsaminda kullanilan Caco-2 hticreleri klasik hicre kiltird kaplarinda ve dzel

memran sisteminde 21 gun buyGtilerek anemi durumunda bakir mineralinin  demir

metabolizmasina ve demir mineralinin ise bakir metabolizmasina etkileri arastiriimistir. Bu

¢alismanin en 6nemli kisimlarindan bir tanesi de membran sisteminde hicrelerin buyuttlerek

insan ince bagirsak sisteminin olusturulmasidir. Bu sekilde, insan vicudundaki gibi

besinlerden gelen limen bdlgesi (apikal) ve kan dolasim sistemi ile temas halinde olan bdlge

(bazolateral) modellenmistir. Bu polarizasyon (apikal/bazolateral bdlgeler) bize besinsel ve

kandaki bakir ve demir mineralinin ayri ayri insan ince bagirsakta emilimden sorumlu
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enterosit hlcrelerinde anemi ve anemiye bagimli hipoksiya Uzerindeki genetik etkileri
arastirmamiza olanak saglamistir. Arastirma bu yénu ile literatirde yapilan ilk galismadir.
Hucre kultlru kaplarinda buyuyen hicrelerle membran Uzerinde buyuyen hicrelerin DFO ve
bakir verildigindeki seviyeleri karsilastirildiginda (Sekil 10A ve Sekil 14A) 6zellikle Fpn ve
Dmtl genlerin regulasyonlarinda farklilik goézlenmigtir.

Ozellikle bu farkhlik, bakir polarize hiicrelerin bazolateral kisimlarina verildiginde
gbzlenmistir. Bunun temel nedeninin hicrelerin blyitilme sekillerindeki farkhliklardan
kaynaklandi§i disiinilmektedir. Ornegin insan enterosit hiicrelerinde Dmt1 proteini apikal
bblgede, Fpn proteini ise bazolateral boélgede gorev yapmaktadir. Hicre kiltlrd kaplarinda
polarizasyon olmadidi icin bu tur bir farkliigi éngérmek imkansizken, membran (zerinde
blyltilen hiicrelerde polarizasyona bagl olarak proteinlerin lokalizasyonu ve regtilasyonu in
vivo durum ile benzerlik gosterebilir. Bu da Dmtl ve Fpn genlerinin anemi durumunda bakira
bagh regilasyonun iki hicre modelindeki farkliiktan kaynaklanabilecegini ortaya
¢lkarmaktadir. Ayrica polarize olan hlcrelerde bakirin hipoksiya tUzerinde tam bir etkisi
gbzlenememesine ragmen, Ankrd37 mRNA seviyesindeki disuklik bakir bazolateral kisma
verildiginde apikal kisma verildigindeki duruma gére daha anlamli bir sekilde gézlenmistir.
Demirin bakir metabolizmasi Uzerindeki etkisi bu iki farkl calisma modelinde kiyaslandiginda
Atoxl ve Ccs mMRNA seviyeleri diserken, bu azalma polarize olmus hdcrelerde
go6rilmemistir. Polarizasyon 6zellikle hiicre membran Uzerinde lokalize olmus proteinler igin
onemli iken stoplazma igerisindeki protein ve gen regulasyonlari icin farklihigin neden
oldugunu fizyolojik olarak agiklamak veya fikir yaritmek bu sonuclarla ¢ok zordur. Bakir ve
demir beraber verildiginde hucre modelleri arasinda fizyolojik olarak 6nemli olabilecek bir
farklilik gbézlenemezken, anemiye bagli olarak genler Uzerindeki etkinin demir minerali
Uzerinden oldugu soéylenebilir. Genlere ait mMRNA regllasyon cgalismalarindaki sonuglar
fonksiyon Uzerine ¢ok acgiklayici olamamaktadirlar. Bunun igin ézellikle bu genlere ait protein
seviyeleri veya bu genlerin hicrede olmadiginda (hicrede geni silmek (knocked down))
fizyolojik degisimlerin test edilmesi direk fonksiyon Uzerinde ¢alismaya olanak saglayabilir.
Ancak sunulan bu projede birgok gen regulasyonuna bakilmasi bizim igin ileri galismalar igin
yeni hipotezler ortaya ¢ikarmistir. Proje kapsamindaki en d6neli bilimsel ¢ikti ise bakir ve
demir mineralinin anemi durumunda hucrelere etkisinin daha ¢ok bazolateral kisimdan
olmasidir. Bu da insanda oOncelikle ince bagirsak enterosit hucrelerindeki anemik durumun
giderilmesine bagli hicre ici sinyallerin kandaki (bazolateral kisimdan gelmesi) bakir ve
demir minerali ile ilgili oldugunu ortaya koymustur. Bu etki sadece bu iki mineralle iligkilidir.
Ozellikle in vivo galigmalarda sistemik faktorlerin (6rnegin karacigerin enterosit hiicresindeki
demir metabolizmasina etkisi) olmasi enterosit hicrelerindeki gen regulasyonlari Gzerindeki

etkilerin belirlenmesi adina problem yaratabilmektedir. Bizim kullandigimiz polarize huicreler,
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sadece bakir ve demirin olasi etkilerini arastirmamiza olanak saglamistir. Bu calismada
ortaya ¢ikan sonuglar yeni calismalarin yapiimasina direk olanak saglayacaktir. Ornegin; i-
Apikal ve bazolateral kisimlara verilen bakir ve demire bagli olarak anemi durumunda
degisen gen mRNA dizeylerinin protein ve fonksiyonel dizeyde arastiriimasi, ii- Bazolateral
kisimda bakir ve demir ile iligkili hicre igin gen regilasyonlarinda rol oynayan molekuler
yolaklarin ortaya cikariimasi. Bu g¢alismalar, anemi durumunda kandaki bakir ve demir

mineralinin etkilerinin fizyolojik olarak anlagiimasina yardimci olacaktir.
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EK-1. Projede kullanilan primerlerin baz dizileri

Gen Sembolii

ileri Yondeki Sekans Dizisi

Geri Yondeki Sekans Dizisi

DMT1

TGCATCTTGCTGAAGTATGTCACC

CTCCACCATCAGCCACAGGAT

FTN CCAGAACTACCACCAGGACTCA GTTCTTCAAAGCCACATCATCG
FPN GCAGGAGAAGACAGAAGCAAACT TCCTTCGAATTGTGGCATTCAT
TFR TCAGAGCGTCGGGATGATATCGG CTTGATCCATCATCATTCTGAACTGCC
HEPH TTCAAGAATAATGCCAGCCG CAGGAAACACAAGCAGAGTCATT
CTR1 AGGACTCAAGATAGCCCGAGAGA CCTGGGACAGGCATGGAA

ATOX1 TGTCTCTCGGGTCCTCAATAAG AGGCCAAGGTAGGAAACAGTCT
CCs GACCCTCTGCACGTTGGAGTT GTGGGTGTGTACCAAGACCATCTG
ATPT7A AATGCTGATGAAGGAGATGGTGTT TATGTACGCAGGAGGGACACG
SOD1 CTGAAGGCCTGCATGGATTC CCAAGTCTCCAACATGCCTCTC
ANKRD37 AGCAGTCGCCTGTCCACTTAGC AGCAGGCTTAGGCACTCCAGG
EGLN3 GCAAATACTACGTCAAGGAGAGGTCTAA | GGCATCCCAATTCTTGTTCAGATAG
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Demir eksikligine bagl anemi, diinyadaki besin eksikliginin neden oldudu hastaliklar arasinda
ilk sirada yeralan bir problemdir. Bu ylizden anemik durumu dengeleyici veya duzeltici
faktorlerin bilinmesi demir metabolizmasinin anlagiimasi igin énemlidir. Demir eksikligi
anemisinde bagirsak enterosit hiicrelerinde bakir seviyesinin arttigi gosterilmistir ve bu da
bakirin demir eksikligi anemisindeki durumu duzeltici etkisi olabilecegini disundirmektedir.
Bu baglamda projede bakir mineralinin demir eksikligine bagli olusturulan anemik durumdaki
duzeltici etkisi molekdler ve genetik diizeyinde insan enterosit hiicre modellinde (Caco-2)
incelendi. Projenin ilk kisminda Caco-2 hicreleri 12 bélmeli steril hiicre kaplarinda 21 giin
siire ile biyitildi. Ikinci kisimda, besinden gelen ve kandaki bakirin etkisinin in vitro olarak
test edilebilmesi icin insan bagirsak sistemi modellendi. Bunun igin Caco-2 huicreleri 6zel
membranlarda buyutllerek polarize olmalari saglandi. Daha sonra hicrelere deferoksamin
(DFO) verilerek demir eksikligine baglh anemi olusturuldu. Hucreler bakir ve demir ile
muamele edildi. Orneklerden RNA izolasyonu yapilip, cDNA déniisiimii gergeklestirildi. Bunu
takiben RT?gPCR metodu ile gruplar arasindaki belirli genlerin mRNA ekspresyon
seviyelerine bakildi. Dmt1 ve Ftn genlerine ait mRNA regulasyonlarinin hicre kilturi kabinda
ve membran sisteminde blyulyen hucreler arasinda farkl oldugu gézlemlendi. Membran
sistemindeki sonuclara gore, bakirin demir eksikligi anemisinde artan Fpn ve Dmt1 genlerinin
mRNA seviyelerini dislirdigu saptandi. Daha da 6énemlisi bu anlamli azalma, bakirin polarize
olmus hucrelerin yalnizca bazolateral kismina verilmesiyle gdézlemlenmistir. Bu da kandaki
bakirin demir eksikligi anemisinde bagirsak demir hemostazinin hiicre igi molekuler
mekanizmasini etkiledigini gdstermektedir. Buna ilaveten, kontrol grubuyla kiyaslandiginda
bakirin anemik kosullar altinda regtile olan Ankrd37 ve Egin genlerinin mMRNA
ekspresyonlarini etkilemegi bulunmustur. Projede anemi durumunda demir mineralinin bakir
metabolizmasindaki genlere etkisi de incelenmistir. Anemi durumunda bazolateral kisma
verilen demir bakir ile regile olan genler icinde yalnizca Atp7a mRNA ekspresyonunu
etkilemektedir. Elde edilen bulgular, kandaki bakirin diyetten gelen bakira gére enterosit
hicrelerinde demir eksikligi anemisini azaltmada daha etkili olabilecegini géstermektedir.
Bakir, anemi durumunda demir mineraline bagl regtle olan Fpn ve Dmt1 genlerinin mRNA
ekspresyonlarini enterosit hiicrelerinin basolateral kisimlari Gizerinden etkilemektedir.
Anemide Fpn ve Dmt1 genlerini reglle etmek igin kandaki bakir tarafindan etkilenebilen
molekuler mekanizmalarin neler oldugunu ortaya ¢ikaran fonksiyonel ¢aligmalara ihtiyag
vardir.
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