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1. GIRIS ve AMAC

Kandaki demir miktar1 dokulardaki demir ihtiyac1 ile iligkili olarak
diizenlenmektedir. Viicutta demirin en yogun olarak kullanildig1 hiicreler
eritrositlerdir. Eritrositlerin kemik iligindeki eritroblastlardan farklilagmas: siirecini
etkileyen gesitli faktorler bulunmaktadir. Eritrositlerin farklilagsmasi siirecinde demirin
hiicre i¢ine alinmasmi ve hemoglobin sentezinde kullanilmasini saglayan proteinlerin
ve bunlarla iligkili genlerin nasil diizenlendiklerinin belirlenmesi konusunda yogun
arastirmalar yapilmaktadir. Bu konuda yiiriitiilmiis ¢alismalar ¢ogunlukla karaciger
dokusu iizerinde yogunlagmistir ancak giiniimiizde 6zellikle kalp ve kemik iliginde
demir birikiminin etkileri dikkat cekmeye baglamistir. Yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla
inefektif eritropez ortaminda arastirilmistir. Demir yiiklenmesinin hematopoetik
organlardaki etkileri sistematik olarak tiimiiyle ac¢iklifa kavusmamistir. Projemizde
kemik iligi, periferik dolasim ve karaciger dokusunda demir metabolizmasinda rol
alan hedef genlerde demir yiiklenmesiyle olusacak degisimlerin saptanmasi
planlanmaktadir. Elde edilecek verilerin demir birikimi olan hastaliklarda prognozun

ve tedaviye yanitin takip edilmesinde kullanilabilegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Viicutta Demir Dagihim

Demir, viicudumuz i¢in son derece énemli bir elementtir. Viicuttaki total demir
miktar1 70 kg agirligindaki insanda yaklasik 4 gr kadardir (1,2). Hemoglobin,
miyoglobin, sitokromlar ve demiri kofaktor olarak kullanan enzimlerde fonksiyonel
sekilde demir bulunmaktadir (3). Fonksiyonel sekilde bulunan demir, viicut total
demirinin %70-90’1d1r (1,3,4,). Viicuttaki demirin yaklasik %70’1 hemoglobin iginde
bagli durumda iken, %25°1 ferritin ve denatiire olmus ferritin yapisindaki
hemosiderinde, %3-4’li miyoglobinde, %2’si hiicreler arast sivida, %0.1’1
sitokromlarda, 9%0.1°1 demir-enzim komplekslerinde, %0.1°1 plazmada transferrine
bagl olarak bulunur. Karaciger, dalak, kemik iligi ve kasta ise geri kalan %10-30’luk
kismi ferritin ve hemosiderin seklinde depolanir (4). Yaklasik 3 mg kadar demir ise

demir baglayic1 protein olan transferine bagh olarak plazmada dolasir halde bulunur

(1.
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Sekil 2.1. Viicutta demir dongiisli (“Beutler E, Iron storage disease: facts, fiction and progress.
Blood Cells Mol Dis 2007; 39: 140-147” makalesinden modifiye edilerek alinmistir).



2.2. Demir Emilimi ve Transferi

Normal diyetle giinliik 12-18 mg kadar demir alinir. Alinan bu demirin ancak 1-
2 mg’1 ince barsaklardan emilir (5). Demir emilimi viicut demir depolarinin
doymusluk oranina gore diizenlenir. Viicutta depo demiri azaldigi zaman demir
emilimi artar. Eritropoez hizi da demir emiliminin tayininde rol oynar. Eritropoetik
aktivite arttig1 zaman demir emilimi de artar (1).

Demirin tama yakin kismi proksimal duodenumdan emilir. Diyetteki inorganik
demirin ¢ogu ferrik (Fe+3) durumdadir ve enterosit tarafindan emilebilmesi i¢i ferroz
(Fet+2) duruma indirgenmelidir. Bu indirgeme fircamsi kenar epitelinde bulunan
askorbat bagimli demir rediiktaz enzimi aracilifiyla olur. Olusan ferr6z durumdaki
demir divalan katyon tasiyic1 1 (Divalent metal transporter 1, DMT1) araciligiyla
firgams1 kenar membrandan hiicre i¢ine transfer edilir. Demirin bazolateral enterosit
membranindan hiicre disina transferi ferroportin proteini ile gerceklesir (6,7).
Ferroportin aracilt demir transportunda Vitamin C’nin hizlandirici rolii bulunmaktadir.
Duodenal sitokrom B demir rediiktaz (DCYTB) ilk tanimlanan ferrirediiktazdir.
DCYTB ve DMT1’in demir eksikligi ve hipoksiye yanit olarak ekspresyonu artar ve
demir aliminda 6nemli rol {stlenirler (8). Bakir igeren, seruloplazmin homologu
hephaestin, enterositleri terk eden Fe+2’yi Fe+3’e oksitleyen ve hiicrenin bazolateral
membraninda yer alan bir proteindir (6). Bu protein demirin dolagima salinmasimni ve
transferrine baglanmasini saglar. Hephaestin bir tasiyict degildir fakat demirin
taginmasini kolaylastirir. Normal demir alimina ragmen hephaestin proteininin yapist
bozuk ise mikrositik anemi gelisir (9).

Enterositler tarafindan emilen demir ya ferritin seklinde depo edilerek enterositin
yaslanip dokiilmesi ile fegese atilir ya da plazmaya transfer edilir. Portal sirkiilasyonda
demir hizla transferine baglanir. Transferrinin Fe+3’e yiiksek afinitesi mevcuttur ve
hizlica demiri baglar (7). Transferrin demir metabolizmasinda ana rol oynar. Demire
nerede ihtiyag varsa oraya tasir. Hiicrelerin ¢ogu demiri plazmadan transferrin
aracilig ile alir (6,10).

Hiicresel olaylarda demir ihtiyact oldugunda plazmadaki diferrik transferin
(holotransferrin), ihtiyaca gore sentezi belirlenen ve hiicre ylizeyinde bulunan
transferin resoptoriine (TfR) baglanir. Transferrin-TfR1 kompleksi hiicre i¢cine alinir

ve bir endozom olusur. Endozom i¢i pH diisiiriilerek, transferrin demirden ayrilir,



demir Fet+2 formuna rediikte edilir (11). Endozomal membrandan demirin
stoplazmaya gecisi DMT1 araciliyla olur. Sitoplazmada demir ya mitokondiride hem
sentezine ya ferritin seklinde depolanmaya ya da diger metabolik islerde kullanilmaya
gider. Demirini birakmis transferrin yani apotransferrin- Tf-reseptdr kompleksi tekrar
hiicre yiizeyine gonderilir ve transferrin tekrar kullanilmak {izere plazmaya salmir.
Plazmaya salinan transferin molekiilii oncelikli olarak kemik iligine gider.
Eritroblast yiizeyinde reseptorle birlesince demir ayrilir ve hiicre icine girer.
Mitokondride protoporfirin halkasina baglanarak hem olusur. Hemoglobin yapiminda
kullanilir. Hemoglobin yapiminda retikiiloendotelyal sistemde bulunan makrofajlar
tarafindan fagosite edilen hiicrelerden agiga ¢ikan demir de transferrin ile Ki’ne
tagmarak kullanilir (1,12). Hem disinda demir apoferritinle birleserek ferritin seklinde
depolanir (1,4). Depo demiri viicuda demir alimi ve viicuttan demir kaybi ile degisen

bir denge halindedir. Depo demiri ferritin ve hemosiderinden olusur (4).

2.3. Karacigerde Hematopoietik Siirecte Rol Alan Demir iliskili Proteinler

2.3.1. Transferrin (TfR)

Transferrin ile tasman demirin bir kismi1 da hepatositlere girmektedir.
Hepatositlerde iki ayr1 genle kodlanan TfR1 ve TfR2 seklinde, iki farkli transferrin
reseptorii vardir. TfR1 enterosit kript bazolateral kisimda ve demiri transferrinden alan
tiim hiicrelerde milyonlarcasi da kemik iligi eritrosit onciillerinde bulunur. TfR2 ise;
TfR1’in homologu olup bu reseptore diferrik transferrin baglanir. TfR1’in tersine tiim
hiicrelerde degil en ¢ok karacigerde, kan hiicrelerinde, duedenal kript hiicrelerinde
bulunur. TfR2, TfR1 i¢in de tanimlanan muhtemel reseptér aracili endositoz
mekanizmasi ile hepatositler tarafindan transferrine baghh demirin uptake’ine aracilik
etmektedir. Ayrica TfR2 demir depolar1 sinyallerini karacigere iletmede onemlidir
(13). TfR2 gen mutasyonunun herediter hemakromatosise yol agmasi ve hepsidin ile
iligkisi ortaya konmustur (13). Serum transferrin reseptor (sTfR) diizeyi 6l¢iimii direkt
olarak organizmanin demire olan ihtiyacini gostermektedir. Ayrica serum T{R’nin
kaynag1 olgunlasan eritroid hiicrelerden ddkiilen TfR oldugu i¢in de serumda sTfR

Olciimii eritropoetik aktivite diizeyini tahmin etmek amaciyla kullanilabilir.



TfR1; kript hiicrelerinde eksprese edilen ve B2 mikroglobiilin ile kompleks
olusturan HFE proteini ile baglanir. Bunun sonucunda viicudun ihtiyaci olandan fazla
demirin absorbsiyonu engellenmis olur. HFE ile TfR 1 arasindaki etkilesim, bir¢ok
hiicre tarafindan transferrine bagli demirin uptake’ine aracilik etmektedir ancak bunun

biyolojik etkileri heniiz net degildir (14).

2.3.2. HFE

HFE proteini kromozom 6’nin kisa koluna lokalize HFE geni tarafindan
kodlanir, MHC smif 1 benzeri bir protein olup yiiksek oranda hepatositlerde
sentezlenir. HFE gen mutasyonu olan hastalarin ¢ogunda herediter hemakromatozis
tip 1 gozlenir (15).

HFE proteini TfR kompleksi ile yakin iligkilidir. HFE proteinin rolii net olarak
bilinmemekle birlikte viicuttaki demir yiikii durumuna gore hepsidin yanitinin
diizenlenmesinde = HFE-TfR  kompleksi o6nemlidir. HFE mutasyonu olan
hemakromatozisli hastalarda hepsidin diizey1r diisiik saptanmis olup selasyon

tedavisine yanit alinamamistir (16).

Tablo 2.1. Demir homeostazisinde rol oynayan proteinler.

Protein Eksikliginde ortaya cikan etki
Transferin Demir artar

Transferrin reseptor 1 Letal etki, SSS demiri artar
Transferrin reseptor 2 Demir artar

DMT 1 Demir eksikligi

Ferritin H zinciri Demir artar

Ferroportin Makrofaj demiri artar
Seruloplazmin Demir artar

Hephaestin Demir eksikligi

HFE Demir artar

Hepsidin Demir artar

Hemojuvelin Demir artar

GDF15 Demir eksikligi
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Sekil 2.2. Viicutta demir dengesi. Birinci Basamak: DMTI araciligiyla demirin matiir
enterositlerin igine almigi. ikinci Basamak: Ferroportin araciligiyla demirin enterosit ve
makrofajlardan sirkiilasyona gegisi. Uciincii Basamak: Duodenal enterositlerde ve hepatositlerde
transferin reseptor-2 ve HFE kompleksi araciligiyla sirkiilasyondaki demirin transferrine yiiklenmesi.
Dordiincii Basamak: Hepatositte hepsidinin iiretimi ve sirkiilasyona salmimi (4).

2.3.3. Hepsidin

Hepsidin 25 aminoasit peptid yapisinda olup, primer olarak karacigerde sentez
edilir. Bobrek, kalp, iskelet kaslar1 ve beyin dokusundan da az miktarda salinir (17).
Demir metabolizmas1 ilizerine negatif diizenleyici etkisi vardir. Demir birikimi ve
yliksek demir iceren diyetle beslenme ile demir emilimini azaltmak i¢in hepsidin
sentezi artar (18). Anemi, hipoksi, inflamasyon durumlarinda ise hepsidin sentezi
azalir (19). Hepsidin bir akut faz reaktanidir. Kronik hastalik anemisinin etiyolojisinde
kilit rol oynar (20).

Hepsidin; demiri hiicre disina ¢ikarmakla gorevli bir protein olan ferroportin
(FPN) iizerine negatif diizenleyici olarak etki eder. Makrofaj, hepatositler ve
enterositlerden demir salinimi bu mekanizma ile bloklanir (18). Hepsidinin ayrica
demir emiliminde gorevli olan DMTI1 ve duodenal sitokrom B demir rediiktaz

(DCYTB) tizerine de negatif diizenleyici etkisi vardir (21).
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Sekil 2.3. Demir metabolizmasimnin hepsidin ile regiilasyonu (Gkouvatsos K, Papanikolaou
G. Regulation of iron transport and the role of transferin Biochimica et Biophysica Acta 2012; 1820:
188-202).

Hepsidin, FPN’nin ekstraselliiller kismina baglanarak FPN’in hiicre igine
almmasma ve yikilmasina neden olmaktadir (19). Barsak liimeninden enterosit i¢cine
demir transportu Divalant Metal Transporter (DMT 1) proteiniyle saglanirken enterosit
icindeki demirin dolasima salinmasi1 FPN ile gergeklestirilmektedir. FPN Epitelyal
hiicrelerin bazolateral membraninda lokalizedir (21). Viicuttaki demir dongiisii ile
hepatosit ve makrofaj hiicreleri i¢cine alinmis olan demirin dolasima ge¢isini de FPN
proteini saglamaktadir. FPN ekspresyonunun demir ve inflamatuar uyarilara cevap
olarak arttig1 gosterilmistir (22). Enterositler, makrofajlar ve hepatositlerde eksprese

olan FPN proteini fonksiyonunun ana diizenleyicisi Hepsidin’dir.



Hepatositler tarafindan sentezlenen Hepcidin ekspresyonunda ¢esitli proteinlerin
karmagik bir sekilde etkilesimi s6z konusudur (23,24). Hepsidin geni transkripsiyonu
esas olarak SMAD ailesi transkripsiyon faktorlerince uyarilmaktadwr (25).
TGFbeta/BMP  sinyal ileti yolaginda yer alan SMAD proteinleri, hiicre
membranidaki BMP reseptorlerince aktive edilmektedir. Buna bagli olarak Hepsidin
ekspresyonunu artrran SMAD proteinlerinin aktivitesi BMP uyarimi ile dogrudan
iliskilidir. Hepatositlerde Hepsidin ekspresyonunu BMP2, BMP4 ve BMP 6
proteinlerinin uyarabildigi belirlenmistir (26). BMP6 ile BMP4 reseptorlerinin
uyarilmasida hemojuvelin (HJV) proteininin de yardimci rol iistlendigi gosterilmistir

27).

2.3.4. Hemojuvelin

HJV; GIP (glikofosfotidil inozitol) bagli bir membran proteinidir (28).
Kromozom 121 bolgesine lokalize HFE2 geni ile kodlanir. Yapilan klinik ¢aligmalar
HFE?2 genindeki homozigot ya da heterozigot mutasyonlarin juvenil hemakromatozise
yol agtigini gostermistir.

HIJV ¢ogunlukla KC, iskelet sistemi kaslar1 ve kalpten salmir. HIV bir BMP ko-
reseptorii gibi davranir ve BMP/SMAD ileti yolag1 araciligiyla KC’de Hepsidin
ekspresyonu ve regiilasyonunda rol oynar (29). Yapilan daha 6nceki ¢aligmalarda
ozellikle KC’deki HJV mutasyona ugratilarak yok edilen ratlarda KC’deki hepsidin
iretiminin azaldig1 ve KC, kalp, pankreas demir depolarmin miktarinda artis oldugu
fakat doku makrofajlarindaki demir seviyelerinin azaldig1 saptanmistir (30).

Hemojuvelinin 2 formu bilinmekte olup, hiicre membranma bagh HJV; BMP
koreseptorii gibi davranir, KC’de hepsidin sentezini arttirir. GPI-bagli membran
proteinleri gibi proteolitik boliinme veya fosfolipazlar ile ¢oziiniir formda HJV (sHIJV)
olusur. Yapilan ¢alismalarda HJV’nin hiicrelerden sHJV olarak atildig1 ya da sekrete
edildigi diisiiniilmekte olup, bu formun BMP ligandlarma secici olarak baglandigi ve
endojen BMP bagimli Hepsidin ekspresyonunu azalttigi goriilmiistiir (31). Yeni

yapilan ¢aligmalarda insan serumunda da sHJV varlig1 gosterilmistir (32).



Membran’a baglhh HIV (mHJV) hiicre yiizeyinde BMP aracilig1 ile hepsidin
ekspresyonunu arttirir. Matriptase 2 ise; demir metabolizmasinda 6nemli role sahip
yeni tanimlanan genlerdendir (33). Matriptase 2 serin proteaz igeren bir plazma
membran proteini olup, BMP sinyalini ve hepsidin ekspresyonunu mHJV’nini
parcalayarak baskilar (34). Boylelikle hepsidin ekspresyonunda belirgin inhibisyona

neden olarak demir yiiklenmesine neden olur.

m-HJV

fragments P 0
E;)

T [

Plasma membrane

Matriptase-2

Endoplasmic
Reticulum

Sekil 2.4. BMP bagimli HJV sinyal yolagi ve hepsidin ekspresyonunun MTP-2

tarafindan inhibisyonu (Mitchell D Knutson Into the matrix: regulation of the iron regulatory
hormone hepcidin by matriptase-2 Nutrition Reviews® 67(5):284—288 doi:10.1111/j.1753-4887.2009).

2.4. Kemik iliginde Hematopoietik Siirecte Rol Alan Demir iliskili
Proteinler

Eritropoiez pluripotent kok hiicrelerin primitif eritroid progenitor hiicrelere
doniisiimii ile baglar. Bu eritroid progenitor hiicreler spesifik bir diferansiasyon

programi ile eritrosite kadar doniisim gosterir. Bu silirecte ¢esitli transkripsiyon



faktorleri, adezyon molekiilleri ve hematopoietik biiyiime faktorleri etkinlik
gostermektedir.

Insanlarda tanimlanan en primitif eritroid progenitor hiicre erythroid burst-
forming unit (BFU-E)’dir. BFU -E; EPO, SCF, IL-3, GM-CSF gibi biiylime ve
diferansiyasyon faktorlerinin etkisiyle bir diger eritroid oncii hiicre formu olan colony-
forming units (CFU-E)’e farklilasir (35). CFU-E kemik iliginde eritroid serinin
morfolojik olarak en biiylikk hiicresi olan proeritroblastlarin Oncii hiicresidir.
Proeritroblasttan sirasi ile bazofilik eritroblast, polikromatik eritroblast, ortokromotik
eritroblast, retikiilosit ve olgun eritrosit formlar1 olusur (Sekil 2.5). Bu doniisiim
siirecinde morfolojik olarak en biiylik hiicre proeritroblast olup doniisiim sirasinda
hiicrelerin boyutlarinin giderek kiigiilmektedir. Ayrica bu doniislim swrasinda
proeritroblasttan eritrosite dogru sitoplazma renginde koyu bazofilik rengin acilarak
eozinofilik renge doniisiim gosterdigi, niikleuslarin da belirgin derecede kiigiildiigii ve
yuvarlak sekil aldig1 goriilmektedir (Sekil 2.5).

Bobregin jukstaglomeruler aparatusundaki hiicrelerden doku hipoksisine yanit
olarak sentezlenen EPO’nin erken hematopoietik hiicreler ya da ‘burst forming unit-
eritroid (BFU-E) denilen en erken saptanabilen eritroid onciillerin iiretilmesi ve
stirdiiriilmesindeki rolii az olmakla birlikte, kemik iliginde BFU-E’nin gec eritroid
onciil hiicreler olan colony forming unit-eritroid (CFU-E)’e ve proeritroblastlara
olgunlasmasin1 saglar (36). Temel etki mekanizmasi eritroid Onciil hiicrelerin
programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozisini dnlemek ve onlarin ¢ogalma ve

gelisimine izin vermektir (37).
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Sekil 2.5. Eritroid seri Onciillerinin diferansiasyon siirecindeki degisimleri
(http://www.biocarta.com/pathfiles’h _erythPathway.asp)

Yapilan ¢aligmalarda eritropoietin ya da EpoR geninde mutasyon olan ratlarda
eritroid seride duraklama oldugu saptanmig, ozellikle CFU-E farklilasmasi igin
EPO’ya gereksinim oldugu belirtilmistir (38). Sekil 2.5’de de goriildiigii gibi geg
eritroblastlar (polikromotik ve ortokromatik) EPO bagimsizdir, EpoR’ii eritrosit
gelisim silirecinde progenitdr hiicrelerin farklilagsmasi ve proeritroblast / bazofilik
eritroblast asamalarida etkilidir.

Eritroid hiicrelerdeki transferrin reseptorii 1 yiizey ekspresyonu (CD71) flow
sitometrik analizle degerlendirildiginde ise; CD 71 ekspresyonun proeritroblast,
bazofilik eritroblast, polikromotik eritroblastta yiiksek seviyede; ortokromotik
eritroblastta ise diisiik seviyede eksprese oldugu goriilmektedir (Sekil 2.6).

11



EpoR expressed
= ——— bl >

Epo essential
>

6FUke  GFURe | S m W]
@@ ®-9e-e @

Erythroblasts
MSe,_, GNP, | MWiEP

Sekil 2.6. Eritroid progenitdr hiicrelerin morfolojik ve CD71 ylizey ekspresyonu
degisiklikleri.
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2.5. Demir Yiiklenmesine Neden Olan Klinik Durumlar

Viicutta demir yiiklenmesi, plazmadaki demir miktarinin transferrin baglama
kapasitesini agmast ve demir depolarinin yeterli olmasina karsilik enterositlerdeki
demir emiliminin baskilanamamasi1 ile gerceklesmektedir. Bu sekilde demir
yliklenmesine neden olan durumlar icinde herediter hemakromatozis ve
hemoglobinopatiler gibi genetik hastaliklar; ineffektif eritropoez; ayrica aplastik
anemi ve myelodisplastik sendrom gibi edinsel hastaliklar yer alir (39).

Herediter hemokromatoz hastaliklarinda demir metabolizmasinda rol alan
genlerdeki mutasyonlar nedeniyle fonksiyon bozukluklar1 olusmakta ve iliskili
dokularda toksik demir birikimi oldugu gézlenmektedir. Tip 1 hemokromatozda HFE,
Tip 2A HIJV, Tip 2B Hepsidin ve Tip 3 hemakromatozda Transferrin Reseptorii II
(TfRII) genlerinde mutasyonlar bulunmakta ve otozomal resesif olarak
kalitilmaktadirlar. Bu mutasyonlarm varligi ile Hepcidin miktarlar1 azalmakta,
intestinal demir emilimi, kandaki ve dokulardaki demir miktar1 artmaktadir (40). Tip 4
hemokromatoz otozomal dominant olarak kalitilmakta olup, FPN genindeki
mutasyonlar nedeniyle protein fonksiyonunun kaybi1 s6z konusudur (41,42). Bu
hastalikta Hepcidin fonksiyonu ve miktar1 degismemekte ancak hepatosit veya

makrofajlarda demir birikimi gézlenmektedir (43).



Hemoglobinopatiler gibi yetersiz eritropoeze neden olan eritroid bozukluklarda
da klinik olarak hemokromatoza benzer fenotip gelistigi bilinmektedir (44). Yetersiz
eritropoezde kemik iligindeki immatiir eritroblastlardan, ihtiyac1 karsilayacak
seviyede eritrosit tiretilememesi s6z konusudur (45). Boylece anemi, doku hipoksisi
ve eritropoetin saliniminda artis gergeklesmektedir. Yiiksek eritropoetin seviyelerine
sahip bu bireylerde eritrosit miktarlar1 artmadigindan doku hipoksisi de devam
etmekte, kemik iligi eritroblastlarla hiperseliiler hale gelmektedir.

Kronik enflamasyon veya kronik hastaliklarda ayrica tiimor hiicrelerinde, sitokin
salmimindaki artiga bagli olarak hepsidin diizeyi artar ve demir yliklenmesi s6z
konusu olabilir (46,47).

Demir birikiminin bir diger nedeni ¢esitli edinsel ya da kalitsal hastaliklara bagli
olarak gelisen ihtiyact karsilamak icin yapilan tekrarlayan kan transfiizyonlaridir.
Demir birikimi ile organ yetmezligi gelisen bu hastalarda demir selasyonu tedavisi

yapilarak hastalik prognozunda iyilesme saglanmaktadir (48).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismada; Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden saglanan
Wistar —Albino cinsi 12-16 haftalik, agirhiklar1 272- 443 gram arasinda olan 20 adet
erkek rat kullanildi. Calismadaki ratlarin tiimii deney siiresince standart nem, 151k ve
oda 1s1s1 kosullarinda bulunduruldu, yeterli miktarda icme suyu ve standart rat pellet

yemi ile beslendi.

3.2. Metod

3.2.1. Deney gruplarinin olusturulmasi ve deneyin yapilmasi

Biri kontrol grubu digeri deney grubu olmak iizere 10’ar adet rattan olusan 2
grup olusturuldu.

Grup 1 (kontrol grubu: 10): Haftada 3 defa olmak iizere 2 hafta boyunca 5 ml
serum fizyolojik intraperitoneal (i.p) olarak verildi.

Grup 2 (deney grubu: 10): Haftada 3 defa olmak iizere 2 hafta boyunca 100 mg /
kg demir dextran (Ferric hydroxid dextran / Cosmofer®) i.p. olarak verildi.

Demir uygulamasi sonrasinda demirin emilimi ve kemik iligi tizerindeki

etkilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in 2 haftalik bekleme siiresi uygulandi.

3.2.2. Doku drneklerinin alinmasi ve érneklerin homojenizasyonu

Ratlara 2 hafta boyunca haftada 3 giin i.p. olarak enjeksiyon ve takip eden 2
hafta bekleme siireci sonrasinda eter ile anestezi uygulandiktan sonra karin orta hat
median insizyon ile acilarak sonra abdominal aortadan kan oOrnekleri almmuistir.
Sakrifiye edilen ratlardan karaciger doku ornekleri ve kemik iligi eldesi i¢in femur
ornekleri alinmistir. Femur boyunca komsu dokular uzaklastirilip matkap ve penset
yardimiyla kemik dokusu inceltilmis ve kemik iligine zarar verilmeden femur
longitudinal olarak agilmigtir. Penset yardimiyla kemik iligi dokusu kazinip heparinli
izotonik tampon sivist i¢ine toplanmis, pipetaj ile kemik iligi dokusu i¢indeki
hiicrelerin, heparinli izotonik tampon sivisinda homojen dagilmalar1 saglanmistir.

Eritroblastlardaki hiicre yiizey antijenleri flow sitometri yontemi ile 24 saat icinde
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incelenmistir. mRNA ekspresyon analizleri i¢in kemik iligi ornekleri lize edilip -
20°C’de saklanmustir.

Kontrol ve demir uygulanan ratlara ait kan 6rneklerinden plazma sivilar1 ayrilip -
20°C’de saklanmis, kan 6rneklerinden 24 saat icinde hemogram, retikiilosit, demir ve
demir baglama kapasitesi Olctimleri yapilmistir. Karaciger doku ornekleri soguk

izotonik tampon i¢inde yikanip RNA izolasyonuna kadar -20°C’de saklanmistur.

3.2.3. Orneklerin deney icin hazirlanmasi

Kontrol ve demir uygulanan ratlara ait kan 6rnekleri heparinli veya EDTA’I1
tiiplere alinip santrifiij edildi. Plazma sivilar1 ve hiicre pelletleri -80°C’de saklanda.
Serum Ornekleri demir Olglimii icin -20°C’de saklandi. Karaciger doku Ornekleri
soguk izotonik tampon i¢inde yikanip hizla isaretli tliplere alinarak ve -80°C’de
saklandi. Heparinli izotonik tampon s1vist i¢ine toplanan kemik iligi drnekleri santrifiij
edilerek hiicre pelleti RNA izolasyon kitinde yer alan hiicre lizis tamponu (Lysis

Buffer RA1) i¢inde -80°C’de saklandi.

3.2.4. Gen ekspresyonu analizleri

Kontrol grubunda ve demir uygulanan ratlarda, kemik iligi ve karacigerde demir
metabolizmasinda rol alan genlerdeki mRNA ekspresyonu degisimleri kantitatif PCR
yontemiyle incelenmistir. Kemik iliginde TfR1, TfR2 ve EPOR gen ekspresyonlari;
karaciger dokusunda ise TfR1, TfR2, EPOR, HFE, Hepsidin gen ekspresyonlari
incelenmistir.

Saklanan doku ve hiicre orneklerinden silakolon yontemi ile total RNA izole
edilip (Nucleospin RNAII - Macherey nagel) RNA miktar1 spektrofotometrik olarak
saptanmistir. RNA kalibi kullanilarak reverse transcriptase enzimi ve random
primer’ler ile (Fermentas) cDNA sentezlenmistir. Hedef genlere ait primer g¢iftleri
kullanilarak gercek zamanh kantitatif PCR (Fermentas) yapilmis, referans olarak Beta

Aktin geni kullanilmistir. PCR verileri REST programu ile analiz edilmistir.

3.2.5. ELISA analizleri
Demir metabolizmasinda rol alan plazmadaki protein seviyesi degisimleri

ELISA yontemi kullanilarak belirlenmistir. Kontrol ve demir uygulanmis ratlardan
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alman plazma orneklerinde Ferritin (ICL INC, USA), Hepsidin (Uscn, China), HIV

(Uscn, China) protein miktarlar1 incelenmistir.

3.2.6. Flow sitometri analizleri

Kemik iligindeki eritroblastik hiicre sayilarmin ve ylizey protein
ekspresyonlarinin analizi flow sitometri yontemiyle ve FACS DIiVA® (BD) programi
kullanilarak analiz edilmistir. Eritroblastlarin kemik iligi hiicre popiilasyonu i¢inden
se¢ilmesi amaciyla rat eritropoetik hiicre spesifik APC isaretli antikor (Eritroblast
hiicrelerine 6zgii global antijen, 550962, BD) kullanilmistir. Eritroblastik hiicre
ylizeyinde bulunan TfR1 (CD71) protein miktarlarindaki degisimler FITC isaretli anti-
TfR1 antikor (554890, BD) kullanilarak direkt boyamayla incelenmistir. TfR1 ve
eritroblast spesifik proteinleri birlikte tasiyan hiicreler kemik iligindeki total
eritroblastik hiicre popiilasyonu olarak kabul edilmistir. Total eritroblastik hiicre
popiilasyonu, TfR1 proteini ekspresyon seviyesi miktarma ve hiicre biyiikliigiine
(FSC) gore incelenip erken ve gec donem eritroblastik hiicreler olarak ayrilmistir. Bu
hiicrelerin total eritroblastik hiicre popiilasyonu i¢indeki dagilimlar1 ytizdelik

degerlerine gore karsilastirilmistir.

3.3. istatistiksel Analiz

Kontrol ve demir uygulanan rat gruplar1 arasinda ortalama degerler Mann
Whitney testi ile karsilastirilmustir. Istatistiksel degerlendirmelerde Graph Pad
PRIZM4.0® programu kullanilmustir. p degerinin 0.05’ten kiigiik oldugu durumlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demir Uygulamasimin Sistemik Dolasimdaki Demir ve Eritroid
indeksler Uzerine Etkisi

Ratlara 1.p. olarak demir dextran uygulamasinin sistemik dolasimda yol agtig1
degisimlerin belirlenmesi amaciyla kan 6rneklerinde demir miktari, demir tagimmasi
ve demir depolanmasi ile ilgili belirteclerdeki degisimler incelenmistir. Serum demir
miktarmin; demir uygulanan deney grubu ratlarda kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat
yiiksek oldugu saptanmistir (p= 0,0001) (Tablo 4.1.). Total demir baglama kapasitesi
(TDBK) degisimleri incelendiginde, deney grubu ratlarda kontrole gore yaklasik
olarak 10 katlik azalma oldugu saptanmistir (p= 0,0001). Depo demir miktarinin
gostergesi olan serum ferritin miktarlart ELISA yOntemi ile incelendiginde, deney
grubu ratlarda kontrol grubuna gore yaklasik olarak 17 katlik bir artis oldugu
belirlenmistir (p<0,0001) (Tablo 4.1.).

Demirin kemik iligindeki eritropoetik Onciil hiicreler tarafindan hemoglobin
sentezinde yogun olarak kullanilmasi nedeniyle, demir yiliklenmesinin sistemik
dolasimda demir iliskili parametrelerde nasil bir degisime yol agtigmnin belirlenmesi
icin hemogram Ol¢iimleri gerceklestirilmis ve gruplar arasinda karsilagtirilmistir.
Hemoglobin, HCT, MCV, RBC ve retikiilosit degerlerinde gruplar arasinda farklilik
saptanmamistir. Bununla birlikte anizositozun gostergesi olan RDW degerinde deney
grubunda kontrol grubuna gore anlamh bir artis oldugunu belirlenmistir (p= 0,0001)

(Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Kontrol ve Deney grubunda hemogram ve biyokimyasal 6l¢tiim sonuglar.

KONTROL DENEY » degeri
Ort + Std Sapma Ort + Std Sapma
HB (g/dL) 14,7+0,5 15,0 £0,6 p> 0,05
HCT (%) 47 £2 47 +4 p> 0,05
MCYV (fL) 53+3 56+3 p> 0,05
RDW (%) 12+0,3 15+0,6 0,0001
WBC (10e3/ pL) 4,8+39 53+1,6 p> 0,05
RBC (10e6/pL) 8,8+0,4 8,4+0,2 0,0524
PLT (10e3/pL) 752 £207 568+140 p> 0,05
Retikiilosit (%) 2,3+0,8 24+04 p> 0,05
Demir (pg/dL) 168 £19 553 £54 0,0001
TDBK (pg/dL) 371 £58 38+9 0,0001
Ferritin (ng/mL) 147 £ 44 2514 £403 0,0001

* Mann-Whitney U testi ile hesaplanmistir.

4.2. Kemik iligindeki Eritroid Hiicre Ozelliklerinin Flow Sitometri Yontemi
ile incelenmesi

Kemik iligi Orneklerinde eritroid hiicrelerdeki CD71 proteininin hiicre
yiizeyindeki miktarlar1 flow sitometri yontemi ile incelendiginde kemik iligindeki
total eritroid hiicreler icinde CD71(+) olan hiicre diizeyinin demir uygulanan ratlarda
degismedigi gozlenmistir (Sekil 4.1). CD71(+) olan hiicreler i¢inde CD71 ekspresyon
diizeyi yiiksek ve diisiik olanlar kendi aralarinda karsilastirilmistir. Demir uygulanan
ratlarda CD71 ekpresyonu yiiksek hiicre diizeyinin azaldig1 ancak CD71 ekspresyonu
diisiik hiicre diizeyinin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.4, Sekil 4,5)
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Sekil 4.1. Ki’deki tiim hiicreler icinde CD71 (+) hiicre dagilimu.
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Sekil 4.2. Eritropoetik hiicrelerde CD71 ekspresyonu seviyesine gore dagilim
ylizdeleri.

Hiicre morfolojisinde gerceklesen degisimlerin, demir uygulamasindan nasil
etkilendiginin belirlenebilmesi amaciyla eritroid hiicreler biiytikliiklerine (FSC) gore
incelenmistir. CD71 yiizey ekspresyonu yiizdesi yiiksek ve diisiik olan eritroid
hiicreler ayrica biiytikliikk dagilimlarma gore de analiz edilmistir. Demir uygulanan
ratlarda CD71 ekspresyonu yiiksek olan eritroid hiicrelerde morfolojik olarak bir
degisim gozlenmemistir (p>0,05). Buna karsin CD71 ekspresyonu diisiik olan hiicreler
icinde morfolojisi biiyiik olan hiicre yiizdesinin arttig1 ortaya c¢cikmustir (Sekil 4.3,
Sekil 4.5)

19



301
— Kontrol
p<0,05 .
[ I Demir
25+
2 20+
(%]
=
=
X 154
-
N~
o
(&)
X 104
5
CD71 duisiik CD71 yiiksek

Sekil 4.3. CD71(+) ve morfolojisi biiylik (FSC yliksek) hiicrelerin yiizde dagilimu.
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Sekil 4.4. Eritropoetik hiicrelerin CD71 ekspresyonu diizeyine ve hiicrelerin
biiyiikligiine gore dagilimlari- Kontrol Grubu (P1:Eritroblast Populasyonu, P2: CD71
Diistik Eksprese Eden Eritroblast Populasyonu )
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Sekil 4.5. Eritropoetik hiicrelerin CD71 ekspresyonu diizeyine ve hiicrelerin
biiyiikligiine gore dagilimlari- Deney Grubu (P1:Eritroblast Populasyonu, P2: CD71
Diistik Eksprese Eden Eritroblast Populasyonu).
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4.3. Kemik iligindeki Hedef Gen mRNA Ekspresyonlariin incelenmesi

Ratlara demir uygulamasi sonrasinda kemik iligi hiicrelerindeki TR I/II ve EpoR
genlerindeki degisimler mRNA seviyesinde analiz edildiginde EpoR gen
ekspresyonunda artis oldugu gézlenmistir (Sekil 4.6). TfR I gen ekspresyonunda ise
demir uygulanan ratlarda anlamli bir diisiis saptanmistir (Sekil 4.7). Kemik iliginde
Tip I’e gore daha az eksprese olan Tip II transferrin reseptorii gen ekspresyonunda ise

anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).

p<0,05

0.0012+
=3 Kontrol

I Demir

0.0008

Rélatif Ekspresyon

0.00044 |

0.0000-

Sekil 4.6. Ki EpoR ekspresyonu degisimleri.

p<0,05
0.04+ [ |

= Kontrol
I Demir

0.02+

Rolatif Ekspresyon

0.014

0.00:

Sekil 4.7. Ki TfR I ekspresyonu degisimleri.



p<0,05
0.00075 | 1

= Kontrol
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0.00050

Rolatif Ekspresyon

0.000254

Sekil 4.8. Ki TR II ekspresyonu degisimleri.

4.4. KC Hedef Gen mRNA ve Protein Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Demir uygulanan ratlarda karacigerdeki tip I ve tip II transferrin reseptorlerinin
mRNA ekspresyonu seviyesinde gosterdikleri degisimler incelendiginde her iki tip
reseptorde de azalma oldugu goriilmiistiir. Normalde hepatositlerde gen ekspresyonu
TfR I’e gore daha yiiksek olan TfR II gen ekspresyonunun yaklasik olarak 3 kat
azaldig1 saptanmistir. TfR I ekspresyonu da hafif ancak anlamli seviyede azalmistir
(Sekil 4.9). Karacigerdeki EpoR ekspresyonunda ise degisim gézlenmemistir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.9. Karacigerde TR I/II ekspresyon degisimleri.

0.00006- = Kontrol
I Demir

0.00004+ |

0.000024

Rélatif Ekspresyon

0.00000

Sekil 4.10. Karacigerde EpoR ekspresyon degisimleri.

Demir verilen ratlarda karacigerdeki Hepsidin gen ekspresyonunda artis oldugu
goriilmiistlir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.11).
HFE geni incelendiginde ise; mRNA ekspresyonunun demir yiiklenmesi ile

azaldig1 belirlenmistir( p=0,002) (Sekil 4.11)
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p<0,05

=3 Kontrol
IR Demir

HFE

Hepsidin

Sekil 4.11. Karacigerde HFE ve Hepsidin genleri ekspresyon degisimleri.

ELISA yOntemi ile yapilan analizlerde Hemojuvelin serum seviyelerinde demir

yiiklenmesi sonrasinda yaklasik 3 katlik bir azalma saptanmustir (Tablo 4.2).

Hepsidin seviyelerinde ise hafif bir diisme saptanmakla birlikte istatistiksel

olarak anlamli bulunmamuistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol ve Deney grubunda serum hepsidin ve sHJV diizeyleri.

KONTROL DENEY o
p degeri
ORT = STD SAPMA | ORT +£STD SAPMA
Hepsidin (pg/mL) 1562 + 655 984 + 675 0,06
sHJV (pg/mL) 3212 £ 2505 965 £929 0,0232

* Mann-Whitney U testi

ile hesaplanmustir.
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5. TARTISMA

Demir metabolizmas1 viicutta tiim organ fonksiyonlar1 acisindan biiyiilk 6nem
tagimaktadir. Demir eksikligi veya fazlaligi olan hastaliklarda baslica eritropoetik
sistemin ve karacigerin etkilendigi goriilmektedir. Demir eksikligi durumlarinda
oncelikle eritropoetik sistem etkilenmekte, karaciger dokusunda da demir alimini
arttiracak degisimler meydana gelmektedir. Demir fazlalig1 durumlarinda ise dncelikle
karaciger fonksiyonlar1 bozulmaktadir ve karaciger dokusu demir birikimini azaltacak
mekanizmalar1 aktif hale gecirmektedir.

Demir birikimine neden olan hastaliklarin basinda genetik hemokromatik
hastaliklar ve inefektif eritropoetik hastaliklar gelmektedir. Hemokromatik
hastaliklarda karaciger fonksiyon bozukluklar1 goriilmektedir ancak kemik iligi
normal olarak caligmaya devam etmektedir. Demir birikimine karst kemik iliginin
nasil yanit verdigi ve normal fonksiyonlarini nasil devam ettirdigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Demir fazlaligindan etkilenen sistemlerin incelenmesi amaciyla ratlara ve
farelere demir uygulamasi yapilarak organizmada demir birikimi saglanabilmektedir.
Demir uygulamasi sonrasinda organlarin hangi zaman araliklarinda etkilenmeye
basladiklar1 demir uygulama sekline gore degiskenlik gostermektedir. Serumdaki
demir degerleri incelendiginde, oral demir uygulamasi yapilan ratlarda ilk 1 saat
icinde demirin artmaya basladigi, karacigerde ise yaklasik 4 saat icinde demir
miktarinin arttig1 belirlenmistir (49). Intraperitoneal demir dekstran verilmesi ile
ratlarda 24 saat icinde gerek KC gerekse dalakta demir birikimi oldugu
bildirilmektedir (50). Hemoglobin degerlerinde akut demir yiiklemesi sonrasinda
siklikla degisim gozlenmemektedir (50,51).

Ratlarda disaridan demir verilmesiyle olusan demir fazlaliginin kemik iligi
iizerindeki etkilerinin incelenebilmesi icin eritrositlerin yasam stireleri géz Oniine
alimdiginda en az 4 haftanin geg¢mesi gerektigi ortaya c¢ikmaktadir (52,53).
Calismamizda 2 haftalik i.p. demir uygulamasimni takiben, demirin absorbsiyonu ve
kemik iligi tizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in 2 hafta siire beklenmistir.

Calismamizda; kemik 1iligi hiicrelerinin flow sitometri analizleri yapildiginda,

total kemik iligi popiilasyonu i¢inde eritroid seri hiicre yiizdesinde demir fazlaligi ile
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bir degisim olmadig1 goriilmektedir. Eritroid hiicre popiilasyonu fenotipik
ozelliklerine gore incelendiginde ge¢ donem eritroid Onciil hiicre sayisinda azalma
oldugu buna karsilik erken donem eritroid Onciillerin arttigi ortaya cikmistir.
Literatiirde ¢esitli stres durumlarinda, eritroid 6nciil hiicrelerin fenotipik 6zelliklerinde
benzer degisimler oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Kronik hastalik
siireclerinde kemik iligindeki erken eritroid dnciil hiicrelerde artis oldugu ratlarda in
vivo olarak gosterilmistir (54). Stres siirecinin Ozellikle erken eritroid Onciillerde
cogalmaya neden oldugu saptanmustir (55). Es zamanl olarak, ge¢ donem eritroid seri
hiicrelerinde ise apoptozu uyaran sinyallerin arttig1 bildirilmektedir (56).

Eritroid onciillerdeki hiicre i¢i demir miktar artisinin, ferrritin sentezinin
artirllmas1 ve hiicreye daha fazla demir girisini engellemek tizere TfR1 gen
ekspresyonu miktarmin azaltilmasi ile kompanse edilebildigi 6ne stiriilmektedir (57).
Demir yiiklenmesi yaptigimiz ratlarda TfR1 gen ekspresyon miktarinda azalma
oldugu gozlenmistir. Buna paralel olarak, erken eritroid Onciillerde eksprese olan
ancak eritroid farklilagma siirecinde ekspresyonu giderek azalan TfR2 geni
incelendiginde demir yiiklenmesi durumunda TfR2 gen ekspresyonunun arttigi
belirlenmistir (58). TfR2 geni ekspresyon artis1 erken eritroid Onciil hiicre
ylizdesindeki artisla ilgili olabilir (59,60).

Eritroid onciil hiicrelerde bulunan bir diger protein Epo reseptoriidiir. Yapilan
calismalarda erken Onciil hiicrelerde yiiksek seviyede bulunan EpoR’nun eritroid
hiicrelerin olgunlagmas: ile hiicre ylizeyindeki miktarmin azaldig1 gosterilmistir (61).
EPO uyarisi ile erken 6nciil hiicrelerde apoptoz azalmakta, hiicre canlilig1 artmakta ve
eritroid hiicreler cogalmaktadir (62). Calismamizda demir verilen ratlarm Ki
orneklerinde EpoR gen ekspresyonunda artis oldugu gézlenmistir. Bu artis olasilikla
erken eritroid onciil hiicre sayisindaki artisla iliskilidir.

Demir verdigimiz ratlarda, demir metabolizmasinda rol alan ve karacigerde
eksprese olan genler incelendiginde, gozlenen ekspresyonel degisimlerin demir
yliklenmesini takiben subakut donemde, akut donemden kronik doneme gecis
sirasinda, gozlenen degisimler olabilecegi diisiiniilmiistiir. Hepatositlerde TfR1 ve
TfR2 gen ekspresyon seviyelerinde azalma saptanmistir. Hepatosit hiicre
membraninda T1R ile baglanarak kompleks olusturan ve hiicre i¢i sinyal iletiminde rol
oynayan HFE gen ekspresyonunda demir fazlalig1 sonrasinda baskilanma olmustur.

Dolayisiyla HFE ile TfR1-2 reseptdr protein komplekslerinin baskilanmasi, demir
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yiiklii olan ve depolar1 dolmus olan hepatositlerde demir yiikiinii azaltma amacli bir
mekanizmanin pargasi olabilir.

Demir verilmesi sonrasinda hepatositlerdeki demir fazlaliginin etkileyecegi bir
diger hedef gen olan Hepsidin, calismamizda karacigerdeki gen ekspresyonu ve
serumdaki protein miktarlar1 acisindan incelenmistir. Demir artisinin akut donemde
Hepsidin sentezi iizerinde uyarici etkisi oldugu bilinmektedir. Demir birikimine neden
olan kronik hastalik siireclerinde ise Hepsidin sentezi azalmaktadir. Akut demir
artistyla KC de Hepsidin sentezi artmakta, kronik donemde ise KC Hepsidin sentezi
azalmaktadir (25). Calismamizdaki KC Hepsidin gen ekspresyonunda hafif artis
olmakla birlikte serum Hepsidin diizeyinin azalmakta oldugu saptanmistir. Bu
verilerin analizi sonucunda akut donemde Hepsidin gen ekspresyonundaki artigin
zamanla normal seviyelerine dogru geldigi anlagilmaktadir. Bu verilerle calismamizin,
demir yiiklenmesinin, organizmada yarattig1 degisikliklerin akut donemden kronik
doneme gecisi sirasinda tespit edildigi diistiniilmektedir. Bu donem de subakut donem
olarak adlandirilmistir.

Transfiizyonlara baghh demir birikimi olan hastalarda da Hepsidin sentezinin
baskilandig1 ortaya c¢ikmistir. Ancak bu hastalarda transfiizyon ihtiyacini doguran
neden genellikle inefektif eritropoez oldugu i¢in organizmada demir ihtiyaci da rolatif
artmis goriinmektedir. Eritroblastlar i¢in gerekli demir miktarini karsilamak iizere
EPO sentezi uyarilmistir ancak kronik siirecte demir ihtiyaci karsilanmis olmasina
ragmen periferde eritrositlerin ihtiyaci karsilanamadigindan gerek EPO gerekse diger
eritroblastik sinyallerin Hepsidin sentezi iizerindeki baskilayici etkisi siirekli olarak
devam etmektedir.

HJV’nin proteolitik olarak parcalanmasiyla olusan sHJV proteininin ise
Hepsidin sentezi lizerindeki pozitif BMP sinyallerini baskilayabildigi 6ne
stiriilmektedir (63). Calismamizda sHJV miktarlarinin demir verilen grupta azaldigi
belirlenmistir. Bu veriler azalmis Hepsidin sentezi ile uyumsuz goriinmektedir. Bu
sonucun anlagilmasinda hiicre membranindaki HJV proteininin yikilmasindan sorumlu
olan Matriptase-2 proteinin aktivitesi de incelenmelidir. Ayrica demir verilmesini
takiben zamana bagl olarak HJV ve/veya Matriptase-2 gen ekspresyonlarinin nasil bir
degisim gosterdiklerinin belirlenmesi yol gosterici olabilir (64).

Calismamizda elde edilen veriler bir biitiin olarak incelendiginde i.p. olarak

demir verilen ratlarda hemoglobin ve hematokrit gibi eritroid parametrelerin
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degismedigi goriilmektedir. Demir artisina karsilik hemoglobin degerinin korunmasi
amaciyla ge¢ donem eritroid hiicre ylizdesi azalmig, buna karsilik erken donem
eritroid hiicre ylizdesi artmistir, bu durum kemik iliginde apoptozun artmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Demir yiiklenmesi sonrasindaki subakut donemde
incelenmis olan ratlarda sistemik demir yiikiine yanit olarak, hepatositlerde hepsidin
sentezini azaltacak mekanizmalar uyarilmaya baglamistir.

Gelecekte, bu kompleks mekanizmalarin daha net anlasilabilmesi agisindan
demir toksisitesinin hangi siirecte ne gibi degisimlere neden oldugunun daha ayrmntili
olarak incelenmesi gerekmektedir. Bu amagla benzer olarak yapilacak caligmalarin
siiresinin daha uzun olup zamana bagli olarak degiskenlerin incelenmesi ve
mekanizmalarin daha net anlagilmasi acisindan deneyde olusturulan grup sayisinin da
arttirilarak bir gruba selasyon tedavisinin uygulanmasi ve selasyon tedavisi sonrasinda
da demir iligkili parametreler ve gen ekspresyonlarindaki degisimin arastirilmasi
onerilir. Gerek eritropoezde gerekse karacigerde gerceklesen bu degisimlerin zamana
bagl olarak nasil diizenlendiklerinin belirlenebilmesi, klinikte demir birikimi ile

karakterize hastaliklarin tan1 ve tedavisi agisindan yol gosterici olacaktir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada intraperitoneal olarak 6 giin boyunca 100 mg/kg/giin demir
yiiklemesi yaptigimiz ratlarda, demir fazlaligimin subakut/kronik donem etkileri kemik
ilig1, karaciger ve serumda bakilan demir iligkili parametrelerle incelenmistir.

Demir yiiklemesinin serum demir ve ferritin diizeyinde belirgin artis olusturdugu
saptanmis ve ratlarin i¢ organlarinda makroskopik olarak bronz renkte degisim oldugu
gozlemlenmistir. Serum demir ve ferritindeki artisin eritroid parametrelerden
hemoglobin ve hematokritte belirgin farklilik yaratmadigi saptanmistir. Bu sonucla
demir yliklenmesiyle belirgin eritroid uyar1 olmadigini anlasilmistir.

Demir yiiklenmesi ile kemik iliginde hematopoietik hiicreler icinde CD71(+)
olan hiicre yiizdesinin degismedigi gdzlenmistir. Ancak hiicre yiizeyinde CD71 diisiik
(+) olan eritroid hiicre ylizdesinde ve bu hiicrelerin biiyiikliiklerinde artig, CD71
yiiksek (+) hiicre yiizdesinde azalma saptanmistir.

Demir fazlaligmmin kemik iliginde TfR1 gen ekspresyonunu diisiirerek
eritropoezde baskilanma yarattigi, ayrica viicutta demir sensorii olarak gorevli TfR2
gen ekspresyonunda artis yaparak demir depolarinin dolulugunu gostermektedir. TfR2
geni viicuttaki demir yiikiiniin gosterilmesi amaciyla kullanilabilir.

Kemik iliginde EpoR gen ekspresyonunda artis saptanirken, KC’de EpoR gen
ekspresyonunda degisim saptanmamaistir.

Karacigerde TfR1 geni ve normal kosullarda KC’de daha fazla oranda bulunan
TfR2 gen ekspresyonunda azalma oldugu goriilmiistiir. TfR2 gen ekspresyonundaki
azalmanin daha belirgin oldugu saptanmistir. Bu durum TfR2’nin demir miktarindaki
degisime daha duyarl oldugunu gostermektedir.

Sinyal ileti yolaklarinda TfR1 ile birlikte gérev yapan ve mutasyonunda ciddi
derecede hemakromatozis goriilen HFE gen ekspresyonunda KC’de istatistiksel olarak
anlamli azalma oldugu saptanmistir. HFE proteini demir yliklenmesine neden olan
durumlarda tan1 ve ayirict tanida kullanilabilir.

KC ‘de Hepsidin gen ekspresyonunda ise hafif artis olmasma ragmen bu
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu durum olasilikla akut donemde artan Hepsidin

gen ekspresyonunun subakut donemde azalmaya baslamasi ile iliskilidir.
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Serumda Hepsidin gen ekspresyonunda azalma olmasina ragmen bu istatistiksel
olarak anlamli saptanmazken, sHJV gen ekspresyonunda ise istatistiksel olarak
anlamli azalma saptanmistir. sHJV diizeyi demir yiiklenmesi ile giden hastaliklarda
tani ve ayirici tanida ayrica selasyon tedavisine yanitta kullanilabilir.

Tim bu veriler sonucunda ¢alismamizin silirecinin demir yiiklemesinin
eritropoeitik sistemde neden oldugu etkilerin subakut doneminde oldugu anlasilmakta
olup, bu kompleks mekanizmalarin daha net anlagilabilmesi agisindan demir
toksisitesinin hangi siirecte ne gibi degisimlere neden oldugunun daha ayrintili olarak
incelenmesi gerekmektedir. Bu amagla benzer olarak yapilacak ¢alismalarm siiresinin
daha uzun olup zamana bagl olarak degiskenlerin incelenmesi ve mekanizmalarin
daha net anlasilmasi agisindan deneyde olusturulan grup sayisinin da arttirilarak bir
gruba selasyon tedavisinin uygulanmasi ve selasyon tedavisi sonrasinda da demir

iliskili parametreler ve gen ekspresyonlarindaki degisimin arastirilmasi dnerilir.
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7. OZET

RATLARDA DEMIR YUKLEMESININ HEMATOPOIETIK SiSTEM,
KEMIK ILiGI VE ILISKiLi GENLER UZERINDEKI ETKISI

Eritrositlerin kemik iliginde farklilasmasi siirecinde, demirin bagirsaklardan
emiliminde, hiicrelere transportunda, kullanilmasinda ve depolanmasinda gorevli olan
proteinlerin ve iligkili genlerin nasil diizenlendiklerinin belirlenmesi konusunda yogun
arastirmalar yapilmaktadir. Yapilan calismalar cogunlukla inefektif eritropoez
ortaminda arastirilmistir. Eritropoezin normal olarak devam ettigi kosullarda,
disaridan demir verilmesinin hematopoetik organlardaki etkileri sistematik olarak
timiiyle acikliga kavusmamistir. Demir uygulamasi yapilmis ratlarda yiiriitecegimiz
calismamizda literatiirdeki bu boslugu doldurmak amaglanmaktadir. Calismamizda
kemik iligi, periferik dolasim ve karaciger dokularinda, viicuttaki demir fazlaligini
algilayan ve demir fazlaligindan etkilenen s6zkonusu hedef genlerde demir
verilmesiyle gerceklesecek ekspresyonel degisimlerin tanimlanmasi planlanlanmistir.
Elde edilecek verilerin demir birikimi ile seyreden hastaliklarda prognoz ve tedavi
yanitlarini takip etmede kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada Wistar-Albino cinsi 3 aylik 20 erkek rat kullanildi. Ratlar kontrol
(n=10) ve demir verilen grup (n=10) olarak ikiye ayrildi. Deney grubundaki ratlara
100 mg / kg haftada 3 giin 2 hafta intraperitoneal olarak demir dekstran, kontrol
grubuna ise ayni sekilde 5 ml SF verildikten sonraki 15 giin bekleme siiresinden sonra
ratlar ayn1 giinde sakrifiye edilerek periferik kandan alinan 6rneklerden hemogram ve
biyokimyasal paremetreler incelendi. Kemik iligi 6rneklerinden ise; flow sitometri
yontemi ile eritroid onciillerde olusan degisimler ve PCR yontemi ile gen ekpresyon
analizleri gercgeklestirildi. KC dokusundan ise PCR yontemi ile gen ekspresyon
Olciimleri yapilarak demir iliskili genlerdeki ekpresyon degisimleri saptandi.

Serumda yapilan Ol¢iimlerde demir ve ferritin degerlerinde belirgin artis
oldugu (p= 0.0001) saptanmis olmasina ragmen hemoglobin ve hematokrit gibi
eritroid parametrelerde farklilik olmadigi saptanmistir (p>0.05). RDW degerinde ise;
anlamlh artis saptanmistir (p= 0.001). Kemik iliginde flow sitometri ile yapilan

analizlerde tiim hematopoietik hiicreler iginde CD71(+) olan hiicre yiizdesinin demir
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uygulanan ratlarda degismedigi gozlenmistir (p>0.05). Ancak CD71 ekspresyonu
diisiik (+) hiicre yiizdesinin ve hiicre biiyiikliiklerinin demir yiiklenen grupta arttigi
saptanmustir (p<0.05). Ki’de TfR1 gen ekspresyonunda azalma (p<0.05) ,EpoR ve
TfR2 gen ekspresyonunda ise anlamli artis (p<0.05) saptanmistir. KC’deki gen
ekspresyonlarina baktigimizda ise TfR1 ve TfR2 gen ekpresyonunda ayrica HFE gen
ekspresyonunda anlamli azalma oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Ayrica KC’de Hepsidin
gen ekspresyonunda anlamli degisiklik saptanmamistir (p>0.05) Calismamizda;
periferik dolagimdaki demir yiiklenmesine karsilik hemoglobin ve hematokrit gibi
eritroid parametrelerin korundugu goriilmektedir. Kemik iligindeki eritropoetik
hiicrelerde = demir  girisini  azaltmaya  yonelik  ekspresyon  degisimleri
gerceklesmektedir. Ki’de ge¢ donem eritroid hiicre yiizdesi azalmis, buna karsilik
erken donem eritroid hiicre yiizdesi artmustir, bu durum artmis apopotozisin arttigini
disiindiirebilir. Demir verilmesi sonrasindaki subakut donemde incelenmis olan
ratlarda sistemik demir yiikiine yanit olarak, hepatositlerde hepsidin sentezini
azaltacak mekanizmalar uyarilmaya baslamistir.

Sonug olarak demir yiiklenmesi yapilmis ratlarda periferde ve kemik iliginde
eritroid parametreler degismemis ve organizmadaki demir yiikiinii azaltacak hepatik
yanit olusturulmustur. Gelecekte, demir yiiklenmesi sonrasinda eritropoezde ve
karacigerde gerceklesen bu degisimlerin zamana bagl olarak nasil diizenlendiklerinin
belirlenebilmesi, klinikte demir fazlalig1 ile karakterize hastaliklarin tan1 ve tedavisi

acisindan yol gdsterici olacaktir.

Anahtar kelimeler: Hemakromatoz, demir, hepsidin, rat, eritropoez.
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8. ABSTRACT

THE EFFECT OF IRON OVERLOAD ON HEMATOPOETIC SYSTEM,
BONE MARROW AND RELATED GENES IN RATS

Most of research has been done about structure of the proteins and genes
responsible for metamorphosis process of erythrocytes in the bone marrow, absorption
of iron in the intestines, transportation to the cells, its usage and storage. Most of this
research was done in ineffective eritropoezis. In the conditions which eritropoezis
continue normally, it wasn’t entirely discovered what the systematic effects of
external iron supplement on hematopoietic organs are. The aim of this research is to
find out the information about iron overload on normal eritropoiesis. The target genes
are in the bone marrow, peripheral circulation, liver tissue and they get effected by
iron in the body. In our research, the goal is defining the expressional changes in these
target genes caused by iron supplementation. The results of research is considered to
be usable for prognosis and treatment in iron overload disease.

In our research, Wistar-Albino type, 12-16 weeks-old, 20 male rats were used.
They were separated into two groups: The group that is supplemented with iron
(n=10) and the control group (n=10). The rats in the test group has been given 100
mg/ kg by intraperitoneally iron dekstran 3 days a week for 2 weeks. Control group is
given 5 ml SF. After 1 mounth, rats were sacrificed and peripheral blood samples
were collected. The samples were examined for hemogram and biochemical
parameters. On the other hand, the samples of the bone marrow were examined for
changes in eritropoietic precursors using flow cytometri, and for gene expression
analysis using PCR technique. Gene expression analysises were done through PCR
technique in the liver tissue to determine the changes iron related gene expression.

Although results of iron and ferritin rates in serum were found to increase
explicitly (p= 0.0001), there wasn’t any difference in the eritroid paremetres like
hemoglobin and hematocrit (p>0.05). But RDW rates were determined to raise
significantly (p= 0.001). Analysis of the bone marrow using the flow cytometri
showed that the percentage of CD71 (+) cells in the total eritroid cells didn’t change

for the iron overload rats (p>0.05). However, CD71 expression and cell sizes were
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observed to increase in the CD71 low (+) cells (p<0.05). In bone marrow, increase in
EpoR gene expression (p=0.007) ,decrease in TfR1 gene expression (p=0.003) and
increase in TfR2 gene expression (p=0.001) were observed. In liver tissue gene
expressions, in addition to TfR1, TfR2 and HFE gene expressions were also seen to
decrease significantly (p<0.05). Hepsidin gene expressions weren’t observed to
change significantly in the other analysises of liver tissue (p>0.05)

In our research, eritroid paremetres were not seen to be changed despite the iron
overload. Expression changes were observed in erytropoietic cells in bone marrow for
decreasing the entry of iron. Late period of cell percentage of bone marrow decreased
due to compensate the iron increase in the peripheral eritroid indexes. On the contrary,
the early period eritroid cell percentage increased. Mechnanisms that will decrease
hepsidin synthesis in hepatocites started to be stimulated as a response to systematic
iron accumulation in the rats that are examined in the subacute period after the iron
accumulation.

In conclusion, erytroid paremetres in peripheral and bone marrow of the iron
overload rats were not changed and hepatic response to decrease iron load in organism
is created. In the future, designating these changes after iron overload in the
eritropoezis and liver with time- course study, will be important for diagnosis and

treatment of the diseases characterized by iron accumulation.

Key word: Hemachromatozis, iron, hepcidin, rat, erytropoiesis.
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