T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

TIBBi FARMAKOLOJi ANABILiM DALI

KRAS-MUTANT KUGUK HUCRELI DISI AKCIGER
KARSINOMUNDA FERROPTOZISIN ROLUNUN iINCELENMESI:
YASLANMA ILISKILI METABOLIK YENIDEN PROGRAMLANMA

VE EPIGENETIK MODIFIKASYONLARIN ETKISI

Ars. Gor. Dr. Emre BEDEL

UZMANLIK TEZI

DANISMAN

Prof. Dr. ismail UN

MERSIN-2026



TESEKKUR

Uzmanlik tezim, tUm bu degerli katkilarin bir Grantdur ve her birine

ayri ayri minnettarim;

Uzmanlik egitimimin ve bu tez galismasinin her asamasinda degerli
rehberligi, bilimsel yaklagimi, surekli destegi ile beni yonlendiren,
uluslararasi arastirma deneyimi kazanmam konusunda beni destekleyen,
bilimsel bakis agisini geligstirmemde ve akademik yolculugumda gosterdigi
sabir, Ozveri ve katkilan icin saygideger tez danismanim
Prof. Dr. ismail Un’e,

Uzmanlik egitimimde, bilimsel ve elestirel bakis agisi kazanmamda
katkida bulunan, arastirma fikirlerimde ve uluslararasi deneyimlerimde her
zaman destek olan Mersin Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Bagkani Prof. Dr. Kansu Bliyukafsar'a,

Asistanlik egitimim suresince bilgi, beceri ve deneyimlerini
aktararak mesleki gelisimime katkilar saglayan degerli hocalarim
Dog¢. Dr. Nalan Tiftik, Dr. Sencer Yurtsever’e,

Farmakoloji alaninda bu tez caligmasi sirasinda birlikte ¢alisma
firsati buldugum, arastirmaci yonumun gelismesinde buyuk katkilar
saglayan Dog. Dr. Volkan Sayin’a

Tez aragtirmalarim esnasinda desteklerini esirgemeyen, teknik
altyapi, materyal tedariki, uzman destegi ve siipervizyonunu sunan isveg
Gothenburg Universitesi Sahlgrenska Akademisi Kanser Arastirma

Merkezi'ne ve tum hocalarina,
Birlikte galistigim asistan arkadaglarima,

Tam hayatimda oldugu gibi uzmanlik stirecim boyunca da yanimda

olan sevgili babam, annem ve kardesime,

Buglnlere ulagsmamda sagladigi tum imkanlar ve firsatlar igin

Tarkiye Cumhuriyeti Devleti'ne,

Saygl ve sukranlarimi sunarim.



ICINDEKILER

OZET oot 5
ABSTRACT ...ttt ettt ettt s h et e bbbt et bt ebeetenees 7
1. GIRIS VE AMAC ..ot 9
2. GENEL BILGILER.........cocoiiiitieieiiee et 10
2.1, AKCIZET KANSET....ueeuvieiieiieiieiieriierieesieesteeseesteesteesteesteessaesssessnessaessnesssesssesssessnes 10
2.2. Kanserde Yaglanmanin Rolii ve Akciger Adenokarsinomu ile Iliskisi................. 11
2.3. Ferroptozis ve Kanserdeki ROLii..........cccoovevieriiniiniiriesiesceeeee e 13
2.4. Ferroptozisin Diizenleyici Mekanizmalart.............oceoerininienininienenencciee 17
2.5. Yaglanma ve Ferroptozis DIrenCi.......cccveveerierienierieriesiesieneesee e sene e sene e 24
2.6. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Katlanmamig Protein Yanitinin Ferroptozisdeki
DUZenleyici ROIL ....ccvovviiiieiieiiesieeeeeee ettt et e ssse s e 25
3. GEREC VE YONTEM ....cocoiuivieiieieeeieeeeeeeee et 28
Bl HUCTELET ..ttt ettt 28
3.2. Protein EKStrakSIYONU ........c.ccvvverieriierieiieiienieenieesieesteesie et eseesseesieeseeseenseensaens 29
3.3 WesStern BIOt ..o 29
34 ANHKOTIAT ..ottt sttt 30
3.5. Hiicre Canlili@l ANALIZi ......c.covveeriiiriieiieiieieeieereee ettt eeaens 30
3.6. Anoikis Direnci ANAlIZi........ccouereruiriiriininieieieri ettt 33
3.7. Sferoid Olusumu ve Kollajen Invazyon Testi............cooevevroeerevererreneeereereenne. 34
3.8. BODIPY™ 581/591 C11 Kullamlarak Lipid Peroksidasyonunun Olgiimii ........ 34
3.9. Farmakolojik AJanlar ............ccceevierierieniieiieieere ettt sieesie et sseesaens 35
3.10. IStatiStKSEl ANANIZ .......cvveeevieceeveceee et 36
4. BULGULAR ...ttt sttt 38
4.1. KP-O Hiicrelerinde Artmis ATF4 Ekspresyonu ile Birlikte Metastatik Fenotip..38
4.2. KP-O Hiicrelerinde Ferroptozis Direnci ve Yasla IliskiSi...........cccocovvveveeruenennnnes 39
4.3. Ferroptozisin Farmakolojik Dogrulamasi: Ferrostatin-1 Aracili Inhibisyon ....... 46

4.4. KP-O Hiicrelerinin Ferroptozis Direnci, GPX4 Ekspresyonundan Bagimsizdir. 53

4.5. Yasa Bagli Ferroptozis Direncinin, ERN1 ile IlisKisi. .........cocoevevveuerrvevecrenennnes 54
4.6. ATF4’iin Yasa Bagl Ferroptozis Direnci i¢in Gerekliligi............ocococvvevevrrennnenes 59
4.7. ATF4 Asir1 Ekspresyonunun, Insan Akciger Adenokarsinomu Hiicrelerinde
Ferroptozis Direncine EtKiSi........cccocveciieriieiiieriieiieiceieeeeie e 66
4.8. Yasa Bagli Ferroptozis Direncinin ATF4 ve GPX4 ile TligkiSi............cccoovvevnnee 69
4.9. ATF4’1in, Sferoid Olusturma Kapasitesine EtKisi........cccocevevercverienienienienieeen, 70
4.10. Ferroptozis Indiiksiyonu Altinda, Lipid Peroksidasyonu Diizeylerinin
ATASUITIMAST. ...ttt ettt e e e e et eeteeeetaeeetseesateesasesebeeetneenaneas 71
S.TARTISMA ...ttt ettt s b e ettt sttt e be et e e e 72
6. SONUC VE ONERILER ........cocoiuiiimiiieeieieieieeeeie e 79
Katkl BEYANT c..veeviiiieiieiieseeseesteeee ettt e st esteesaeessaessaessaessaesaaessnennnennees 81

KAYNAKIAT ...ttt e 82



Simge Ve Kisaltmalar DiZiNi........ccvecveeiieriieniieriieiieieeiceieeie e eseese e eee

Sekiller Ve Tablolar Dizini



OzZET

Kaguk hucreli digi akciger kanserinin en yaygin alt tipi olan akciger
adenokarsinomu, dunya c¢apinda kansere bagli Olumlerin 6nde gelen
nedenlerinden  biri olmaya devam etmektedir. Yaglanma akciger
adenokarsinomunda baslica risk faktoradur, tumor biyolojisini ve tedavi yanitini
blyuk dlgude etkilemektedir. Ancak, regule edilebilen bir htiicre 6lumu bigimi olan
ferroptozis Uzerindeki etkisi henuz tam olarak anlasilamamistir. Ferroptozis,
kanserde umut verici bir terapotik hedef teskil etmektedir. Fakat artan sayida
kanit malign hucrelerin ferroptozisiten kagmak igin Ozellikle de yasl
mikrogevrelerde adaptif mekanizmalar gelistirdigini gostermektedir. Bu ¢alisma,
yaslanmanin KRAS-mutant akciger adenokarsinomunda ferroptozis duyarliligini
nasil etkiledigini arastirmayi ve altta yatan molekuler mekanizmalari aydinlatmayi
amaclamigtir. Bu calisma, yaslanmanin KRAS-mutant akciger
adenokarsinomunda ATF4 aracili stres adaptasyon yolaklari Uzerinden
ferroptozise direng kazandirdigina dair ilk deneysel kaniti sunmaktadir.

Geng (KP-Y) ve yasli (KP-O) Kras®'2P™*: Trp53floXflox farelerden elde edilen
primer tumor kultlrd, ve insan kanser hiucre hatti A549 ile desteklenerek hem iki
boyutlu (2D) hem de ug¢ boyutlu (3D) kaltir kogullarinda analiz edilmistir. Hucreler
GPX4 inhibitorleri (RSL3, ML162, ML210) ile muamele edilerek hucre canhligi
luminesans ve kristal viyole analizleri ile degerlendirilmistir. Mekanizmaya iligkin
bilgiler, Western blotting, CRISPR/Cas9 ile ATF4 ve IRE1a’nin silinmesi ve ATF4
asiri ekspresyonu araciligiyla elde edilmistir. Sferoid invazyonu kolajen-kapli
matrigel ortaminda degerlendirilirken, lipid peroksidasyonu hem flow sitometri ile

hem de Incucyte cihazinda floresan dlgumleri ile analiz edilmigtir.

KP-O hdacreleri 2D kulturlerde daha invazif bir fenotip, artmis anoikis
direnci ve ferroptozis induksiyonuna karsi anlamli derecede daha fazla direng
gosterdi, bu direng 3D modellerde yoktu. G6zlemlenen direng ferroptozise 6zgu
olup GPX4 ekspresyonundan bagimsizdi. KP-O hucrelerinde ATF4 ve SLC7A11
duzeylerinin artmig bulunmasi, strese yanit yolaklarinin roline igaret etti.
Fonksiyonel ¢alismalar ATF4’Gn silinmesinin ferroptozis duyarlihgini geri
kazandirdigini, ATF4 asir ekspresyonunun ise hem fare hem de insan akciger



adenokarsinomunda ferroptozis direncine yol actigini dogruladi. Ancak, ATF4
silinmesi sferoid canlihdini bozmadi ve ERN1 silinmesi ferroptozis Uzerinde

istikrarli bir etki olusturmadi. Bu da kosul-bagiml dizenlemeye isaret etmektedir.

Bu bulgular, yaglanmaya bagl ferroptozis direncinin regilasyonunda
ATF4 aracili entegre stres yanitinin onemli bir faktor oldugunu gostermektedir.
Yaslanmanin ferroptozis direncini nasil duzenledigine dair kanitlar sunmakta,
ferroptozis ve stres yanitlarini kombine olarak hedefleyen yasa gore duzenlenmis
kisisellestiriimis tedavi stratejileri gelistiriimesi igin dnemli kanitlar sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Akciger adenokarsinomu, yaglanma, ferroptozis, ATF4, KRAS

mutasyonu



ABSTRACT

Investigating the Role of Ferroptosis in KRAS-Mutated NSCLC:
The Impact of Aging-Related Metabolic Rewiring and Epigenetic Changes

Lung adenocarcinoma , the most common subtype of non-small cell lung
cancer, remains a leading cause of cancer-related mortality worldwide. Aging, is
a major risk factor for lung adenocarcinoma, profoundly influences tumor biology
and therapeutic response, yet its impact on ferroptosis, an iron-dependent form
of regulated cell death, has not been fully elucidated. Ferroptosis represents a
promising therapeutic vulnerability in cancer, but accumulating evidence
suggests that malignant cells develop adaptive mechanisms to evade this
process, particularly in aged microenvironments. This study aimed to investigate
how aging affects ferroptosis sensitivity in KRAS-mutant lung adenocarcinoma
and to elucidate the underlying molecular mechanisms. Importantly, this study
provides the first experimental evidence that aging promotes ferroptosis
resistance through ATF4-driven stress adaptation in KRAS-mutant lung

adenocarcinoma.

Primary tumor cultures derived from young (KP-Y) and aged (KP-O)
Kras®'2D/*; Trp53flox/flox mice, complemented by human lung cancer cell line A549,
were analyzed under both two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D)
culture conditions. Cells were treated with GPX4 inhibitors (RSL3, ML162,
ML210), and viability was assessed using luminescent and crystal violet assays.
Mechanistic insights were obtained through Western blotting, CRISPR/Cas9-
mediated knockout of ATF4 and IRE1a, and ATF4 overexpression. Spheroid
invasion was evaluated in a collagen-coated Matrigel environment, while lipid
peroxidation was analyzed using fluorescence measurements obtained from both

flow cytometry and Incucyte imaging.

KP-O cells exhibited a more invasive phenotype, enhanced anoikis
resistance, and significantly greater resistance to ferroptosis induction in 2D
cultures, a resistance absent in 3D models. Resistance was ferroptosis-specific
and independent of GPX4 expression. Elevated ATF4 and SLC7A11 levels in KP-



O cells implicated stress-adaptive pathways. Functional studies confirmed that
ATF4 knockout restored ferroptosis sensitivity, while ATF4 overexpression
conferred resistance in both murine and human lung adenocarcinoma cells.
However, IRE1a deletion had no consistent effect, and ATF4 loss did not impair
spheroid viability, indicating context-dependent regulation.

Collectively, these findings identify ATF4-driven stress response as a
critical determinant of aging-associated ferroptosis resistance in lung
adenocarcinoma. This work not only fills a major gap in understanding how aging
shapes ferroptotic vulnerability but also provides a strong rationale for developing
age-tailored therapeutic strategies that co-target ferroptosis and stress-response
pathways to improve outcomes in elderly patients with KRAS-mutant lung cancer.

Keywords: Lung adenocarcinoma, aging, ferroptosis, ATF4, KRAS mutation



1. GIRIS VE AMAGC

Ferroptozis, son yillarda tanimlanmig programlanmig bir hicre o6lumu

bicimidir. Kanser tedavisinde farmakolojik hedef potansiyeli tagimaktadir’.

Akciger kanseri, dinya ¢apinda kansere bagli morbidite ve mortalitenin
onde gelen nedeni olmaya devam etmektedir. Mevcut tedavi secenekleri
sinirhdir. Akciger kanseri insidansi yas ilerledikge artmaktadir ve en sik 65-75 yas

grubunda goriimektedir?.

Yaslanma ve kanser, benzer molekuler ve hucresel degisikliklerle
karakterize, birbiriyle yakindan iligkili streglerdir. Yasla iligkili degisimler, drnegin
endoplazmik retikulum homeostazi, lipit dagihimindaki degisiklikler hucrelerin
ferroptozise duyarlihgini etkileyebilir. Yaslanma ile birlikte epigenetik ve metabolik
yeniden programlama, kanser hucrelerinde ferroptozis duyarhligini degistirebilir.
Ferroptozis regulasyonundaki potansiyel degisim, kanser insidansinin yasla
artmasi ile iligkili faktorlerden biri olabilir®-.

Yaslanma akciger kanseri iligkisini arastiran onceki bir ¢calismada, yasa
bagli degisikliklerin, UPR’deki (katlanmamig protein yaniti) degisikliklerle iligkili
oldugu, ozellikle de ATF4 (Activating Transcription Factor-4) ile iligkisi

gosterilmistir. Ancak o calismada ferroptozisin roll incelenmemistir’.

Bu tez calismasinda yaslanmanin akciger kanserinde ferroptozis

duyarlihgi ile iligkisi incelenmigtir. Amagclarimiz sunlardir:

1. Yaslanmanin akciger kanseri hucrelerinde ferroptozis duyarliligini

artirip artirmadigini belirlemek,

2. Ferroptozis duyarhligindaki yasa bagh potansiyel degisikliklerin altinda

yatan mekanizmay! arastirmak,

3. Yasla iligkili ferroptozis regulasyonunda yasa bagli metabolik yeniden

programlanma ve epigenetik modifikasyonlarin rolind incelemek.

Boylece yaslanmanin ferroptozisteki rolinin klinik  potansiyeli
degerlendirilebilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, duinya genelinde kansere bagh olumlerin baglica
nedenlerindendir. Toplam kanser insidansinin yaklagik sekizde birini ve kansere
bagl olimlerin beste birini olusturmaktadir?. Histopatolojik 6zelliklerine gore
kiguk hucreli akciger kanseri (KHAK) ve kuguk hucreli digi akciger kanseri
(KHDAK) olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. KHDAK, tum akciger kanseri
vakalarinin yaklagik %85’ini olusturur. Kendi icinde adenokarsinom, skuamo6z
hdcreli karsinom ve buyuk hicreli karsinom olarak gruplanir. Bu alt tipler arasinda

akciger adenokarsinomu en sik gorilendir (Tablo 1)8.

Adenokarsinom biyolojik agidan oldukga heterojen bir yapiya sahiptir, yani
ayni tani altinda siniflandirnilan tumorler bile molekiler ve genetik duzeyde
belirgin farkliliklar gosterebilmektedir®. Akciger adenokarsinomu hastalari
baglangigta tedaviye olumlu yanit verse bile, zaman igerisinde siklikla ilag direnci
geligir ve tedavi etkinligi azalir. Yuksek insidansi ve kotu prognozu goz 6nune
alindiginda, akciger adenokarsinomunun molekuler temellerinin arastiriimasi;
tani, prognoz ve tedavi stratejilerinin gelistirimesi agisindan 6nemlidir® 0.
Genetik mutasyonlar, akciger adenokarsinomu patogenezinde ve tedavi
yanitinda belirleyici bir rol oynamaktadir’'. KRAS mutasyonu en sik gorilen
onkojenik driver mutasyondur. Tumor biyolojisinde, adaptif stres yanitlarinda ve

tedaviye direng mekanizmalarinda énemli bir unsurdur.'?

Histolojik Tip (n=15.311) Yiizde Yiizde Yiizde

AKCIGER (C34-C35) (14.978) 97,8

Karsinom (11.137) 74,4
Sukamoz Hiicreli Karsinom (3.294) 29,6
Adenokarsinom (4.354) 39,1
Kiigiik Hiicreli Karsinom (1.953) 17,5
Biiyiik Hiicreli Karsinom (398) 3,6
Diger Karsinomlar (1.138) 10,2

Sarkom (38) 0,3

Diger Malign Neoplazmlar* (395) 2,6

Baska Bicimde Tanimlanmamis (BBT) Malign Neoplazmlar (3408) 22,8

MEZOTELYOMA (C45) (333) 2,2

Toplam 100,0 100,0 100,0

*Epitelyal Neoplazmlar, Mukoepidermoid Neoplazmlar, Fibromatoz Neoplazmlar, Miyomat6z Neoplazmlar, Kompleks/Mikst Neoplazmlar,
Fibroepitelyal Neoplazmlar, Kan Damar1 Tiimorleri

Tablo 1. Akciger kanserinde histolojik alt tiplerin ylizdesel dagilimi (T.C. Saglik Bakanligi Veri Tabani, 20208)
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Akciger kanserinde Ozellikle hedefe yonelik tedavi stratejilerinde ve
immunoterapi yaklasimlarinda son yillarda 6nemli farmakolojik gelismeler
olmustur. Ancak, tum molekuler alt tiplerde henuz basari saglanamamigtir.
Ozellikle KRAS gen mutasyonu tasiyan vakalarda genel sagkalim oranlari hala
gbrece dusiktur'® 4. Glncel tedavi yaklagimlari arasinda platin bazli
kemoterapi, PD-1/PD-L1'i  (Programlanmis  Hicre  Olimi  Proteini-
1/Programlanmig Hicre OIlimi Ligandi-1) hedefleyen immiin check-point
(kontrol noktasi) inhibitorleri ve onkojenik driver mutasyonlara karsi hedefe
yonelik tedaviler yer almaktadir'®. Platin bazli kemoterapi rejimleri halen baglica
tedavi konumundadir. PD-1/PD-L1’i hedefleyen immun kontrol noktasi
inhibitorleri de olduk¢a basarilidir, ya tek basina ya da kemoterapi ile
kombinasyon halinde verilebilmektedir. Klinik pratikte kullanimlari, timor PD-L1
ekspresyonu durumu ve eglik eden komorbiditelere gore belirlenir. Onkojenik
driver mutasyonlara sahip hastalarda, mutasyonun turine spesifik hedefe
yonelik ajanlar belirgin fayda saglayabilir. Bu grup, ornegin KRAS, EGFR, ALK,
ROS1, BRAF, MET, RET, NTRK gibi mutasyonlari icerir ve uygun hastalarda
hedefe yonelik tedaviler kullanilabilir'® 7. Ozellikle KRAS G12C inhibitorleri ile
klinik uygulamalarda umut verici sonuglar alinmaktadir'’. Bununla birlikte bu
hedefe yonelik ajanlara kargi siklikla direng geliserek tedavi basarisini

sinirlanmaktadir’s.

Guncel tedavi segenekleri halen goérece nonspesifiktir'® 2°. Bu nedenle,
immuan kacgis, anjiyogenez, epigenetik duzenlemeler, metabolik yeniden
programlanma ve metastatik yayilim gibi sureglerde rol alan molekuler

mekanizmalarin aydinlatiimasi faydali olacaktir'®-2,

2.2. Kanserde Yaglanmanin Rolii ve Akciger Adenokarsinomu ile iligkisi

Yaslanma, kanser gelisimi igin en guglu risk faktorlerinden biridir. Hem
ulkemizdeki hem Dunya ¢apindaki ortalama yasam suresindeki artig, yasla iligkili
malignitelerin de insidansini ylikseltmektedir??. Yaglanma ve kanser, genomik
instabilite, epigenetik yeniden dizenlenme, bozulmus proteostaz, degismis besin
duyarhligr ve mitokondriyal disfonksiyon gibi ortak molekuler belirteclere sahip,
yakindan iligkili biyolojik streglerdir® 7. Bu 6zellikler yaslanma slrecinde kansere
gore daha 6nce ortaya gikar®. Yaslanma ayni zamanda timor ortamini aktif olarak
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sekillendirmektedir??-24. Yaglanan dokularda, genomik instabilite artisi nedeniyle
mutasyon birikimi hizlanir, epigenetik modifikasyonlar timor supresor genlerin
susturulmasina yol agar, bozulmus proteostaz sonrasi onkojenik protein birikimi
olur, metabolik yeniden yapilanma kanser hucreleri icin uygun bir mikrogevre
yaratir ve mitokondriyal disfonksiyon reaktif oksijen tdrlerini artirarak DNA
hasarina yol agar*. Bunlardan dolayl yasla birlikte normal hiicreler malign
transformasyona daha yatkin hale gelir> 25. Akciger adenokarsinomunda bunun
klinik yansimasi gorulmektedir. Zira, en sik 6575 yas araligindaki hastalarda tani

konmaktadir26-28,

Metastaz kansere baglh olumlerin esas sorumlusudur. Yaglanma ve
metastaz arasinda karmasik bir iliski vardir. KRAS mutasyonlu KHDAK’ ve
malign melanomda?' paradoksal bir yasa bagh iligki bulunur. Yagh hastalar ve
yasli fare modellerinde, primer tumorlerin daha kuguk olmasina ragmen
metastatik yayilimin daha fazla oldugu goriimektedir’-2!. Metastaz ve primer
tumorun yas ile birlikte farkli yonde degismeleri, yaslanmanin timor biyolojisini
yeniden programladigini gésteren kanitlardan biridir”- 23.

Yaslanmanin kanser hucrelerinin sagkalimini artirmasinin mekanizmasi
simdiye kadar baslica U¢ kisimda incelenmigtir. Birincisi, yaslanma ile birlikte
bagisiklik sisteminde fonksiyonel bir gerileme olur. Sonugta immun gobzetim
(immune surveillance) kapasitesinin azalmasi ve dolayisiyla timor hicrelerinin
bagisiklik sistemi tarafindan taninma ve elimine ediime yetenegi zayiflar. ikincisi,
yaslanmaya bagl olarak dokularda gelisen yapisal degisiklikler, hicre digi
matriks yeniden yapilanmasi, inflamasyon artisi, tumor hucrelerinin invazyonunu
ve metastazi kolaylastirici bir ortam olusturmaktadir. Uglncusi ise, yagl
hdcrelerin metabolik adaptasyon mekanizmalari sayesinde, metastatik sureg igin
gerekli olan enerjiyi daha verimli bir sekilde Uretebilme ve kullanabilme
kapasitesine sahip olmalaridir?>?*. Bu c¢alismada ise metabolik yeniden
programlanma ve epigenetik modulasyonlar neticesinde programli bir hticre 6lum
bicimi olan ferroptozis regulasyonunun yasglanma-kanser iligkisindeki rolu

incelenecektir.

Kanser hucreleri, hayatta kalabilmeleri amaciyla, apoptoz, nekroptoz ve

ferroptozis gibi programh hucre 6lum yolaklarina kargi direng gelistirebilme
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yetenegine sahiptir. Bunun saglanmasi igin birgok strateji kullaniimaktadir?®.
Ferroptozis, demir iyonlarina bagimli olarak gergeklesen lipid peroksidasyonu
sonucunda tetiklenen ve genetik olarak duzenlenebilen bir hicre dlumua formu
olarak tanimlanmaktadir'. Ferroptozis, diizenlenebilen bir hiicre 6lumi olmasi
nedeniyle guncel kanser arastirmalarinda populer bir konu baghgidir. TUmor
hlcrelerinin canhih@ini ve metastatik yayilimini sinirlandiran bir mekanizmadir .
Ferroptozis, 6zellikle yuksek duzeyde oksidatif stres altinda ve reaktif oksijen
turleri (ROS) birikimi altinda hudcrelerin  selektif olarak elimine edilmesini
saglayarak, tumor progresyonuna ve metastatik yayilima karsi dogal bir
savunma mekanizmasi fonksiyonuna sahiptir '°. Ferroptozise direng gelistiriimesi
ise, cevresel stres kogullarinda dahi hayatta kalabilmelerini saglayan bir adaptif
stratejidir. Ayni zamanda tumoran proliferatif kapasitesini, invaziv potansiyelini ve
kemoterapotik ajanlara karsi gosterdigi direnci de etkiler'®. Bu konunun ayrintil

incelenmesi, bir sonraki bolumun odak noktasi olacaktir.

Ferroptozis, akciger kanseri gibi ¢esitli pulmoner hastaliklarla
iligkilendirilmistir. Ferroptozis hem onkolojik hem de onkolojik olmayan

hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir farmakolojik hedeftir?!: %0,

2.3. Ferroptozis ve Kanserdeki Rolu

Hucre olumu, organizmanin butunliginu saglayan temel bir biyolojik
suregtir. Programlanmamig (accidental cell death, ACD) ve programlanmig
(regulated cell death, RCD) olmak (zere iki ana bigimde gergeklesir 3" 32,
Programlanmamis hdcre olumu, fiziksel travma, toksik ajanlara maruziyet, asiri
ISt soku veya siddetli oksidatif stres gibi akut ve beklenmedik dis etkenler
sonucunda ortaya c¢ikar. Hucre tarafindan kontrol edilemeyen ve
duzenlenemeyen bir suregtir. Bu tip hucre olumu, genellikle plazma membraninin
batanligunan kaybi, hicre ici organellerin yapisal ve fonksiyonel hasari, hucre
iceriginin hucre digi alana sizmasi ve buna bagh olarak inflamatuar yanitin
tetiklenmesi ile karakterizedir. Programlanmamig hucre 6lumunun prototipik
formu olan nekroz, esasen pasif ve katabolik bir hlicre 6lumi mekanizmasi olarak
kabul edilmektedir. Programlanmis hucre 6lumu (RCD), genetik olarak kodlanmig
ve yakindan kontrol edilen, spesifik sinyal yolaklari ve efektor molekuller

tarafindan baslatilan ve yurutulen bir siregtir. Doku homeostazinin korunmasi,
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hasarli veya iglevini yitirmig hicrelerin selektif olarak elimine edilmesi, embriyonik
gelisim ve organ morfolojisinin diizenlenmesini saglar 2 23, Programlanmis hiicre
O0lumu mekanizmalari arasinda apoptoz, otofaji, nekroptoz, piroptoz, ferroptozis
ve kuproptoz gibi farkli morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere sahip ¢ok sayida alt

tip bulunmaktadir 32 33

Kanser acisindan, programlanmig hicre oOlumud mekanizmalarinin
duzenlenmesi onemlidir. Normal fizyolojik kosullarda normal hucreler, DNA
hasari, telomer kisalmasi, onkojenik stres veya replikasyon hatalari
algiladiklarinda, programlanmis hicre olumi mekanizmalari araciligiyla
kendilerini selektif olarak ortadan kaldirir. Bu da genetik instabilitenin birikmesini
ve dolayisiyla malign transformasyonun gergeklesmesini engelleyen dogal bir
tumor supresor mekanizma islevi gorur. Ancak kanser hucreleri, onkojenik
sinyalizasyon, metabolik stres, hipoksi, besin kisittamasi ve timor
mikrogevresinden kaynaklanan gesitli baskilayici faktorler altinda klonal evrim
gegirir. Proliferasyon ve invazyon kapasitesi artar. Ayrica programlanmis hucre
olumlerine duyarliliklarini  epigenetik ve genetik duzeyde yeniden

programlayarak direng gelistirmektedirler 34 3%,

Programlanmig hucre olumu, farmakolojik veya genetik olarak module
edilebilen spesifik sinyal mekanizmalari tarafindan kontrol edilir. Programlanmig
hdcre 6limu hem tumor progresyonunun hem de farmakolojik tedavilere yanitin
belirleyicisidir. Bu mekanizmanin hedef alinmasi farmakoloji arastirmalarinin

konusudur 3136,

Programlanmig hicre o6lumu hucresel homeostazin surdurtlmesi, doku
buatunligunan korunmasi ve fizyolojik dengenin saglanmasinda duzenleyici role
sahiptir 33 37_ Alt tipleri arasinda apoptoz, nekroptoz, ferroptozis ve piroptoz gibi
birbirinden farkh yolaklar bulunmaktadir. Kendine 6zgu ve birbirinden bagimsiz
molekuler sinyal iletim kaskadlarina, spesifik efektor proteinlere, farkh hiucresel
tetikleyicilere ve duzenleyici mekanizmalara sahiptir. Bu yolaklarin ayirt edici
morfolojik 6zellikleri, biyokimyasal belirtegleri ve hicre igi organellerde yol actigi
spesifik degisiklikler bulunmaktadir. Bunlar, farkli fizyolojik ve patolojik kogullarda,

doku ve hucre tipine 6zgu olarak farkli hiicre 6lumu yolaklarinin aktive edilmesine
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olanak tanimaktadir. Bodylece organizmada adaptif bir hucresel kontrol

mekanizmasi saglamaktadir 3337,

Ferroptozis, ilk olarak 2012 yilinda Dixon ve arkadaslar tarafindan
tanimlanmigtir. Demir iyonlarina bagiml olarak gergeklesen bir hicre olumu
bigimidir. Ferroptozise bagh hicre 6lumu, hdcre zarlarinda, ozellikle plazma
membrani ve organel membranlarindaki lipidlerin peroksidatif hasariyla
karakterizedir. Fosfolipidlere esterifiye olmus ¢oklu doymamis yag asitlerinin
(polyunsaturated fatty acids - PUFA), 6zellikle aragidonik asit (AA) ve adrenik asit
(AdA) gibi uzun zincirli omega-6 yag asitlerinin lipid peroksidasyonu ile
karakterizedir 3% 3°. Bu reaksiyon, hiicre igi serbest demir havuzundaki Fe?*
(ferroz) iyonlarinin, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu gibi redoks
reaksiyonlari araciligiyla, hidrojen peroksit (H,O.) ile etkilesime girerek yuksek
reaktiviteye sahip hidroksil radikalleri (*OH) uretmesi ile ve bu radikallerin
membran lipidleri Uzerinde zincirleme peroksidatif hasar olusturmasi ile
tetiklenmektedir. Sonugta membran lipidlerinin yapisal butunligunian bozulur.
Membran akiskanligi ve gecirgenligi artar, hucre igi homeostaz kaybolur ve hucre

6l 38,99,

Ferroptozise 6zglu bazi degisiklikler mitokondri blzulmesi, mitokondri
kristalarinin yogunlasmasi, mitokondri dis membran rupturld, normal hulcre
cekirdegi morfolojisinin korunmasi, glutatyon tikenmesi, glutatyon peroksidaz 4
(GPX4) inaktivasyonu, lipid peroksit birikimidir. Ferroptozis kanserin disinda
norodejeneratif hastaliklar, iskemi-reperfuzyon hasari, akut bobrek hasari,
karaciger hastaliklari ve kardiyovaskiler hastaliklarla da iliskilendirilmigtir?: 38 40,

Ferroptozis, elektron mikroskobu ile yapilan ultrastriktirel incelemelerde
karakteristik morfolojik Ozellikler sergiler. Apoptoz surecinde tipik olarak
mitokondriyal sisme ve hacim artisi meydana gelir. Ferroptoziste ise mitokondriler
normalden belirgin sekilde daha kuguk, kondanse ve elektron-yogun bir gorinum
sergiler. Bu surecgte, mitokondriyal membranlar elektron mikroskobunda anormal
derecede yogun ve koyu bir kontrast gosterir. Mitokondriyal i¢ membrandaki
kristalar yapisal olarak azalmakta, duzensizlesmekte veya tamamen
kaybolmaktadir. Ferroptozisin ilerleyen asamalarinda dis mitokondriyal

membranin bitlnligi bozulur ve hiicre membran riptiri gézlenir! 3840,
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Cekirdek morfolojisi agisindan bakildiginda, apoptozun karakteristik
Ozelliklerinin aksine, ferroptozis esnasinda hucre gekirdegi buyuk olgude normal
yapisini ve butunligunu korumaktadir. Apoptozda tipik olan kromatin
yogunlasmasi piknoz, gekirdek pargcalanmasi ve karyolizis bulgulari ferroptozisde

gbzlenmemektedir? 38 40,

Sitoplazma ve hiucre membranina bakildiginda ise, organellerde belirgin
bir hacimsel sisme olmaz. Plazma membraninin batunlagundn kaybi, membran

rlptlrd ve hiicrenin genel morfolojisinin yuvarlaklagsmasi gézlenmektedir’: 38 4°,

Ferroptozis regulasyonu, birgok metabolik yolagi, sinyal iletim kaskadini
ve hucresel regulator mekanizmalari ile son derece sofistikedir. Temel
bilesenlerini, hucresel redoks homeostazinin  surddrdlmesi, demir
metabolizmasinin kontrolU ve lipid metabolizmasinin dizenlenmesi olmak Uzere
uc¢ ana metabolik yolak olusturmaktadir. Bu yolaklar arasindaki denge, hucrelerin
ferroptozise kargi duyarlihgini belirler 4142,

Selenosistein iceren bir antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz 4
(GPX4) , ferroptozise kargi hucrenin korunmasinin merkezindedir. GPX4,
glutatyonu (GSH) substrat olarak kullanarak membran fosfolipidlerinde biriken
toksik lipid hidroperoksitleri (PLOOH) redukte eder ve lipid alkollerine (PLOH)
donustarur. Boylece lipid peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonunu
durdurarak ferroptozisten koruyucu islev gorar. GPX4'Un bu enzimatik

aktivitesinin surdurulebilmesi igin yeterli duzeyde indirgemis GSH’a gerek duyulur
43-46

Kanser arastirmalari yapan Brent R. Stockwell laboratuvarinda Dixon ve
arkadaslarinin caligmalari ferroptozisin kesfedilmesini saglamistir. Erastin ve
RSL3 (RAS-selective lethal 3) gibi farmakolojik ajanlarin, onkojenik RAS
mutasyonu tasiyan kanser hicrelerinde indukledigi spesifik bir hiicre dlumunu
kesfetmislerdir. Bunlarla indiklenen htcre 6lumu klasik hicre 6lumu yolaklarinin
inhibitorleri tarafindan engellenememektedir. Buna karsilik, demir selatorleri olan
deferoksamin ve deferipron gibi bilesikler ve lipid peroksidasyonu inhibitorleri
ferrostatin-1 (Fer-1) ve liproxstatin-1 gibi ajanlarin uygulanmasiyla bu hucre
olimi inhibe edilebili. Ozetle hiicresel serbest demir birikimi ve lipid
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peroksidasyonuna bagimli, ancak kaspaz bagimsiz, non-apoptotik bir hicre

6lim, ferroptozis olarak tanimlanmigtir 41,

Kanser hucreleri apoptotik yolakta ¢esitli mutasyonlar nedeniyle apoptoza
direngli hale gelmektedir. Bu durum, ferroptozisin kanser tedavisinde alternatif bir
farmakolojik strateji degeri kazandirmaktadir 4'- 47-51. Kullanimdaki sitotoksik
kemoterapi, radyoterapi gibi tedavilerin yan etkileri, terapotik pencerelerinin
darhg! ve Ozellikle de ilag direnci gelisimi nedeniyle, ferroptozis konusu 6nem

kazanmaktadir®? 53,

Kanser hucrelerinde demir ve lipid metabolizmasindaki degisimler
genellikle ferroptozise duyarlihgi artirmasi beklenmektedir %2 %% Ancak
ferroptozisten kagis stratejileri, kanser hicresinin hayatta kalmasini, ilaglara karsi
direng gelisimine, metastatik yayilim kapasitesini artmasini saglayarak prognozu

kotUlestirir 59 56

Ferroptozise direng stratejileri arasinda, glutatyon biyosentezi, thioredoxin
sistemi, NADPH Uretiminin artigi ile hicrenin redoks tamponlama kapasitesinin
artirlmasi bulunur. Demir metabolizmasindaki degisimler; ferroportin ekspresyon
artigi, ferritin ekspresyon artigi, transferrin reseptoru ekspresyon azalmasi yine
ferroptozise kargi koruyucudur. Bunun yani sira lipid bilesimindeki degisiklikler
MUFAnin (tekli doymamis yag asitleri) oraninin artirilmasi ve PUFA (coklu
doymamis yag asitleri) iceriginin azaltiimasi ile lipid peroksidasyonunun toksik
etkilerinin hafifletir. Tum bu mekanizmalar ve kanser hucresinde ferroptozisin
engellenmesine katkida bulunur. Boylelikle, timor hicreleri hem oksidatif hasari

sinirlamakta hem de ferroptozise giden yolu bloke ederek direng gelistirmektedir
39, 47, 57

2.4, Ferroptozisin Duizenleyici Mekanizmalari

Ferroptozis hlcresel dizeyde genetik, epigenetik, transkripsiyonel, post-
transkripsiyonel ve post-translasyonel seviyelerde duzenlenmektedir. Metabolik
yolaklarin, sinyal transduiksiyon kaskadlarinin ve transkripsiyon faktorlerinin
kontrolu altinda gergeklesmektedir. Bu sayede hucrelerdeki ferroptozise karsi
gosterilen duyarlilik veya direng gevresel kosullara gore degisebilmektedir 3.
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Ferroptozis, oksidatif stresin sonucunda kazara meydana gelen o6lim
degildir. Spesifik tetikleyicilere yanit olarak aktive edilebilen, belirli molekuller
tarafindan duzenlenen bir programlanmig bir hucre yanitidir. Hicre igi demir
metabolizmasinin duzenlemesi, membran lipid bilesiminin ayarlanmasi ve
PUFA'nin fosfolipidlere entegre edilmesi, antioksidan sistemler hucrenin

yanitinda baslica rol oynar 40-41. 58,

Ferroptozis, onkojenik transformasyon surecinde, tumor progresyonu
sirasinda ve tedavi esnasinda yeniden programlanabilir’> %°. Ferroptozis
hucrelerin strese adaptasyon stratejilerinin, metabolik esnekligin ve tumor-
mikrogevre etkilesimlerinin bir pargasidir. Yaslanma sureci de ferroptozis
duzenleyici yolaklari modifiye etmektedir. Sonug olarak ferroptozisin farmakolojik
potansiyelini etkilemektedir>® ©°.

Lipid peroksidasyonu kontrolunin merkezinde glutatyon peroksidaz 4
(GPX4) enzimi yer alir (Sekil 1). GPX4, diger glutatyon peroksidaz aile
uyelerinden (GPX1, GPX2, GPX3 gibi) farkli olarak monomerik bir yapidadir. Aktif
bolgesinde selenyum igerir ve selenyum bagimli bir peroksidaz olarak iglev
g6rmektedir®!.

PLOOH PLOH

Yiikseltgenmisg 0
Glutatyon (GSSH) OH

0. _NH
o X XY 8 GPx4-SeOH i
0 G B e oH
0 NH;

HN (o]
HO.
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Dongusu
2nd [ndirgenmis
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SH /
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Sekil 1. Glutatyon peroksidaz 4’Un lipid peroksitlerini, lipid alkollerine donlstirme mekanizmasi ©'.
GPx-4: Glutatyon Peroksidaz 4
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Fosfolipid hidroperoksitleri (PLOOH), hucre zarinda ve zarh organellerde
olusur. Oldukga reaktiftir ve zincirlenme reaksiyonlarla reaktif oksijen turlerinin ve
lipid peroksil radikallerinin (LOQ¢) birikimine yol agarak ferroptotik hiicre 6lumunu
tetikleyebili. GPX4, toksik olmayan, oksidatif hasar yaratma kapasitesi
bulunmayan lipid alkollerine (PLOH) donUstiirerek ferroptozisi engeller*®.Hiicre
icindeki indirgenmis glutatyon (GSH)'un duzeyi de 6nemlidir. GSH bir elektron
donérii olarak kullanilir. iki GSH okside glutatyon disiilfite (GSSG) dénisiir.
Hucre ici GSH duzeylerindeki azalma lipid peroksit birikimi artirarak ferroptozise
kars! duyarli hale getirir®! 62,

GPX4, farmakolojik ajanlarla inhibe edildiginde (6r. RSL3, ML162, ML210)
veya genetik olarak silindiginde ferroptotik hlicre 6limi meydana gelmektedir3®.

Glutatyon; glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden sentezlenir. Once
glutamat-sistein ligaz (GCL) enzimi, glutamat ve sisteini ATP bagimli olarak
birlestirerek y-glutamilsistein dipeptidini olusturur. ikinci asamada glutatyon
sentetaz enzimi glisin ekleyerek GSH tripeptidini sentezler*4.

Glutatyon sentezinde hiz kisitlayici basamak GCL enziminin aktivitesi ve
sistein aminoasidinin hucresel varligidir. Hicre membranindaki olan sistin-
glutamat antiport tagiyici sistemi (sistem xc™) araciligiyla sistin alinir. Sistin,
sisteinin oksitlenmis dimer formudur, iki sistein molekulinun disulfit bag ile
birlesmesi sonucu olugur. Hucre igine alinan sistin, hizla indirgenerek iki sistein
molekuline donugsur. Bu sayede GSH biyosentezi igin gereken sistein elde

edilmis olur®3. 64,

Sistem xc”, bir heterodimerik amino asit tasiyicisidir. iki alt birimden
olusur. Birincisi, hafif zincir katalitik substrat spesifik tagiyici alt birimi SLC7A11
(solute carrier family 7 member 11) ‘dir. ikincisi agir zincir diizenleyici glikoprotein
alt birimi SLC3A2 (solute carrier family 3 member 2)'dir®3. Bu iki alt birim, bir
distlfit bag ile kovalent olarak birbirine bagl haldedir®s.

Sistem xc~ farmakolojik olarak erastin, sulfasalazin sorafenib veya
glutamat ile bloke edilirse hiucre disindan sistin alimi kesilir. Blokaj sonucunda,
hdcre ici sistein ve dolayisiyla GSH tukenir, GSH/GSSG orani azalir, GPX4'U
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substrat eksikligi nedeniyle inaktive olur, ve sonugta lipid hidroperoksit birikimini

artarak ferroptotik hiicre 6limu indiklenir8.

Ferroptozis duyarliiginda 6nemli bir etken de hicre membranindaki
lipidlerin dagilimidir. Karbon zincirinde birden fazla ¢ift bag iceren PUFAlar,
ferroptozisin baslatilmasi ve lipid peroksidasyonunun yayillmasinda esas
substrattir. Omega-6 (w-6) yag asidi ailesi uyeleri olan arasidonik asit ve adrenik
asit ¢ift bag sayilarinin fazlaligi nedeniyle lipid peroksidasyonunun baslica
substratlaridir®® 88, Cift baglar, hidrojen atomlarinin zayif C-H baglari nedeniyle
ROS (Reaktif Oksijen Turleri) ve serbest radikaller tarafindan kolayca saldiriya
ugrayarak lipid peroksidasyonu zincirleme reaksiyonlarinin baslatiir. Bu PUFA
molekullerinin, hicre membran fosfolipidlerine esterifikasyon yoluyla kovalent
olarak dahil edilmesi ve PE-PUFA turlerinin membran lipid birlesimindeki oraninin

artmasi sonucunda ferroptozise duyarlilik artar®: 6,

ACSL4 (acyl-CoA synthetase long-chain family member 4) membran
PUFA igerigini artirarak ferroptozise kargi duyarlih@: diizenler®”. PUFA'lar ACSL4
enzimi tarafindan membran fosfolipidlerine entegre edilir. ACSL4, hucre iginde
bulunan PUFA molekulleri ile koenzim A (CoA) tiyoester bagiyla birlegtirerek acyl-
CoA turevlerine (arasidonil-CoA, adrenil-CoA) donusturar. LPCAT3
(Lizofosfatidilkolin agiltransferaz 3) enzimi PUFA-CoA molekulleri membran

fosfolipitlerinin 2. pozisyonuna esterifikasyonunu saglar 67 €8,

Sonugta hdcre membrani lipid peroksidasyonuna son derece agik hale
gelmektedir. Bu oksidasyon hem enzimatik hem de non-enzimatik olarak
gerceklesebilir®® 6 Lipoksijenaz grubu enzimler, enzimatik lipid
peroksidasyonunun baslica katalizorleridir. Demir iceren bu enzimler, 6zellikle
ALOX'un (Arachidonate lipoxygenases); ALOX5, ALOX12, ALOX15 ve ALOX15B
izoformlari, membrandaki PUFA molekullerinden lipid hidroperoksitler (PLOOH)
uretmektedir. Sonug olarak, ACSL4 ve ALOX enzimlerinin aktivitesi ferroptozise

duyarlilik olustururts. 67. 69,

Ferroptozis demir iyonlarina bagimh bir biyokimyasal suregtir, hicre igi
demir homeostazi ve metabolik ferroptozise duyarlihdin belirleyicilerinden biridir.
Ferroptozisin adlandiriimasindaki 'ferro-' ibaresi latincede demir anlamina gelen

‘ferrum’dan tliremigtir’® 71
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Demir hemoglobin ve miyoglobin gibi oksijen tagiyici proteinlerin
yapisinda bulunur, elektron tagsima zincirindeki sitokromlar ve Fe-S kumeleri
iceren enzimlerin prostetik grubu olarak gorev yapar. Ayrica DNA sentezi ve
onariminda rol alan enzimler igin kofaktordur ve birgok metabolik reaksiyonun
katalizérinde yer alir. Demirin Fe?* (ferroz) ve Fe*" (ferrik) formlari arasinda
kolayca elektron aligverigi yapabilmesi, onu redoks-aktif bir element yapar. Bu
ozellik, Fenton (Fe** + H,0, — Fe* + «OH + OH") ve Haber-Weiss
reaksiyonlariyla (O2-~ + H202 — O2+ OH™ + *OH ) hidrojen peroksiti (H,O,) toksik
hidroksil radikallerine (*OH) donustirmesine neden olur. Bu nedenle demir

oksidatif stresin baglica tetikleyicilerindendir’® 72,

Ferroptozis baglaminda demir, Fenton reaksiyonu araciligiyla hidroksil
uretimini katalize ederek ve PUFA igeren fosfolipidlerin oto-oksidasyonunu
saglayarak lipid peroksidasyonuna yol acar. Ayni zamanda lipoksijenaz
enzimlerinin katalitik aktivitesinde de gorevlidir®® 7°. Hucre igi toplam demir
konsantrasyonu, serbest demir havuzu duzeyleri ve demir dagihmi, demir alimi,
hiicre i¢i depolanmasi hiicre disina demir saliverilmesi kontrol altindadir’®.
Demir, hucreye transferrin reseptoru 1 (TFR1) aracihigiyla, demir yuklu transferrin
proteinine baglanarak reseptor-aracili endositoz mekanizmasi yoluyla hicre igine

alinmaktadir’® 71,

Endositik vezikullerde asidik pH altinda demir, transferrinden ayrilmakta
ve STEAP3 (six-transmembrane epithelial antigen of prostate 3) gibi ferrireduktaz
enzimleri tarafindan Fe*"ten Fe*'ye indirgenmekte, ardindan divalent metal
transporter 1 (DMT1, SLC11A2) tasiyicisi araciligiyla endozom membranindan
sitozole salinmaktadir. Hucre igine giren demir uzun sureli depolama amaciyla
ferritin icinde, ferrik (Fe3") ve redoks-inaktif bir sekilde depolanabilmektedir veya

ferroportin araciligiyla hiicre disina aktif olarak taginabilmektedir’ 72,

Demirle ilgili genlerin ekspresyonu ve protein duzeyleri, hicre i¢i demir
miktarina gore belirlenir. Demir duzenleyici proteinler olan IRP1 ve IRP2
tarafindan post-transkripsiyonel dizeyde gerceklestirilir. IRP’ler, mRNA'larin 5’
veya 3' UTR bolgelerinde bulunan demir-yanit elementlerine (IRE) baglanarak
mRNA'lar1 kontrol eder. Boylece hiicre, demire gore adaptif bir yanit verir’'.
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Dusuk demir kosullarinda IRP’ler aktif hale gelir ve IRE’lere baglanarak
demir metabolizmasini duzenler. Yuksek demir kosullarinda ise IRP’ler inaktive
olur veya degradasyona ugrar; boylece TFR1 ekspresyonu azalir, ferritin sentezi
artar ve hucresel demir dengesi korunur. Demir homeostazi bozulursa serbest
demir artar. Boylece, lipid peroksidasyonu igin guglu bir pro-oksidatif ortam

olusturarak hiicreleri ferroptozise daha duyarli hale gelir’'.

Ozetle, ferroptozisin diizenlenmesinde demir, lipid metabolizmasi,
glutatyon biyosentezi ve redoks homeostazi yer alir. Ferroptozis dizenlenmesi
hacrelerin oksidatif stres, besin ve enerji yetersizligi, hipoksi, ER stresi, DNA
hasari, mitokondriyal disfonksiyon ve inflamatuar sinyaller gibi cesitli stres
kosullarina verdigi yanitlar belirleyicidir. Bu surecler hicrelerin hayatta kalmasini
belirleyen dinamik adaptif siireglerdir’ 74.

Yukarda sayilan faktorler diginda genetik duzeyde de ferroptozis
duzenlenir. Rol alan transkripsiyon faktorleri arasinda nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (NRF2), activating transcription factor 4 (ATF4), hypoxia-inducible
factor 1-alpha (HIF-1a), tumor protein p53 (TP53), nuclear factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) ve heat shock factor 1 (HSF1) yer
alir’s 74,

NRF2, hucresel antioksidan yanitinin ana duzenleyicisidir. Normalde
NRF2, KEAP1 proteinine bagl ve inaktiftir. Oksidatif stres KEAP1-NRF2
etkilesimini bozar, NRF2 stabilize olur ve ¢ekirdege tasinir. Burada sMaf
proteinleri ile heterodimer olusturarak ARE (antioxidant response element)
bdlgelerine baglanarak bazi hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir. Bu genlerin
koordineli induksiyonu hucresel antioksidan kapasiteyi artirir, GSH duzeylerini
yukseltir, lipid peroksidasyonunu baskilar ve ferroptozise kargi guglu bir koruma
saglar’>. NRF2'nin hedefleri arasinda SLC7A11, GCLC/GCLM, GPX4, ferritin,
ferroportin, HMOX1 ve faz Il detoksifikasyon enzimleri sayilabilir. Ancak bazi
kosullarda ise NRF2 dual etki gostererek, 6rnegin HMOX1 asiri induksiyonu ile
artan serbest demir salinimi, NADPH tuketimi veya metabolik yeniden
programlanma sayesinde ferroptozise duyarliligi artirabilir’®.

Tumor supressor P53 ferroptozisin duzenlenmesinde de rol alir. Wild-type

p53, ferroptozise duyarhiligi artirir. p53’4n sistem xc”’in katalitik alt birimi
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SLC7A11’in  transkripsiyonunu  baskilamasi, glutamin  metabolizmasini
duzenleyerek glutaminolizi inhibe etmesi, serin/glisin metabolizmasini module
etmesi ve GLS2 ekspresyonunu artirarak glutamat metabolizmasini degistirmesi
ile ferroptozise duyarlilik artar’® 76, Bazi kosullarda ise p53, ferroptozise kargi
koruyucudur. Bu durum, alternatif p53 izoformlarinin varhgr veya mutant p53
ekspresyonu ile iligkilidir. Ozellikle p53-p21 aksinin aktivasyonu, hiicre
dongusunun durdurulmasi ve metabolik adaptasyonlar yoluyla hucreler
ferroptozise karg! direng kazanabilir’: 76

Ferroptozis dizenlenmesiyle iligkili bir bagka duzenleyici yolak ise
Katlanmamis Protein Yaniti (UPR)'dir. Yaglanma biyolojisi ve kanser patogenezi
konularinda UPR 06zel bir yere sahiptir. UPR, hucrenin protein sentez ve kalite
kontrol merkezi olan endoplazmik retikulum limeninde, ER saperon kapasitesinin
asiimasi ile olusur. Katlanmamig, hatali katlanmig veya agregat halindeki

proteinlerin asiri birikimi ile tetiklenen bir stres yanitidir’” 78,

Son yillarda yapilan c¢alismalar, UPR'nin kanserin baglangici,
progresyonu, metastazi ve tedavi direncinde onemli bir yeri oldugunu
gostermektedir. Bu durum 6zellikle hizh proliferasyon gosteren tumaor hicrelerinin
yuksek protein sentez yuku ve hipoksik ve besinden yoksun mikrogevre kosullari
altinda kronik ER stresi yasamasiyla iligkilidir. UPR, yaslanma ile ilgili
degisimlerde de onemli bir faktortir. Yaglanma slrecinde proteostaz
kapasitesinin azalmasi, saperon fonksiyonlarinin bozulmasi ve hatali katlanmig
protein birikimi gibi faktorler, UPR'nin kronik aktivasyonuna yol agmaktadir. Kronik
ER stresinin hiicreleri ferroptozise duyarli hale getirdigi 6ne suriilmektedir’’-"°,

Aktive Edici Transkripsiyon Faktor 4 (ATF4), UPR'nin u¢ sinyal iletim
kolundan PERK kolu iginde yer alan downstream efektor transkripsiyon
faktorlerindedir. ATF4, amino asit yoksunlugu, oksidatif stres, redoks dengesizligi,
hipoksi ve ER stresine duyarli bir transkripsiyon faktoriidir’”. ATF4'Un
ekspresyonu ve translasyonu normal kosullarda dusik duzeydedir. Ancak ER
stres yaniti sirasinda PERK kinazinin aktivasyonu, elF2a'nin fosforilasyonuna yol
acar. Bu fosforilasyon, genel protein sentezini baskilarken ATF4’U artirir. ATF4
stres altindaki hucreyi adeta tamir etmek Uzerine galisir. Ancak duruma gore,

ornegin asiri ve tamir edilemez stres durumunda apoptozis gibi hucre 6lumu
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yolaklarini da tetikleyebilir. ATF4'Un ferroptozisteki roli NRF2 ve p53'e benzer

sekilde, ¢ift yonlii, paradoksal ve hiicresel kosullara gore degiskendir’”- &,

ATF4 demir metabolizmasiyla iligkili TFR1 ve DMT1, lipid metabolizmasi
ve PUFA biyosenteziyle iligkili SCD, FADS2 ELOVL genlerin ekspresyonunu
artirir. Sonugta, hicre i¢i demir birikimi ve PUFA iceren fosfolipid duzeylerini
yukselterek lipid peroksidasyonu igin substrati artirmaktadir. Ferroptozise karsi
duyarlilk artmaktadir®.

Ancak ATF4 ayni zamanda hucresel antioksidan savunmayi guglendiren
gen ekspresyonunu da artirabilmektedir. Bunlar arasinda; SLC7A11 (xCT), amino
asit tasiyicilari, glutatyon biyosentez enzimleri gibi adaptif stres yaniti genleri yer
almaktadir. Sonugta hucre igi sistein ve GSH artar. Boylece ATF4 ferroptozise
kars! direng gelistirilmesini ve hiicre sagkalimi saglar®.

Sonucgta, ATF4 hem pro-ferroptotik hem anti-ferroptotik fonksiyon
gosterebilmektedir®®. ATF4 hiicresel stres durumuna, stres siddetine, stres
suresine, hucre tipine ve genetigine, metabolik kosullara ve gevresel sinyallere
bagli olarak farkli hedef genleri uyarabilmektedir. ATF4'Un ferroptozisteki rolu
kosullara bagli olarak degisebilen dinamik bir anahtar olarak degerlendirilebilir.

Ozetle, gen diizeyinde; NRF2, ATF4, p53, HIF-1a, demir metabolizmasi,
lipid metabolizmasi, redoks homeostazi ile ferroptozis duyarlihdr yeniden

programlanmaktadir. Béylece hiicrenin ferroptozise duyarliligi belirlenmektedir®?
82

2.5. Yaglanma ve Ferroptozis Direnci

Ferroptozis regllasyonu ile yaslanma sireci iligkilidir®® °. Yaglanma slreci
hicrede metabolik ve molekuler degisikliklere yol acarak ferroptozise duyarhligi
degistirbilmektedir®® 8. Demir metabolizmasi, antioksidan sistem, ve lipid
homeostazinda degisikliklerle ilgilidir®: 0,

Yaslanma ile birlikte sistemik duzeyde demir eksikligi bulunabilirken,
paradoksal olarak hiicre iginde demir birikimi meydana gelmektedir®® 83, Bu demir
dengesizligi, yaslanma ile birlikte glutatyon (GSH) dizeylerinde ve GPX4
etkinliginde gorulen azalma ile birlikte, hucreleri ferroptozise karsi daha duyarli

yapmaktadiré? 83,
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Ancak kanser hucreleri ferroptozisten kaginmaya yonelik adaptif stratejiler
gelistirebilmektedir® 8. Ornegin yaslanma siirecinde hiicresel stres yanitinin
temel bilesenlerinden olan ATF4—CHOP yolagi redoks dengesinin kanser lehine
yeniden kurulmasina ve sonugta ferroptozis direncinin artmasina katkida

bulunmaktadir®®: 83,

Norodejeneratif ve kardiyovaskuler hastaliklar gibi yasla iligkili
hastaliklardan elde edilmig bulgular, ferroptozisin yasli bireylerde hicre hasari ve
hastalik ilerlemesindeki 6Gnemini roliini gostermektedir®® 6%, Yaglanmanin belirgin
Ozelliklerinden olan kronik inflamasyon ve mitokondriyal disfonksiyon, ferroptozis
igin elverisli bir hicresel ortam olugturur. Ancak tam tersine, bu stres kosullari
hayatta kalan hicrelerde adaptif yanitlarin gelismesine yol agarak ferroptozise
karsl direng kazandirabilir®® 8. Yaslanmada gbzlenen metabolik yeniden
yapllanma da ferroptozis duyarlihdini dogrudan etkiler. Ozellikle lipid
metabolizmasindaki  bozulmalar ve ortamdaki substratlari  algilama
mekanizmalarindaki degisiklikler, hem lipid peroksidasyonu igin gerekli
substratlarin mevcudiyetini hem de ferroptozisi duzenleyen enzimlerin
aktivitesinde belirleyicidir. Bu durum, hucrelerin ferroptotik esik degerini dnemli
olgtide degistirir® ©°,

2.6. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Katlanmamig Protein Yanitinin
Ferroptozisdeki Diizenleyici Rolu

Hucre igi homeostaz, besin yetersizligi, oksidatif dengesizlik ve protein
katlanma bozukluklari gibi i¢sel ve digsal stres faktorleri tarafindan tehdit
edilmektedir®4. Bunlar arasinda endoplazmik retikulum (ER) stresi, hem protein
kalite kontrolunu hem de lipid metabolizmasini duzenlemesi nedeniyle onemli bir
rol Ustlenir®. Hicreler, protein katlanma dengesini yeniden saglamak amaciyla
katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak bilinen bir sinyal agi devreye sokar. Bu
yanit, PERK, IRE1a (ERN1) ve ATF6, olmak uzere baslica u¢ ana sensor

tarafindan yonetilir®s;

- PERK, elF2a’yi fosforile ederek genel olarak protein sentezini hizl ve
global bigimde baskilar. Ancak ATF4’Un selektif translasyonunu artirir.
ATF4, amino asit metabolizmasini ve antioksidan savunmayi

duzenlemesinin yani sira, 4E-BP1 gibi protein sentezinde translasyonu
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sinirlayan duzenleyicilerin transkripsiyonunu uyarir. Stresin uzamasi
durumunda ise CHOP araciliiyla apoptotik programlari devreye
sokabilir®”.

- IRE1a etkinleserek XBP1 mRNA'sini isleyerek XBP1s adh aktif
transkripsiyon  faktorunu  Uretirr. XBP1s, c¢ekirdekte protein
katlanmasina yardim eden saperonlar ile lipid sentezinde gorevl
genlerin ifadesini artirir; boylece ER’nin yuk tasima ve onarim
kapasitesi yukselir. IRE1a ayrica RIDD (secici mRNA yikimi)
etkinligiyle bazi mesajci RNA'lari azaltarak ER’ye yeni protein girigini
kisar ve metabolik yiki dengeler®.

- ATF®6, Golgi'de kesilerek aktif bir transkripsiyon faktorine donusur. Bu
aktif form, saperonlar ve ERAD (yanlis katlanmis proteinlerin
uzaklastiriimasi) bilesenlerinin Gretimini artirir; gerektiginde fosfolipid

sentezini destekleyerek ER zarinin genislemesine de katki saglare®.

Bu adaptif programlar hucre 6lum yolaklari ile de iligkilidir. Ferroptozis,
UPR'’nin redoks dengesi ve lipid bilesimi Uzerindeki etkileri araciligiyla module
edilebilir®®. PERK, IRE1a—-XBP1s ve ATF6 kollari, protein katlanmasi, yanlis
katlanmig proteinlerin eliminasyonu ve lipid biyosentezi Uzerindeki etkileriyle
redoksu ve zar lipid kompozisyonunu belirler. Boylece hicrenin ferroptozis esigi

yukari veya asagi yonli degisebilirs® 87-89,

ATF4, PERK-elF2a kolunun ana efektoruduar. ATF4, SLC7A11 geninin
ifadesini artirarak sistin alimini, GSH sentezini ve GPX4 aktivitesini destekler. Bu
durum, hucrelerin metabolik strese karsi hayatta kalmasini kolaylastirirken
ferroptozisi baskilar °. Ancak ciddi amino asit eksiklgi durumunda ATF4, CHACT’i
aktive eder. CHAC1, GSH'1 azaltarak ferroptozise daha duyarli hale getirir®’.
Dolayisiyla ATF4, ferroptozis duzenlenmesinde ikili rollyle bir anahtar

konumundadir0: 91,

IRE1a RNAaz aktivitesi araciligiyla SLC7A11 ve GCLC mRNAlari
pargalayarak GSH sentezini ve GPX4 aktivitesini zayiflatir®®. Ayrica, IRE1a’'nin
klasik kolu, SCD1 Uzerinden doymamis yag asidi sentezini etkileyerek zar lipid
bilesimini degistirir ve ferroptozis esigini sekillendirir. Bu nedenle IRE1a de,

duruma gore ferroptozise duyarlihgini farkli yonde etkileyebilir®®.
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Yaslanma ile birlikte epigenetik diuzeyde, H4K20me1 kaybi gibi
degisiklikler, anti-ferroptotik programlarin zayiflamasina ve kas kok hucrelerinde
ferroptozisin  tetiklenmesine yol acabilir®®>. Ancak yaslanmis hlcreler
ferritinofajinin bozulmasi ve lizozomal alkalilesme ile iligkill olarak ferroptozise
direng gosterebilir®®. KLF11, GPX4’U baskilayarak ferroptozisi indikler®,.
circP4HB ise SLC7A11 aracili sistin alimini ve GSH sentezini artirarak
ferroptozisi baskilar®.

Ozetle, dnceki calismalarda ATF4 ve ferroptozis ayri ayri hem yaslanma
hem de KRAS-mutant tumor biyolojisi ile iligkisi ortaya ¢ikarilmigtir. Bu galigmada
ise KRAS-mutant KHDAK'de yasla artan ferroptozis direncinin IRE1 ve ATF4 ile
iligkisi arastiriimaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma Etik
Kurulu’'nun 30/12/2025 tarihli ve 3375004 sayili kararina uygun olarak

yarattlmastar.

3.1. Hiicreler

KP-Y ve KP-O hicreleri, daha 6nce Kras -SL-G12D*+: Trp53 floxflox (KP)
farelerinin akciger tumorlerinden izole edilmis hucrelerdir. Bu hicre hatlari, geng
(2-3 aylik) ve ileri yas (18-19 aylik) farelerden turetilmistir. Geng kokenli olanlar
KP-Y, yash kokenli olanlar ise KP-O olarak adlandiriimaktadir.

A549 hucreleri, insan akciger adenokarsinomuna ait epitelyal bir hucre
hattidir. A549 hucreleri American Type Culture Collection (ATCC, katalog no:
CCL-185)'ten temin edilmigtir. Bu hucre hatti, ilk olarak 1972 yilinda D.J. Giard
ve arkadaslar tarafindan, 58 yasindaki Kafkas erkek bir hastadan elde edilen
akciger adenokarsinom dokusundan izole edilmigtir. Calismadan once, A549
hacreleri plazmid temelli stabil transfeksiyon yontemiyle ATF4 asiri eksprese
etmesi (ATF4 O/E) saglanmigtir.

Hucreler, %0,1 gentamisin (10 mg/mL, FisherScientific), %10 fetal bovin
serumu (ThermoFisher) ve %2 L-glutamin (200 mM, FisherScientific) iceren
DMEM besiyerinde (FisherScientific veya ThermoFisher) ¢cogaltildi. Fonksiyonel
analizler icin hucreler, %10 fetal bovin serumu, %1 L-glutamin ve %0,1
gentamisin iceren RPMI besiyerinde (FisherScientific) inklibe edildi. Hucre
kultarleri periyodik olarak mikoplazma testi ile kontrol edilmistir ve kontaminasyon

tespit edilmemigtir.

IRE1 ve ATF4 genlerinin CRISPR/Cas9 ile nakavti (knockout) islemleri,
spesifik sgRNAlar kullanilarak g¢alismadan once gergeklestirilmistir. Knockout

hdcreler, standart KP-Y ve KP-O hucreleriyle ayni kosullarda inkuibe edildi.

Kalturler asiri konfluensi onlemek igin haftada 2-3 kez pasajlandi. Pasaj igin
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS; #14190094, ThermoFisher) ile
yikandiktan sonra TrypLE™ Express (#12604-021, ThermoFisher) ile tabandan
kaldirildi. Hlcre sayisi, %0,4 Trypan Blue boyasi (#T10282, ThermoFisher) ile
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1:1 oraninda karistirilmasinin ardindan Countess™ || Otomatik Hucre Sayaci ve
Countess™ Hucre Sayim Lamlari (#C10283, ThermoFisher) kullanilarak
hesaplandi.

3.2. Protein Ekstraksiyonu

Hucreler, RPMI besiyeri kullanilarak 6 kuyucuklu well-platelere ekildi ve 24
saat inkube edildi. Hucrelerin enzimatik olarak parcalanmasi igin, %10 B-
merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, #1610710) ile zenginlestiriimis 2x Laemmli
tamponu (BioRad, #1610737) kullanildi. Eklenen lizis tamponu hacmi konfluense
gore 50-250 pL arasinda ayarlandi. Ardindan, hucreler kazinarak 1,5 mL
Eppendorf tuplerine aktarildi. Proteinlerin tam denaturasyonu igin oOrnekler
95°C’de 10 dakika 1s1 iglemine tabi tutuldu. Elde edilen protein ekstraktlar
—-20 °C’de depolandi.

3.3. Western Blot

Her bir ornek icin 7-8 L lizat, 3 pL Bio-Rad Precision Plus Protein™
Standard (#1610374) ile birlikte Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Jel (4-20%,
#4568096, BioRad) Uzerine yuklendi. Yukleme oncesinde, kuyucuklar, jel
pargaciklarinin uzaklagtinimasi ve hizalamanin saglanmasi amaciyla 1x
Laemmli SDS-PAGE running buffer ile durulandi. Bu tampon, 10x
Tris/Glycine/SDS tamponundan (#1610772, BioRad) hazirlanmistir.

Elektroforez sonrasi proteinler, TransBlot Turbo Transfer Pack (#1704159,
BioRad) kullanilarak 0,2 ym nitroseluloz membranlara aktarildi.

Membranlar Ponceau S c¢ozeltisi (#P7170, Sigma-Aldrich) ile 30 saniye
boyunca kisa sureli boyandi ve ardindan Milli-Q suyu ile iki kez yikandi. Daha
sonra membranlar protein bantlarina uygun sekilde boélumlere ayrildi ve 20x stok
¢cOzeltiden (#J77500-K8, Thermo Fisher) hazirlanan 1x Tris Tamponlu Salin-
Tween (TBS-T) iginde durulandi. Daha sonra, TBS-T'ye %5 yagsiz sut tozu
(#70166-500G, Millipore) eklenerek hazirlanan bloklama ¢ozeltisi ile bloklama
yapildi.

Bloklama sonrasinda, primer antikorlar (Tablo 2) bloklama ¢o6zeltisi iginde
seyreltilerek ilgili membran pargalarina uygulandi. inkiibasyon, 4 °C’de bir gece
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boyunca gergeklestirildi. Sonra membranlar TBS-T iginde u¢ kez, her biri 10
dakika olacak sekilde yikandi ve ardindan yine bloklama c¢ozeltisi iginde
seyreltiimis sekonder antikorlarla (Tablo 2) oda sicakliginda 1 saat inkube edildi.

Ardindan, membran segmentleri plastik seffaf bir kilif icinde yeniden
birlegtirildi ve Clarity™ Western ECL substrate Peroxide ile Luminol/enhancer
¢Ozeltilerinin 1:1 karisimi ile muamele edildi (#1705061, BioRad). Sekonder
antikorlarla etkilesim sonucu olusan liuminesans, Amersham ImageQuant 800

Western blot goruntuleme sistemi (Cytiva) kullanilarak goruntulendi.

3.4. Antikorlar

Tam antikorlar (Tablo 2), %5 yagsiz sut tozu igeren 1x TBS-T bloklama
¢Ozeltisi iginde, isimlerinin yaninda parantez iginde belirtlen oranlarda
seyreltilmistir.

Tablo 2. Western Blot'ta kullanilan antikorlar

Primer antikorlar Firma Katalog numarasi
HSP90 (1:1000) Cell Signaling 4874

SLC7A11 (xCT) (1:1000) Cell Signaling 98051S

ATF4 (D4B8) (1:1000) Cell Signaling 11815S

IRE1 ALPHA (14C10) (1:1000) Cell Signaling Target+D19:D51
ACTIN (1:7000) Sigma-Aldrich A2228

GPX4 (1:1000) Cell Signaling 52455

ASNS (1:1000)
CHOP (1:500)

Proteintech 14681-1-AP-150

Proteintech 15204-1-AP-20

Sekonder antikorlar
anti-Rabbit

anti-Mouse

3.5. Hucre Canhliig1 Analizi

Firma

Jackson Immunoresearch

Jackson Immunoresearch

Katalog numarasi
111-035-003

115-035-003

Hicre canhlidy, iki farkl yéntem kullanilarak degerlendirildi. ilki, hiicre i¢i ATP

duzeyini Olgen luminesans temelli bir yontem olan CellTiter-Glo® Luminescent

Assay, ikincisi boya temelli Crystal Violet boyama analizi.
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CellTiter-Glo® Luminesens Analizi: Hucre canhhdi, hicre igi ATP
duzeylerini olgen CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega,
#G9242) kullanilarak kantitatif olarak degerlendirildi. KP-Y ve KP-O primer
hacreleri, RPMI besiyeri iceren beyaz duvarli 96 kuyulu well-platelere (Thermo
Fisher, #165306), kuyucuk basina 2.500 hicre yogunlugunda ekildi. Hucreler 16
saatlik inkibasyon sonrasinda ferroptozis RSL3, ML162 veya ML210 kullanilarak
indUklendi. Maksimum konsantrasyon RSL3 ve ML162 i¢in 1 yM, ML210 i¢in 10
MM olmak Uzere 1:2 oraninda logaritmik konsantrasyon yanit calismasi planlandi
(Sekil 2). Her bilesik 2x konsantrasyonda hazirlanarak mevcut besiyeri iceren
kuyucuklara, en yuksek konsantrasyondan baslanarak eklendi. Daha sonra,
besiyeri degigtiriimeden, plak Uzerinde dogrudan 1:2 seri dilisyonlar yapilarak
konsantrasyon gradyani olusturuldu. Tagiyici (vehicle) kontrolleri, en yuksek ilag
konsantrasyonuna karsilik gelen konsantrasyonlarda kullanildi.

Sekil 2. Logaritmik seri diliisyon sablonu. Her bir konsantrasyon bir éncekinin yarisi olacak sekilde (log2)

planlandi.

Logaritmik seri diliisyon sablonu (1:2)

o P OPOPO0000000O

5uM
2.5uM
1.25uM
0.625 pM
0.312uM
DMSO

BLANK
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37 °C’de 72 saat boyunca inkubasyonun ardindan, besiyeri taze RPMI ile
degistirildi. Daha sonra, CellTiter-Glo® 2.0 reaktifi (Promega, #G9242) toplam
yeni besiyeri hacminin %20’si oraninda eklendi. Plaklar, aluminyum folyo ile
kaplanarak, 15-30 dakika ¢alkalayicida inkube edildi.

CellTiter-Glo® reaktifi, hucreleri pargalar ve hicre igi ATP ile reaksiyona
girerek canhl hucre sayisi ile dogru orantili bir lUminesans sinyali olugturur.
Ldminesans, BioTek Synergy HTX mikroplaka okuyucu veya esdeger bir cihaz
kullanilarak olguldu. Arka plan (background) sinyali, yalnizca besiyeri ve reaktif
iceren bos kuyucuklardan elde edilen degerler kullanilarak ¢ikarildi. Tum
deneysel kosullar tg¢ tekrarl (n = 3) olarak yurutuldu ve elde edilen veriler tasiyici
(vehicle) ile muamele edilmis kontrollerine normalize edildi. Veri gorsellestirme

ve istatistiksel analizler, GraphPad Prism (surum 10.4.2) ile gerceklestirildi.

Crystal Violet Boyama Analizi: KP-Y ve KP-O hucreleri, 48 kuyucuklu well-
platelere kuyucuk basina 300 pL, nihai 35.000 htucre/mL yogunlukta ekildi ve icin
16 saat inkibe edildi. Maksimum konsantrasyon RSL3 ve ML162 i¢in 1 uM,
ML210 igin 10 uM olmak tzere 1:2 oraninda logaritmik seri konsantrasyon yanit-
egrisi planlandi. Her bir konsantrasyon igin ayri ayri ilag iceren besiyeri
hazirlandi. Tek ilag uygulanacaksa 300 pLllik 2x ¢ozelti; ikinci bir ilagla
kombinasyon yapilacaksa 8x ¢ozelti, 50 pL (ilag) + 50 pL (ikinci ajan) kullanildr.
Bu ¢ozeltiler, mevcut besiyeri degistiriimeden dogrudan kuyucuklara eklendi.

37 °C’de 72 saat boyunca inkubasyonun ardindan, besiyeri uzaklastirildi ve
kuyucuklar, PBS ile yikandi. Hucreler, %4 formaldehit (37% stoktan hazirlanmis,
Sigma-Aldrich #F1635) ile oda sicakhdinda 15 dakika sureyle fikse edildi.
Fiksasyon sonrasinda, kalan formaldehit PBS ile yikama yapilarak uzaklagtirldi.
Ardindan hucreler, PBS iginde %0,025 Crystal Violet igeren bir ¢ozeltiyle (2,3%
stoktan hazirlanmig, Sigma-Aldrich #H4T90132) inkuibe edilerek boyandi.

Boyama sonrasinda, kuyucuklar PBS ile hucre digi boya kalintilari
uzaklasana kadar yikandi ve oda sicakhginda hava ile kurumaya birakildi.
Profesyonel bir dijital kamera sistemi kullanilarak ylksek ¢ozunurluklt gorantuler
alindi. Sayim igin, bagh boya PBS igcinde %10 asetik asit (Sigma-Aldrich #A6283)
ile ¢6zuldu ve absorbans 590 nm’de BioTek Synergy HTX mikroplaka okuyucu
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veya esdeger bir cihaz kullanilarak ol¢uldu. Bos kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri ¢ikarilarak duzeltme yapildi. Tum deneyler g tekrarli (n = 3)
olarak planlandi. Absorbans degerleri, tasiyici (vehicle) kontrol grubuna gore
normalize edildi ve veriler GraphPad Prism (surim 10.4.2) ile analiz edildi.

3.6. Anoikis Direnci Analizi

Anoikis direnci, diger bir deyigle hucre tutunmasinin engellendigi kosullarda
(non-adherent) hucrelerin  proliferasyon kapasitesi analiz edildi. RPMI
besiyerinde, hicre tutunmasini dnleyici yuzeye sahip 96 kuyucuklu 6zel well-
platelere (#10023683, Corning), kuyucuk bagina 10.000 hicre yogunlugunda
ekildi.

Bu 6zel 3D well-platelere ekim yapilirken paralel olarak ayni sartlarda
standart 96 kuyucuga da kontrol amacglh ekim yapildi. Kontrol well-plate,
hdcrelerin canlihdini dogrulamak amaciyla standart CTG analiz yontemi ile
ekimden 16 saat sonra analiz edildi. Bu 6lgim, normalizasyon i¢in temel deger

olarak kullanildi.

Ultra-dusuk tutunma oOzelligine sahip bu 06zel well-platelerde, sferoid
olusumuna olanak saglamak amaciyla 48 saat surele inkibe edildi. Canllik
analizi i¢in sferoidler pipetleme yoluyla nazikge ayristirildi ve reaktif ile optimum
etkilesimi saglamak igin standart well-platelere aktarildi. Hucre canhligi daha
sonra, kontrol well-plate igin tanimlanan ayni CellTiter-Glo® protokoll
kullanilarak degerlendirildi. Bu yaklagim, sferoidler igindeki metabolik olarak aktif
hdcrelerin kantitatif olarak belirlenmesini sagladi.

3D well-platelerde ila¢ uygulamalari yapildigi deneylerde, dugsuk tutunma
ozellikli well-platelere ekim sirasinda dogrudan 2x derisimde eklendi.
Luminesans olgumunden oOnce, sferoidler mikroskobik olarak da incelendi ve
morfoloji ile sferoid butunligunin gorsel olarak degerlendiriimesi igin

goruntulendi.

Tum luminesans oOlgumleri, paralel ekimdeki 2D well-platede kontrol grubu
hdcrelerin canlihgina gore normalize edildi ve veriler GraphPad Prism (strim
10.4.2)’G ila analiz edildi.
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3.7. Sferoid Olusumu ve Kollajen invazyon Testi

Hucrelerin ekstraselluler matriksten (ECM) ayrilmay: takiben davranislarini
analiz edebilmek igin, sferoid olusturma yetenegi ve invaziv potansiyelleri
degerlendirildi. Hucreler RPMI besiyerinde, 96 kuyucuklu ultra-dugsuk tutunma
Ozellikli well-platelere (#10023683, Corning) her bir kuyucuga 10.000 hucre
ekildi. 37 °C’de 48 saatlik inkibasyonun ardindan, kompakt yapida sferoidler

goOzlendi.

Sferoid olugsumu dogrulandiktan sonra, her bir kuyucuktaki besiyeri aspire
edildi ve sferoidlerin Uzerine nazikge bir kollajen matrisi tabakasi uygulandi.
Kollajen karisimi, her kuyucuk i¢in 50 yL’lik son hacimde hazirlandi: 1x DMEM
(10x toz formdan, Gibco #52100021), 1 M NaOH, 3 mg/mL Corning Collagen |
(Rat Tail, #10224442) ve steril distile su kullanildi. Kollajen uygulamasi sirasinda
sferoidlerin merkezde kalmasina Ozen gosterildi. Daha sonra well-plate,
kollajenin stabil bir jel haline polimerize olmasini saglamak igin 37 °C'de 30
dakika inkube edildi. Jel dehidrasyonunu 6nlemek amaciyla, jel olusumunun

ardindan her bir kuyucugun Gzerine 50 uyL RPMI besiyeri eklendi.

Sferoidler, kollajen matriksine invazyon igin ek olarak 72 saat inktbe edildi.
invazyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan, kollajen iginde gémiilii sferoidler
yapisal degisiklikler ve invaziv davranigin degerlendiriimesi amaciyla tekrar
mikroskobik olarak incelendi.

3.8. BODIPY™ 581/591 C11 Kullanilarak Lipid Peroksidasyonunun Olgiimii

Lipid peroksidasyonu, oksidasyon sirasinda emisyonu kirmizidan yesile
kayma Ozelligi gosteren floresan prob BODIPY™ 581/591 C11 (Invitrogen,
D3861) kullanilarak KP-O ve KP-Y hucrelerinde degerlendirildi. Bu amagla Flow

sitometri ve canli hucre floresan goruntuleme gibi iki farkli yontem kullanildi.

Flow sitometrisi icin, her bir kuyucuga 2 x 10° hucre ekilerek 6 kuyucuklu
well-platelere ekim yapildi ve hucreler 6 saat boyunca 5 uM erastin, 2 yM RSL3
veya 20 uM ML210 ile inkube edildi. Daha sonra hucreler, 37 °C’de 30 dakika
sureyle 1,5uM BODIPY-C11 ile boyandi. Ardindan, ortamdaki fazla boyayi
uzaklastirmak icin hucreler iki kez PBS ile yikandi. Floresan olgumleri BD Accuri
C6 flow sitometresi kullanilarak gerceklestirildi. Okside olmus (yesil) BODIPY
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sinyalleri FL1 kanallarinda tespit edildi. Lipid peroksidasyonu, ortalama FL1
floresan orani olarak ifade edildi.

Canli hucrede floresan goruntileme igin, her bir kuyucuga 1 x 10* hicre
ekilerek siyah duvarli, geffaf tabanli 96 kuyucuklu platelere ekim yapildi.
Hucreler, 1 yM RSL3, 1 yM RSL3 + 1 uM ferrostatin-1 (Fer-1) veya tasiyici
kontrolu () ile, 1,5 uM BODIPY-C11 varliginda muamele edildi. Plateler, Incucyte
sistemi (Incucyte® SX5 live-cell imaging system) kullanilarak 72 saat boyunca
her 3 saatte bir goruntulendi. Lipid ROS birikimini degerlendirmek igin yesil
floresan yogunlugu olguldu. Ayni Incucyte cihazi ile gekilen fotograflar kayit altina
alindi ve zamansal olarak lipid peroksidasyonu degerlendirildi.

3.9. Farmakolojik Ajanlar
Kullanilan bilesikler ve uygulanan en yuksek derisimler asagidaki gibidir:

g({
H f0
RSL3 — 1 yM (MedChemExpress): 0 A

ML162 — 1 uM (MedChemEXxpress):
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ML210 — 10 uM (MedChemExpress):

0]
HoN
Citgy e
N
H

Ferrostatin-1 — 1 yM (MedChemExpress):

N
Necrostatin-1 (Nec-1) — 10 yM (MedChemEXxpress): §

o}
o} h O OH
OJ\N N\;)J\N F

H o ¢ H ¢

Z-VAD-FMK (ZVAD) — 5 uM (MedChemExpress) :

Dimetil sulfoksit (DMSO; #D8418, Sigma-Aldrich) tim deneylerde tasiyici
(vehicle) kontrol olarak kullanildi. DMSO konsantrasyonu segilirken o deneyde
kullanilan en yuksek ila¢ derisimi secildi. Her bir ilacin kullanilan en ylUksek
derisimi yukarida kimyasal formiliin yaninda belirtilmigtir. Ornegin RSL3, ML162,
Ferrostatin-1 en yuksek 1 uM konsantrasyonda kullanildigi i¢in kullanilan DMSO
derigimi de 1 yM’'dir. ML210 ve Necrostatin-1 i¢in ise tasiyici (vehicle) derigimi
10 yuM’dir. ZVAD igin DMSO derigimi 5 yM’dir.

3.10. istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel analizler ve sekiller GraphPad Prism yazilimi (surim

10.4.2) ve www.BioRender.com kullanilarak gergeklestirildi. konsantrasyon yanit
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egrisiyle gosterilmig olan proliferasyon ve goreceli canlilik deneylerinde, gruplar
arasi ve ¢oklu kiyaslamalar igin iki yonli ANOVA ve c¢oklu karsilastirma testleri
kullanildi. Hucre ve konsantrasyon etkilesimi anlamli bulundugunda her bir
konsantrasyondaki hucreler arasindaki farklar Sidak post-hoc testi ile detayl
olarak incelendi. Ayrica, sigmoidal dusus egilimini modellemek i¢in standart bir
yontem olan dort parametreli lojistik regresyon (4PL) yontemiyle bir interpolasyon
egrisi ¢izildi. IC50 degerleri interpolasyon analizi Uzerinden tespit edildi. Anoikis
direnci ve sferoid olusumu deneylerinde, gruplar arasindaki karsilastirmalar icin
parametrik, iki yonll, bagimsiz t-testi uygulandi ve anlamh bulunan sonuglar
grafikte gosterildi. Tek degiskenin oldugu gruplar bar grafikleriyle gosterildi.
Bunlarin kiyaslamalarinda ise tek yonli ANOVA ve Tukey coklu kargilastirma

testleri kullanildr.
Butun veriler ortalama deger + SD olarak sunuldu. Aksi belirtimedikge 3

ornek kullanildi. (p < 0,05 =*, p < 0,01 =*, p <0,001 =** p <0,0001 = ****)
(n=3)
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4. BULGULAR

4.1. KP-O Hiicrelerinde Artmig ATF4 Ekspresyonu ile Birlikte Metastatik
Fenotip

KP-Y

KP-O

Sekil 3. Yash (KP-Y) ve geng (KP-O) hiicre kulturlerinin morfolojisi ve sferoid olusumu;

Soldaki gorlntiler, 2D kulturdeki KP-Y (lst) ve KP-O (alt) hicrelerinin morfolojisini gosteren temsili
mikroskobik gorintuler.

Ortadaki gortntuler, diisiik baglanma kosullarinda KP-Y (Ust-orta) ve KP-O (alt-orta) ekildikien 48 saat
sonraki sferoidleri géstermektedir.

Sagdaki gorintuler, sferoid olusumundan sonra kollajen eklenip, bundan 72 saat sonraki sferoidlerin
invazyonunu gostermektedir. KP-Y (sag-ust) ve KP-O (sag-alt)

2D (2 Dimensional): diiz yiizeyde hiicre kiltiiri, 3D( 3 Dimensional): sferoid bazli {i¢ boyutlu hiicre kltir,
3D (Kollajen): Kollajenli besiyerinde sferoid olusumu.

Yash KP farelerinin akciger timdrlerinden izole edilen primer tumor kulturleri
(KP-O), genc kokenli kulturlere (KP-Y) kiyasla daha invaziv ve daginik bir
morfoloji sergiledi. KP-Y kdlturleri ise bir arada kimelenmis koloniler sergiledi
(Sekil 3). KP-O hucreleri dusik adezyon kosullarindaki 3D hucre kultarinde daha
biaylk ve sinirlari dizenli sferoidler olusturdu. Kolajen matriks varliginda ise
belirgin filizienme olusturdu. Bu bulgu, KP-O hicrelerinin artmis invaziv

potansiyelini gostermektedir.
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KP-O hucrelerinde ATF4 protein ekspresyonunun KP-Y hucrelerine kiyasla
belirgin sekilde arttigr tespit edilmistir (Sekil 4). Bu bulgu, invaziv KP-O
hdcrelerinde UPR'nin aktif oldugunu gostermektedir. Bundan dolayr ATF4'ln
ferroptozis direnci ile iligkisi arastirildi.

ATF4
>0

HSPO0 | Saas

—
KP-Y KP-O

Sekil 4. ATF4 protein seviyelerini gosteren temsili Western blot gortntileri. KP-Y ve KP-O hicrelerinde

ATF4'lin farkli diizeydeki ekspresyonu. (n=1).

4.2. KP-O Hiicrelerinde Ferroptozis Direnci ve Yasla iliskisi

Yas faktorunun kuguk hucreli disi akciger kanserinde ferroptozis duyarlligini
etkileyip etkilemedigi arastirildi. Bu amagla, yaslandiriimis fare kokenli KP-O ve
genc kokenli KP-Y primer hucre kulturlerinin ferroptozis indukleyici ajanlara
yanitlari arastirildi. Ferroptozis induklemek amaciyla RSL3, ML162 veya ML210
kullanildi. Hucrelere uygulanacak RSL3 ML162, ML210'in konsantrasyonu 6n
deneylerle optimize edildi. Boylece hucre canhiligini yuzde 10'un altina
dusurebilen en dusuk konsantrasyonlar tespit edildi. RSL3 ve ML162 igin bu
konsantrasyon yaklasik 1uM, ML210 i¢in ise yaklasik 10 yM bulundu.

KP-O hucreleri, her G¢ ilaca karsi da KP-Y ile kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yuksek hucre canliligi sergiledi (Sekil 5). Veriler, kontrol
grubuna gore normalize edildikten sonra logaritmik konsantrasyon-yanit egrisi

seklinde gosterildi.
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Goreceli Canlilik Goreceli Canlilik

Goreceli Canlilik

1.5
O KP-O
& KP-Y
1.0
I**
0.5 @) I
% %k %k %k
0-0 L) T T LI I B ) |I L] L) L] L] LELEL II
0.1 1
[RSL3], uM
1.5-
O- KP-O
& KP-Y
1.0 o—0Q
0.5+
0-0 L] L} L] T LB II
0.1 1
[ML162], pM
O- KP-O
1.0 i KP-Y
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0.0 —

1 10
[ML210], uM

Sekil 5. Ferroptozis indikleyici ajanlarin 72. saat konsantrasyon-yanit egrisi grafigi;(A): RSL3, (B):ML162,

(C):ML210
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(A): RSL3. Huicreler 1 yM, 0,5 uM, 0,25 pM, 0,125 pM, 0,062 uM ve 0,031 uM konsantrasyonlarda RSL3
ile muamele edildi. Two-way ANOVA ile KP-Y’nin hiicre canliliyi KP-O’ya gore anlamli olarak daha yliksek
bulundu (p=0.0003). Sidak post-hoc analizi 1,0 uM (p<0.0001) ve 0,5 uM (p=0.0065) konsantrasyonlarinda

hucreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gosterdi. (n=3).

(B):ML162 Hucreler 1 yM, 0,5 uM, 0,25 yM, 0,125 pM, 0,062 uM ve 0,031 uM konsantrasyonlarda ML162
ile muamele edildi. Two-way ANOVA ile KP-Y’nin hiicre canliliyi KP-O’ya gore anlamli olarak daha yliksek
bulundu (p<0.0001). Sidak post-hoc analizi 1,0 uM (p<0.0001) ve 0,5 uM (p<0.0001) konsantrasyonda

hucreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gosterdi. (n=3).

(C):ML210 Hucreler 10 uM, 5 pM, 2,5 uM, 1,25 pM, 0,62 pM ve 0,31 uM konsantrasyonlarda ML210 ile
muamele edildi. Two-way ANOVA ile KP-Y’nin hucre canliliyi KP-O'ya goére anlamli olarak daha yliksek
bulundu (p<0.0001). Sidak post-hoc analizi 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM konsantrasyonlarinin hepsinde

hiicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gésterdi (p<0.0001). (n=3).

CTG hucre canhhgi analizi verileri kullaniimistir. Grafikteki buttin veriler ortalama + standart sapma (SD)

olarak temsil edilmektedir. (n=3).

RSL3’e kargi KP-Y’nin hiucre canlligi KP-O'ya gore daha dusuk bulundu
(p=0.0003). Sidak post-hoc analizleri sonucunda spesifik olarak 1,0 yM
(p<0.0001) ve 0,5 uM (p=0.0065) konsantrasyonlarda bu hucreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Dort parametreli lojistik regresyon (4PL)
yontemiyle bir interpolasyon egrileri ile konsantrasyon-yanit egrileri gizilmigtir
(Sekil 5A).

ML162’ye kargi KP-Y’nin hicre canliligi KP-O’ya gore daha duguk bulundu
(p<0.0001). Sidak post-hoc analizleri sonucunda spesifik olarak 1,0 yM
(p<0.0001) ve 0,5 uM (p<0.0001) konsantrasyonlarda bu hucreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Sekil 5B).

ML210’a kars1 KP-Y’nin hucre canlihgr KP-O’ya gore daha dusuk bulundu
(p<0.0001). Sidak post-hoc analizleri sonucunda 10 uyM, 5 pM, 2,5 pM, 1,25 uyM
konsantrasyonlarinda hicreler arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu
(p<0.0001). Ferroptozis ajanlarinin yanitlari birbiri ile kiyaslandiginda en belirgin
fark ML210 ile elde edildi. ML210 10 uM’de KP-Y hucrelerinin canlihigi %10’un
altina dugerken, KP-O hucrelerinde yaklasik %80 duzeyinde kaldi (Sekil 5C).

Yas faktoruyle beraber ferroptozise diren¢ bulunmasinin her Gg ferroptozis
indUktorande de tekrarlanmasi, KP-O hucrelerinde ferroptozis direncinin genel bir
Ozellik oldugunu gostermektedir.
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Bulgularin sadece bir hiicre canliligi analiz yontemine bagli olmadigini gostermek
amaciyla kristal viyole boyamasi ile deneyler bagimsiz olarak tekrarlandi
(Sekil 6, 7, 8).

A
RSL3 1M Maksimum — 1:2 dillisyon
- Vet Gy )
KP-0 Z S¢ 8 il © KP-O
o x o &/ KP-Y
) = 1.0 <
: 5 :
5 0.5
(4
. . 5
I'> 0
0.0 S—— —r—r—rrrrn
= STV 0.1 1
KP-Y 4T Nl [RSL3], uM
2 3 2

Sekil 6. RSL3’ln Kristal Violet boyama analizi;

(A):48 kuyucuklu well-plate’in kamera altindaki goriintiisu; ilag uygulamasi sonrasi 72. saatte canli kalabilen

KP-O (list) ve KP-Y (alt) hiicrelerinin boyanmasi. Tabandaki canl hicreler koyu mor sekilde goztukmektedir.

(B):Luminesens analizi verileriyle olusturulan konsantrasyon-yanit grafigi. 0,25 pM RSL3
konsantrasyonunda (p=0.0015) hlcreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Ancak hiicre ve

konsantrasyon faktorleri arasinda anlami bir etkilesim bulunamadi (p=0.057).

istatistikte egrileri kiyaslamak icin two-way ANOVA, tekil konsantrasyonlari kiyaslamak igin Sidak post-hoc
analizi kullaniimistir. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).

KP-O hucrelerinde, RSL3’e yanit olarak hicre canliligi istatistiksel olarak
anlamli derecede daha ylksek bulunmustur (Sekil 5Ave 6). Hem CTG yontemiyle
(Sekil 5), hem de kristal viole boyama yontemiyle (Sekil 6) KP-O hucreleri
ferroptozise karsi daha direngli bulundu.
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ML162 1uM Maksimum — 1:2 diliisyon
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Sekil 7. ML162'nin Kristal Violet boyama analizi;

0,031 uM

(A): 48 kuyucuklu well-plate’in kamera altindaki gortintiisy; ilag uygulamasi sonrasi 72. saatte canl kalabilen

KP-O (list) ve KP-Y (alt) hiicrelerinin boyanmasi. Tabandaki canli hiicreler koyu mor sekilde géziikmektedir.

(B): Luminesens analizi verileriyle olusturulan konsantrasyon-yanit grafigi. ML162’nin 1 uM (P=0.0380), 0.5
MM (p<0.0001), 0.25 uM (0.0004) konsantrasyonunda hicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulundu.

istatistikte egrileri kiyaslamak igin two-way ANOVA, tekil konsantrasyonlari kiyaslamak igin Sidak post-hoc
analizi kullaniimistir. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).
KP-O hucrelerinde, ML162’e yanit olarak hucre canliligi istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yuksek bulunmustur (Sekil 5B ve 7) Hem CTG
yontemiyle (Sekil 5), hem de kristal viole boyama yontemiyle (Sekil 7) yapilan
analizlerde KP-O hucrelerinin ferroptozise karsi daha direngli oldugu bulundu.
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ML210 10uM Maksimum — 1:2 diliisyon
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Sekil 8. ML210’un Kristal Violet boyama analizi;

(A): 48 kuyucuklu well-plate’in kamera altindaki gortintiisy; ilag uygulamasi sonrasi 72. saatte canl kalabilen

KP-O (list) ve KP-Y (alt) hiicrelerinin boyanmasi. Tabandaki canli hiicreler koyu mor sekilde géziikmektedir.

(B): Luminesens analizi verileriyle olusturulan konsantrasyon-yanit grafigi. ML210’'un 10 yM (P=0.0003), 5
MM (p=0.0015), 2.5 yM (p=0.0097) ve 0,62 pM (p=0.0176) konsantrasyonunda hucreler arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.

istatistikte egrileri kiyaslamak igin two-way ANOVA, tekil konsantrasyonlari kiyaslamak igin Sidak post-hoc
analizi kullanilmistir. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).
RSL3 ve M162’de oldugu gibi, ML210’a karsi da KP-O hucreleri daha direngli
bulundu (Sekil 5C ve 8). Hem CTG (Sekil 5C), hem de kristal viole boyama
yontemiyle (Sekil 8) KP-O hucrelerinin ferroptozise daha direngli oldugu
gosterildi. CTG bulgularinda oldugu gibi, kristal viyole bulgularinda da yine KP-O
ve KP-Y arasindaki en belirgin fark ML210’a kargi gozlenmigtir. (Sekil 5 ve Sekil
8)

KP-O ve KP-Y hucrelerinde diger tim kosullar ayni olmasina ragmen
sadece primer tumor kultirinun elde edildigi organizmanin yasi farkhydi. Bu
bulgular, yasin ferroptozis duyarlihdini belirlemede 6nemli bir faktor oldugunu
gOstermektedir.
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= KP-Y
= KP-O

Anoikis Direnci

Sekil 9. Anoikis direncinin kontrol grubunda, ve duslk konsantrasyonda farmakolojik ajan uygulanan
gruplarda (RSL3, ML162, ML210, Auranofin, Erastin) degerlendiriimesi. Anoikis direnci analizi amaciyla

sferoidlerde CTG canlilik analizi yapiimistir.

KP-Y ve KP-O’'nun kontrol gruplari birbiriyle kiyaslandiginda (p=0.02699) KP-O’nun anoikis direnci anlamli
olarak yuksek bulundu. KP-Y’nin kontrol grubu ile ilag verilen gruplar kiyaslandiginda sadece Erastin 125nM
(p=0.035) grubunda anoikis direnci anlamh olarak azaldi. KP-Y’de Erastin hari¢ higbir ila¢ anoikis direncini
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak degistiremedi. KP-O’da higbir ila¢ anoikis direncini kontrol grubuna

g6re anlaml olarak degistiremedi.

istatistikte one-way ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma testi kullanildi. Grafikteki veriler ortalama + standart

sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=6)
Anoikis direnci, bir diger deyisle hucrelerin ekstraselluler matrikse (ECM)
tutunmalarini kaybettiklerinde normalde tetiklenen apoptotik sturece girmekten
kacginabilme yetenegi, analiz edildi. Ferroptozis surecinin anoikis direncine etkisi,
ferroptozis indukleyicileri uygulanmis 3D sferoidler kullanilarak degerlendirildi
(Sekil 9). Konsantrasyon segiminde toksisite olusturmadigi iki boyutlu kultirde
dogrulanmis olan, subtoksik mumkin olan en yuksek konsantrasyonlar tercih
edildi. RSL3 125 nM, ML162 125 nM, ML210 1.25 nM, Auranofin 1.25 uM, Erastin
125nM, tagiyici (DMSO) 1.25 uyM konsantrasyonlarda kullanildi (Sekil 9).
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KP-Y ve KP-O’nun kontrol gruplari kiyaslandiginda KP-O hucreleri
istatistiksel olarak anlamli derecede anoikis direnci daha yuksekti (p=0.026). Bir
diger ifadeyle, ekstraseluler matrikse tutunamadigi ortam kosullarinda hayatta
kalma konusunda daha basarili hicreler oldugunu gostermektedir. Bu da KP-O
hdcrelerinin metastaza daha yatkin oldugunu desteklemektedir (Sekil 9).

3D kulturlerde RSL3, ML162 ve ML210 uygulanmasi sonucunda sferoid
canlihginda kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir degisiklik izlenmedi (p>0.05).
Sadece KP-Y hucrelerinde Erastin 125 nM ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark tespit edildi (p=0.035). 3D ortamdaki fenotip farklarinin
ferroptozise dayanmadigini desteklese de konsantrasyonlarin dusuklugu dikkate
alinmalidir. Duslk konsantrasyon tercih edilmesinin sebebi, ilacin anoikis
direncine olan potansiyel etkisinden bagimsiz olarak kendi toksisitesi yluzunden

meydana gelebilecek sonugclarin ekarte edilmek istenmesiydi (Sekil 9).

4.3. Ferroptozisin Farmakolojik Dogrulamasi: Ferrostatin-1 Aracili
Inhibisyon

Ferroptozis indukleyicilerinin uygulanmasini takiben hicre canliiginda
meydana gelen degisimler (Sekil 5), ferroptozise bagh hucre o6lumui olarak
degerlendiriimigti. Meydana gelen bu hicre dlumundn ferroptozise mi, hedef-digi
sitotoksisiteye mi, bagli oldugu arastirildi. Bu amagla hicre 6lumu yolaklarinin
spesifik inhibitorleri kullanilarak hicre 6lumu inhibisyon (rescue) deneyleri yapildi
(Sekil 10).

Ferroptozis indukleyiciler, spesifik bir ferroptozis inhibitori olan
Ferrostatin-1 (1 uM) ile kombine olarak ayni anda uygulandiklarinda 72 saat sonu
hdcre canhliginin neredeyse %100’de kaldigi gozlendi (Sekil 10). Ferroptozis
indUkleyicileri ile normalde gerceklesmesi beklenen ferroptozis, Ferrostatin-1
aracihgi ile inhibe edilebildi. Bu etki sadece Ferrostatin-1 ile meydana geldi.
Nekroptoz inhibitord Necrostatin-1 (10 uM) ve apoptoz inhibitori ZVAD (5 pM),
ise hucre olumunu inhibe edemedi. Bu bulgular, RSL3, ML162, ML210
uygulandiginda meydana gelen hucre dlumunun ferroptozisten kaynaklandigini
gostermektedir (Sekil 10).

Ferrostatin-1, Necrostatin-1 veya ZVAD tek basina uygulandiginda ise
hdcre canhligi zerinde herhangi bir etki gostermemektedir. Bu durum, gézlenen
46



koruyucu etkilerin, bu bilesiklerin hedef digi veya bazal aktivitelerinden dedil,
indUklenen hucre 0lum yolaklariyla olan 6zgul etkilesimlerinden kaynaklandigini
gOstermektedir.

Necrostatin-1, hucre 6lumune kargsi sinirli bir koruyucu etki saglayabilmistir
(Sekil 10). Ancak hucre olumunua etkili bir sekilde inhibe edememigtir. Zira,
Necrostatin-1 ve ferroptozis indiktoru kombine edilen gruplar ile kontrol grubu
arasindaki hucre canlihgi istatistiksel olarak anlamli kalmaya devam etmigtir (p <
0,0001). Apoptoz inhibitord olan ZVAD da benzer sekilde koruyucu bir etki
gOsterememigtir. Bu bulgular, nekroptozun ve apoptozun burada primer hicre

0lum mekanizmasi olmadigini gostermektedir.

Bu bulgular, test edilen bilesiklerin ferroptozis induksiyonundaki
spesifikligini gostermektedir. Necrostatin-1 ile kismi geri ¢evrilme, hicre o6lum
yolaklari arasindaki beklenen dogal etkilesimle iliskilendirilebilir.
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Sekil 10. Hucre 6lim yolag: inhibitorleri ile ferroptozis indiktorleri kombine edilerek CTG yontemi ile hiicre
canhhgi analizi; NEC1: Necrostatin-1 — 10 uM, ZVAD: Z-VAD-FMK - 5 uyM, FER-1: Ferrostatin-1 — 1 uM, Ctrl:
Negatif kontrol grubu
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(A): RSL3, (B): ML162 ve (C): ML210 ile indiiklenen hiicre 6lumu Ferrostatin-1 kombinasyonu ile her zaman
anlamli sekilde inhibe oldugu tespit edildi (p <0.001). Necrostatin-1 kismi inhibisyon saglarken ve Z-VAD-
FMK higbir zaman belirgin koruma saglanmadi (p > 0.05).

Ferrostatin-1 kombinasyonu sonrasi hucre canlilidi kontrol grubuyla benzer seviyelere geldigi bulundu.

One-way ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma testleri kullanildi. Grafikteki veriler ortalama * standart sapma
(SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3)

RSL3’Un yol actigi hucre dlumu ferroptozise spesifiktir (Sekil 10A). KP-Y
hdcrelerinde RSL3 grubu ile RSL3+Ferrostatin-1 kombinasyon grubu
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu (p<0.0001). RSL3 ve
RSL3+Necrostatin-1 ile kiyaslandiginda daha az fark olsa da istatistiksel olarak
anlamh bulundu (p=0.005764). RSL3 ve RSL3 + Z-VAD-FMK ile kiyaslandiginda
ise anlamli fark bulunamadi (p>0.05). RSL3 + Ferrostatin-1 kombinasyonu hicre
canlihgini kontrol grubu ile benzer seviyelere getirdi (p>0.05). KP-O hucrelerinde
RSL3 grubu ile RSL3+Ferrostatin-1 kombinasyon grubu kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.001). RSL3 ve RSL3+Necrostatin-1
ile kiyaslandiginda daha az fark olsa da istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.
0006066). RSL3 ve RSL3 + Z-VAD-FMK ile kiyaslandiginda ise anlamh fark
bulunamadi (p>0.05). RSL3 + Ferrostatin-1 kombinasyonu hucre canliligini
kontrol grubu ile benzer seviyelere getirdi (p>0.05). (Sekil 10A)

ML162°Gn yol actigi hucre olumu ferroptozise spesifikti. KP-Y
hdcrelerinde ML162 grubu ile ML162+Ferrostatin-1 kombinasyon grubu
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001). ML162 ve
ML162 + Z-VAD-FMK veya ML162+Necrostatin-1 kiyaslandiginda ise anlaml
fark bulunamadi (p>0.05). ML162 + Ferrostatin-1 kombinasyonu hucre canliigini
kontrol grubu ile benzer seviyelere getirdi (p>0.05). KP-O hucrelerinde ML162
grubu ile ML162+Ferrostatin-1 kombinasyon grubu kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001). ML162 ve ML162+Necrostatin-1 ile
kiyaslandiginda daha az fark olsa da istatistiksel olarak anlaml bulundu
(p<0.001). ML162 ve ML162 + Z-VAD-FMK ile kiyaslandiginda ise anlaml fark
bulunamadi (p>0.05). ML162 + Ferrostatin-1 kombinasyonu hucre canliligini

kontrol grubu ile benzer seviyelere getirdi (p>0.05). (Sekil 10B)
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ML210’'un yol actigi hucre olumu ferroptozise spesifikti. KP-Y
hdcrelerinde ML210 grubu ile ML210+Ferrostatin-1 kombinasyon grubu
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001). ML210 ve
ML210+Necrostatin-1 ile kiyaslandiginda daha az fark olsa da istatistiksel olarak
anlamh bulundu (p=0.003015). ML210 ve ML210 + Z-VAD-FMK ile
kiyaslandiginda ise anlamli fark bulunamadi (p>0.05). ML210 + Ferrostatin-1
kombinasyonu hucre canhligini kontrol grubu ile benzer seviyelere getirdi
(p>0.05). KP-O hucrelerinde ML210 grubu ile ML210+Ferrostatin-1 kombinasyon
grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p=0.0035).
ML210 ve ML162 ve ML162 + Z-VAD-FMK veya ML162+Necrostatin-1
kiyaslandiginda ise anlamli fark bulunamadi (p>0.05). (Sekil 10C)

Hucre 6lumu inhibisyonu deneylerinde hicre canlihgi CellTiter-Glo (CTG)
testi ile degerlendirilmistir. Deneyler, bir baska yontem olan kristal viyole boyama
ile tekrarlandi (Sekil 11, 12, 13). Sekil 11’de RSL3’Un, Sekil 12°’de ML162’nin,
Sekil 13’te ML210’'un meydana getirdigi hucre olumunun ferroptozise 6zgullugu
degerlendirildi. Kristal Viyole yontemi de Ferrostatin-1’in hicre 6lumune kargi tam
koruma sagladigini, Necrostatin-1’in sinirl duzeyde koruyucu etkisini ve ZVAD'’In
ihmal edilebilir bir etkiye sahip oldugunu dogrulamistir. (Sekil 11,12,13)
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Sekil 11. RSL3 ile hiicre 6lim yolagi inhibitdrleri kombine edilerek kristal viyolet boyama yontemiyle hiicre
canliligi analizi; NEC1: Necrostatin-1 — 10 uM, ZVAD: Z-VAD-FMK - 5 uM, FER-1: Ferrostatin-1 — 1 yM, Ctrl:
Negatif kontrol grubu.

(A): 48 kuyucuklu well-plate’deki kuyucuklarinin kamera altindaki goriintisi; ilag uygulamasi sonrasi 72.
saatte canli kalabilen KP-O (ist) ve KP-Y (alt) hiicrelerinin boyanmasi. Tabandaki canli hiicreler koyu mor
sekilde géziikmektedir.

(B): Luminesens analizi verileriyle olusturulan bar grafigi. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD)
olarak temsil edilmektedir. (n=3).

51



o B
1.59
KP-O = KP-Y
x = KP-O
5
o
3
8
0
o
R
KP-Y

Ctrl
ML162

-
O
w
=z
+
o
©
-
|
=

Sekil 12. ML162 ile hiicre 6lim yolagd inhibitorleri (kurtarma ajanlari) kombine edilerek kristal viyolet boyama
yontemiyle hicre canliligi analizi; NEC1: Necrostatin-1 — 10 yM, ZVAD: Z-VAD-FMK — 5uM, FER-1:
Ferrostatin-1 — 1 yM, Ctrl: Negatif kontrol grubu.

(A): 48 kuyucuklu well-plate’in ilgili kuyucuklarinin kamera altindaki goriintiisi; ilag uygulamasi sonrasi 72.
saatte canli kalabilen KP-O (ist) ve KP-Y (alt) hiicrelerinin boyanmasi. Tabandaki canli hiicreler koyu mor
sekilde géziikmektedir.

(B): Luminesens analizi verileriyle olusturulan bar grafigi. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD)
olarak temsil edilmektedir. (n=3).
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Sekil 13. ML210 ile huicre 6lim yolagdi inhibitdrleri (kurtarma ajanlari) kombine edilerek kristal viyolet boyama
yontemiyle hicre canliligi analizi; NEC1: Necrostatin-1 — 10 yM, ZVAD: Z-VAD-FMK — 5uM, FER-1:
Ferrostatin-1 — 1 yM, Ctrl: Negatif kontrol grubu.

(A): 48 kuyucuklu well-plate’in ilgili kuyucuklarinin kamera altindaki goriintiisG; ilag uygulamasi sonrasi 72.
saatte canli kalabilen KP-O (ist) ve KP-Y (alt) hiicrelerinin boyanmasi. Tabandaki canli hiicreler koyu mor
sekilde gbziikmektedir.

(B): Luminesens analizi verileriyle olusturulan bar grafigi. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD)
olarak temsil edilmektedir. (n=3).

4.4. KP-O Hiicrelerinin Ferroptozis Direnci, GPX4 Ekspresyonundan
Bagimsizdir.

GPX4 inhibitorleri ile ferroptozis indiksiyonu sonucunda KP-O ve KP-Y
arasinda meydana gelen diren¢ farkinin GPX4 protein duzeyleri ile iligkisi
arastinlidi.

KP-Y ve KP-O hdicrelerinin bazal GPX4 protein duzeyleri benzer
yogunlukta bulundu (Sekil 14). Ferroptozis indiksiyonu sonrasi dizeylerini
arastirmak amaciyla, GPX4 inhibitéri ile 72 saat muamele sonrasi sonra
Western blot analizi yapildi. GPX4 bantlari iki hiicre hatti arasinda yine benzer
yogunlukta goérildi. Bu bulgular, ferroptozis duyarliigindaki degisimin GPX4
ekspresyon diizeyi ile agiklanamayacagini géstermektedir. (Sekil 14)
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ATF4 hucresel stres yanitlarinda merkezi rol oynayan bir proteindir. KP-O
hlcrelerinde ferroptozis direncinin mekanizmalarini arastirmak amaciyla, ATF4
ve onun downstreami olan SLC7A11'in ekspresyonu incelenmigtir. KP-O
hdcrelerinde KP-Y hucrelerine kiyasla ATF4 ve SLC7A11’in bazal seviyeleri daha
yuksekti. Bu bulgu, KP-O hucrelerinde stres yanitlarinin, ferroptotik strese direng

kapasitesini artirabilecek sekilde degisebilecegini gostermektedir. (Sekil 14)

KP-Y KP-O
ey

RSL3 (1uM) — - =+ - - =+ -

ML210 (10uM) - - + - - +

ATF4 - o

SLC7A11 . -

GPX4 - - . .-

HSPOO | suns st s st 8

Sekil 14. Western Blot analizi ile KP-Y, KP-O hticreleri arasindaki protein diizeylerinin kiyaslanmasi ve ilag

uygulamasi sonrasi 72. saat protein diizeylerinin arastiriimasi. (n=1).

4.5. Yaga Bagh Ferroptozis Direncinin, ERN1 ile iligkisi.

ERN7’in (Endoplasmic Reticulum to Nucleus Signaling 1) ferroptozis
duyarhligindaki rolunu aragtirmak amaciyla ERN1 knock-out (KO) hucreler
kullanildi. ML210, RSL3 ve ML162 uygulanarak hucre canliligi analiz edildi. (Sekil
15, 16, 17)

ERN1 silinmesi, ne KP-O hucrelerinde ne de KP-Y hicrelerinde ML210’a
olan bazal duyarliigi degistirmedi (Sekil 15). Bu bulgu, ERN1’in ferroptozis
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duyarhligini dizenlemede sinirli rol oynadigini ve yasa bagl ferroptozis direnci
ile iligkili olmadigini gdstermektedir. ilging sekilde, ERN1 silinmesi KP-Y
hdcrelerinde RSL3’e kargi hafif bir direng artigi gosterdi (Sekil 17A). KP-O
hacrelerinde ise ERN1 silinmesi, RSL3’e bagli canliigi etkilemedi (Sekil 17B).
ML162 ise yalnizca en yuksek konsantrasyonda KP-O hucrelerinde hafif bir
duyarhlik artisina yol agti. (Sekil 16B)

Bu bulgularla ERN1 ile ferroptozis duyarliigi arasinda istikrarli bir iligki
kurulamamistir. ERN1’in ferroptozis Uzerinde tek yonde bir duzenleyici etkisi
gosterilememistir. Tum canlilik testleri CellTiter-Glo (CTG) ile yapildi. ERN1KO
hdcre hatlari, knockout etkinligini Western blot ile dogrulayan Hanna ve ark.
tarafindan saglandi.
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Sekil 15. ERN1 gen nakavti sonrasinda, ML210’a karsi 72. saat CTG hicre canlilidinin, logaritmik
konsantrasyon-yanit grafigi ile degerlendiriimesi: ERN1 KO: ERN1sg2, kontrol: ERN1 sgtom

(A): KP-Y hicrelerinde ERN1 gen nakavti sonucunda ML210 direnci degismemistir. Hucre tipi ve
konsantrasyon arasinda anlamh etkilesim bulunamadi (p=0.2312). Hiicreleri konsantrasyon yanitlari
arasinda anlamli fark bulunamadi (p=0.2365)

(B): KP-O hiicrelerinde ERN1 gen nakavti sonucunda ML210 direnci de@ismemistir. Hicre tipi ve
konsantrasyon arasinda anlamli etkilesim bulunamadi (p=0.3561). Hucreleri konsantrasyon yanitlari
arasinda anlamli fark bulunamadi (p=0.8788)

istatistikte egrileri kiyaslamak icin two-way ANOVA, tekil konsantrasyonlari kiyaslamak igin Sidak post-hoc

analizi kullaniimistir. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).
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Sekil 16. ERN1 gen nakavti sonrasinda, ML162’'ye karsi 72. saat CTG hucre canliiginin, logaritmik
konsantrasyon-yanit grafigi ile degerlendiriimesi: ERN1 KO: ERN1sg2, kontrol: ERN1 sgtom

(A): KP-Y hiicrelerinde ERN1 gen nakavti sonucunda ML162 direnci degismemistir. Hiicreleri konsantrasyon

yanitlarl arasinda anlamli fark bulunamadi (p=0.691).

(B): KP-O hiicrelerinde ERN1 gen nakavti sonucunda hiicre tipi ve konsantrasyon arasinda anlamli etkilesim
bulunamadi (p=0.4890). Hucreleri konsantrasyon yanitlari arasinda sadece 1pyM konsantrasyonunda
anlamli bir fark bulundu (p=0.0003).

istatistikte egrileri kiyaslamak icin two-way ANOVA, tekil konsantrasyonlari kiyaslamak igin Sidak post-hoc

analizi kullaniimistir. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).
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Sekil 17. ERN1 gen nakavti sonrasinda, RSL3’e kargl 72. saat CTG hucre canliiginin, logaritmik
konsantrasyon-yanit grafigi ile degerlendiriimesi: ERN1 KO: ERN1sg2, kontrol: ERN1 sgtom

(A): KP-Y hicrelerinde ERN1 gen nakavti sonucunda RSL3 direnci artti. Spesiffik olarak 1uM
konsantrasyonda (p=0.0012) 0,5 uM konsantrasyonda (p=0.0034) anlamh fark bulundu.

(B): KP-O hicrelerinde ERN1 gen nakavti sonucunda hiicreleri konsantrasyon yanitlari arasinda sadece

0,5 uM konsantrasyonda anlamli fark bulundu (p=0.0027)

istatistikte egrileri kiyaslamak icin two-way ANOVA, tekil konsantrasyonlari kiyaslamak igin Sidak post-hoc

analizi kullaniimistir. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).
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4.6. ATF4’{in Yasa Bagh Ferroptozis Direnci igin Gerekliligi.

ATF-4’an KP-O hucrelerinde bazal seviyeleri yuksek bulunmustu (Sekil 4).
Buradan yola gikarak ATF4’Un ferroptozis direncindeki rolu arastirildi. ATF4 geni
silinmis hucreler kullanildi. 72 saatlik ferroptozis induksiyonu sonrasi ATF4-KO
edilmis KP-O hucrelerinde ferroptozis direncinin anlamli sekilde azaldigi bulundu
(Sekil 18B). Ozellikle RSL3’Gn 1 uM (p<0.0001), 0,5 uM (p=0.0009), 0,25 uM
(p=0.0041) konsantrasyon yanitlari arasinda anlamh fark bulundu (Sekil 18B).
ATF4 silinmesi KP-Y hucrelerinde ise ferroptozis direncinde degisiklige yol
acmadi (Sekil 18A). KP-Y’de KP-O’ya gore bazal ferroptozis duyarlihgr yuksek
(Sekil 5) ve bazal ATF4 seviyesi dusuk bulunmustu (Sekil 4).
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Sekil 18. ATF4’Un ferroptozise etkisinin arastirilmasi; ATF4 KO hiicrelerde RSL3 ile 72. Saat CTG hcre
canlihgi degerlendiriimesi ve konsantrasyon- yanit grafigi; ATF4 KO: sg6, kontrol: ATF4 sgtom

(A): KP-Y hiicrelerinde ATF4 gen nakavti sonrasinda bazal RSL3 direnci degismedi. Hucre tipi ve
konsantrasyon arasinda anlamli etkilesim bulunamadi (p=0.2789). Hicrelerin konsantrasyon yanitlari
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p=0.4829).

(B): KP-O hiicrelerinde ATF4 gen nakavti sonrasinda RSL3 ferroptozis direnci azaldi. Spesifik olarak 1 yM
(p<0.0001), 0,5 uM (p=0.0009), 0,25 uM (p=0.0041) konsantrasyon yanitlari arasinda anlamli fark bulundu.

istatistikte egrileri kiyaslamak icin two-way ANOVA, tekil konsantrasyonlari kiyaslamak igin Sidak post-hoc

analizi kullaniimistir. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).
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Sekil 19. KP-O hiicrelerinde ATF4 nakavtl sonrasinda RSL3’Un 72. Saat hiicre canliiginin kristal viyole

CTRL
RSL3

RSL3 + Fer-1
RSL3 + ZVAD

RSL3 + Nec-1

yontemiyle gosterilmesi ve kombine hiicre 6lumu inhibitorleri ile hiicre 6lumunun ferroptozis spesifikliginin
arastinimasi: NEC1: Necrostatin-1 — 10 uM, ZVAD: Z-VAD-FMK — 5 uyM, FER-1: Ferrostatin-1 — 1 yM, Ctrl:
Negatif kontrol grubu. ATF4 KO: sg4, kontrol: ATF4 sgtom
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(A): Luminesens analizi verileriyle olusturulan bar grafigi. KP-O hucreleri normalde RSL3’e direngliyken,
ATF4KO KPO hiicreleri ise kontrol grubuna gore (p<0.0001) anlamli derecede hiicre canliliginin azaldigi
bulunmustur. Ferrostatin-1 ile kombinasyon ise huicre 6limunid inhibe etti (p<0.0001). Ferrostatin-1

kombinasyonu canliligi kontrol grubuyla benzer seviyeye cikardi (p>0.05)

(B): 48 kuyucuklu well-plate’in ilgili kuyucuklarinin kamera altindaki goriintiis(; ilag uygulamasi sonrasi canli
kalabilen KP-O (Ust) ve ATF4-KO (alt) hiicrelerinin boyanmasi. Tabandaki canli hiicreler koyu mor sekilde

g6zikmektedir.

One-way ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma analizi yapilmistir. Grafikteki veriler ortalama + standart

sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).

ATF4 silinmesi sonrasi hucre 6lumunun ferroptozise spesifik olup olmadigi
arastinldi (Sekil 19). Ferrostatin-1, Necrostatin-1, ve zZVAD-fmk kullanilarak hicre
olumu spesifik kurtarma deneyleri yapildi. Ferrostatin-1 uygulamasi ATF4 KO
hicrelerde RSL3 kaynakli hdcre oliumund neredeyse tamamen inhibe ettigi
bulundu (Sekil 19). istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001). Sonugta
hdcre canliliginin kontrol grubuyla benzer seviyeye geldigi bulundu (p>0.05). Bu
bulgular ferroptozisin burada ana mekanizma oldugunu dogrulamistir.
Necrostatin-1 kismi koruma saglamigtir (p=0.0060). ZVAD ise anlamh bir etki
gostermemigtir. (Sekil 19)

Ek bir yontem olan kristal viyole boyama analizinde de ferroptozise karsgi
direncin ATF4 silinmesi sonrasinda KP-O hucrelerinde anlamh dizeyde azaldigi
tespit edildi (Sekil 20-21).
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Sekil 20. ATF4’Un ferroptozise etkisinin arastiriimasi; ATF4 KO hiicrelerde ML162 ile 72. Saat Kristal Viyolet
hiicre canlihgr analizi ve konsantrasyon- yanit grafigi; ATF4 KO: sg4, kontrol: ATF4 sgtom

(A): Hucre tipi ve konsantrasyon etkilesimi anlamli bulundu (p=0.0255). 1uM ML162 ile ferroptozise karsi
ATF4KO hicreler daha duyarli bulundu (p=0.0288).

(B): KP-O ve KP-Y’nin bos sgRNA olan sgtom ile muamele sonrasi 1uM ve 0,5 yM ML162’ye verdikleri
yanitlar arasindaki fark anlamli bulundu. (sirasiyla p<0.0001, p=0.0099)

istatistikte egrileri kiyaslamak icin two-way ANOVA, tekil konsantrasyonlari kiyaslamak igin Sidak post-hoc

analizi kullaniimistir. Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).
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Sekil 21. ATF4’Un ferroptozise etkisinin arastiriimasi; ATF4 KO hiicrelerde ML210 ile 72. Saat Kristal Viyolet
hiicre canlihgr analizi ve bar grafigi; ATF4 KO: sg4, sg6, kontrol: ATF4 sgtom

KP-Y hcrelerinde ML210 10uM hucre canliigini anlamli derecede azaltti (p=0.0001). KP-O hiicrelerinde
ML210 ile muamele hicre canhhgini degistirmedi. ATF4KO(sg6) sonucunda ML210’un hiicre canliligini
kismi fakat anlamli olarak azalttigi bulundu (p=0.0465). Bu 6lim, Ferrostatin-1 ile kombinasyon sonucunda
anlamli olarak inhibe edildi (p=0.0046)

ATF4KO(sg4) sonucunda ise ML210’un hiicre canliigini anlamli olarak degistiremedigi bulundu. ML210
10uM ile muamele sonrasi KP-O vs ATF4KO(sg4) hucreleri arasinda anlamli fark bulundu (p=0.0046).

One-way ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma analizi yapiimistir. Grafikteki veriler ortalama * standart
sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).

ML162 ile induksiyonda da, ATF4KO KP-O hucrelerinde, kontrol grubuna
kiyasla hucre canhligi azaldi (Sekil 20A). RSL3 verileriyle (Sekil 18) uyumlu olan
bu bulgular ATF4’Un ferroptozisdeki rolunu gostermektedir.

Sasirtici olarak, ML210 ile ferroptozis induksiyonu sonucunda ise RSL3 ve
ML162'deki gibi ATF4 silinmesi ferroptozis direncini degistirmedi (Sekil 21).
ATF4’Un silinmesi KP-O hucrelerini ML210’a duyarl hale getirmek icin yeterli
olmadi. Ayni deney dizeneginde yer alan KP-Y hucreleri ise ML210’a dnceki

deneylere benzer sekilde yanit vermis olup hicre canhliginda azalma gozlendi.
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Bu bulgular KP-O gibi UPR stres yolaginin aktive oldugu hucresel
kosullarda ATF4’Un ferroptozis direncine katki sagladigini gostermektedir. KP-Y
hdcrelerinde ATF4 silinmesi ferroptozis direncini etkilememistir (Sekil 18A).
Bulgular, KP-O hucrelerinde ATF4 duzeylerinin yuksek olmasi ve ayni zamanda
ferroptozis direncinin yuksek olmasi ile tutarlidir (Sekil 4-5).

Bu bulgular 6zetle yaslanmig akciger kanseri hucrelerinde ferroptozis
direncinde ATF4’Un rolinU gostermektedir. Deneyler, hem bir ATP bazl hucre
canlihgi analizi olan CTG (Sekil 18) ile hem de kristal viyole boyama analizi (Sekil

19, 20, 21) ile dogrulanmisgtir.
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4.7. ATF4 Asin Ekspresyonunun, insan Akciger Adenokarsinomu
Huicrelerinde Ferroptozis Direncine Etkisi
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Sekil 22. Kristal viyole boyama yontemiyle, A549 hiicrelerinde ATF4 asirn ekspresyonunun RSL3'e karsi
ferroptozis direncindeki roliiniin arastiriimasi; NEC1: Necrostatin-1 — 10 uyM, ZVAD: Z-VAD-FMK - 5 pM,
FER-1: Ferrostatin-1 — 1 uM, A549 Ctrl: Negatif kontrol grubu. A549 ATF4 O/E; ATF4 asir ekspresyonu

(A): Luminesens analizi verileriyle olusturulan bar grafigi. A549 hucreleri anlamli derecede RSL3’e duyarli
bulundu (p<0.0001). Ferrostatin-1 ile kombinasyon ise hiicre 6lumunu inhibe etti (p<0.0001). ATF4 O/E
hucrelerinde ise daha direngli olmakla birlikte kontrol grubuna gére (p<0.01) anlamli derecede RSL3
sonras! hucre canhhginin azaldigr bulunmustur. Ayrica ATF4 O/E hucreleri normal A549 grubuna kiyasla

anlamli 6lglide daha direngli tespit edildi (p<0.01)
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(B): 48 kuyucuklu well-plate’in ilgili kuyucuklarinin kamera altindaki goriintisi; ilag uygulamasi sonrasi
canli kalabilen A549 (list) ve A549 ATF4 O/E (alt) hiicrelerinin boyanmasi. Tabandaki canl hiicreler koyu

mor sekilde gézikmektedir.

One-way ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma analizi yapiimistir. Grafikteki veriler ortalama + standart
sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3). Grafikteki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak

temsil edilmektedir. (n=3).

ATF4’Gn asin ekspresyonunun (O/E) ferroptozis direncine etkisini
arastirmak amaciyla insan akciger adenokarsinomu hucre hatti olan A549
kullanildr (Sekil 22, 23). RSL3 ile muamele sonrasi ATF4 OE hucrelerin kontrole
kiyasla anlamh duzeyde daha canli kaldigi tespit edildi (Sekil 22). Bu bulgu,
ATF4’Gn KP-O hucrelerinde ferroptozis duzenlemesindeki rolindn, insan kanser
hdcrelerinde de gecerli oldugunu gostermektedir.

RSL3’dn yaninda ML162 veya ML210 ile yapilan deneyler de (Sekil 23)
benzer sekilde ATF4’Un rolunu gostermigtir. ATF4 asir eksprese eden hucreler
ferroptozis induksiyonuna kargi daha direngli kalmistir. ML162 ile bu fark daha
da daha belirgindir (Sekil 23A). ML210’un indukledigi ferroptozis ise ATF4 agiri
ekspresyonundan daha az etkilenmistir (Sekil 23B).
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Sekil 23. A549 hiicrelerinde ATF4 asiri ekspresyonunun (A) ML162 ve (B) ML210’a kars! ferroptozis
direncindeki rolinin CTG yontemiyle arastiriimasi. A549 Ctrl: Negatif kontrol grubu. A549 ATF4 O/E; ATF4
asiri ekspresyonu, FER-1: Ferrostatin-1 — 1 uM.

(A): Hucre tipi ve konsantrasyon etkilesimi anlamh bulundu (p<0.0001). 1uM ML162 ve 0,5 yM ML162 ile
ferroptozise karsi A549 O/E hucrelerin géreceli canlihgi 1.0’a yakinken, A549 hiicrelerinde ise anlamli olarak
duyarli bulundu (p<0.0001)

(B): 10uM ML210 ile ferroptozise karsi A549 O/E hucrelerin goreceli canhihgi A549 hicrelerine gére anlamli
olarak daha yUksek bulundu (p<0.01). A549 ile meydana gelen hiicre 6lumunin, ML210 + Ferrostatin-1

kombinasyonuyla anlamli olarak inhibe edildigi bulundu (p<0.05).

Grafiklerdeki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. (n=3).
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4.8. Yasa Bagh Ferroptozis Direncinin ATF4 ve GPX4 ile iligkisi.

ATF4'Un ferroptozis direncini nasil degistirebildigi protein duzeyinde
arastirildi. Fare kokenli KP-Y hicreleri ve insan kokenli A549 hicre hatlarinda
ATF4 asiri ekspresyonu gergeklestirilmis hucreler kullanildi (Sekil 24).

A549 hicrelerinde, ATF4 asirn ekspresyonu sonucunda, ASNS'in
(Asparagine Synthetase) ekspresyonunun arttigi tespit edildi. ASNS, amino asit
alim—taginiminin artmasina (SLC7A11/ASNS vyolagi) yol acar. Bodylece
ferroptozis direncine yol acar (Sekil 24).

CHOP (C/EBP Homologous Protein, ATF4 asir ekspresyonu (OE)
sonrasinda azaldigi tespit edildi. CHOP ATF4’nin bir downstream’i pro-apoptotik
bir transkripsiyon faktorudur (Sekil 24).

SLC7A11 duzeylerinde ise bir degisiklik bulunamadi. SLC7A11, ATF4’Un
hedeflerinden biridir. SLC7A11’in degismemesi, bunun sadece ATF4’e bagh
olmadigini desteklemektedir (Sekil 24).

GPX4, ATF4 asiri ekspresyonu sonrasi KP-Y hucrelerinde degismedi.
Ancak, insan akciger adenokarsinomu A549 hucrelerinde ise GPX4 duzeylerinde
belirgin bir artis gozlendi (Sekil 24).

Y2 A1 | AS549 Y21y | A1(l)
ATFAO/E:| - + - - + - + -

100

HSPQO_E————--- s

ATFA [T B el o g0

— G ——

ASNS | e .
CHOP[IE 10 5 s v BB W B |-
sLc7A11 (R BN B L . (S A -

GPX4 | SRR W | -

Sekil 24. ATF4 asiri ekspresyonun (O/E) GPX4 ve ferroptozisle iliskili diger proteinler izerinde etkisinin
arastiriimasi. Y2: KP-Y ‘yi A1: KP-O’yu temsil etmektedir. ATF4 O/E: ATF4 asiri ekspresyonu. Y2(11) ve A1(ll)
2. teknik tekrari gdstermektedir. (n=2).
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4.9. ATF4’un, Sferoid Olusturma Kapasitesine Etkisi.

A
B
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Anoikis Direnci

KP-O

sgTOM ATF4KO (sg6) ATF4KO (sg4) sgTOM ATF4KO ATF4KO
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Sekil 25. ATF4 gen silinmesi sonucunda anoikis direncinin degerlendiriimesi. sgtom: kontrol grubunu,
ATF4KO (sg6) ve ATF4KO (sg4): ATF4 geni silinmis hicreler.

(A): 3D hiicre kdltiiriinde 48. saat sonunda Incucyte cihazindan elde edilen sferoid gorintuleri.
(B): Anoikis direncinin degerlendiriimesi. ATF4KO sonrasi anoikis direnci istatistiksel olarak degismemistir.

Anoikis direnci analizi amaciyla sferoidlerde CTG canllik analizi yapiimistir. One-way ANOVA ve Tukey ¢oklu
karsilastirma analizi yapilmistir. Grafiklerdeki veriler ortalama * standart sapma (SD) olarak temsil
edilmektedir. n=8

Normalde KP-O hucrelerinde KP-Y’ye gore artmis sferoid olusturma kapasitesi
tespit edilmisti (Sekil 3). ATF4’Un bu hucrelerde ferroptozis direnci ile iligkisi
bulgularimizdan yola c¢ikilarak, ATF4’Un sferoid olusturma kapasitesine etkisi
arastinldi (Sekil 25). Bu amagla, ATF4-KO hucreler kullanildi. Kontrol KP-O
hacreleri beklendigi Uzere buyuk, bir arada ve sinirlari duzenli sferoidler
olusturdu. ATF4 silinmesinin ise bu sferoid olusumunu etkilemedigi Incucyte
goruntuleme bulgulari ile tespit edildi (Sekil 25A). Ek olarak, CellTiter-Glo (CTG)
testi ile yapilan canl hucre sayimi, ATF4 kaybinin 3D kulturde hucre canliligini,
yani anoikis direncini, anlamli sekilde etkilemedigini gosterdi (Sekil 25B).

Bu bulgu 6zetle ATF4’Un iki boyutlu normal adezyonlu kosullarda ferroptozis
direncinde rol oynadigini, ancak 3D kultirde sferoid olusumu igin rol

oynamadigini gostermektedir (Sekil 25B).
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4.10. Ferroptozis indiiksiyonu Altinda, Lipid Peroksidasyonu Diizeylerinin
Arastirilmasi
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Sekil 26. Ferroptozis indiiksiyonu sonrasinda lipid peroksidasyonunun BODIPY 581/591 C11 boyasi

kullanilarak arastiriimasi;

(A): Flow-sitometri yéntemiyle okside (yesil) lipidlerin analizi. istatistik i¢in yeterli n sayisina sadece RSL-3

gruplari ile ulagilabildi. Ortalama FL1-Allar kiyaslandiginda KP-O ve KP-Y arasinda anlamli fark bulunamadi.

(B): Incucyte cihazinda floresan dlgim yontemiyle okside (yesil) lipidlerin analizi. (n=3). Ne KP-Y ne de KP-

O hicrelerinde ML210 10 pM ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunamadi.

One-way ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma analizi yapiimistir. Grafikteki veriler ortalama * standart
sapma (SD) olarak temsil edilmektedir. Grafiklerdeki veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak temsil
edilmektedir. FER1: Ferrostatin-1

KP-O ve KP-Y hdacrelerinin, lipid peroksidasyonu analizleri BODIPY
581/591 C11 boyasi kullanilarak yapildi. Hucreler, erastin (pozitif kontrol), RSL3
veya ML210 ile 24 saat sureyle inkibe edildi. Daha sonra boyanarak flow-
sitometri yontemi ile analiz edildi (Sekil 26A).

Ek olarak, canli lipid peroksidasyonu analizi amaciyla, floresan okuma ve
es zamanli canli goruntu alabilme ozellikli Incucyte inkUibator-mikroskopu
kullanildi. Huacreler, 96 kuyucuklu platelerde daha onceki standart ferroptozis
indUksiyonu protokolumuzde oldugu gibi 72 saat boyunca canli izlendi. KP-O ve
KP-Y hucreleri arasinda lipid peroksitlerini gosteren yesil floresanda anlamh bir
fark olusmadi (Sekil 26B).
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5.TARTISMA

Bu calismanin esas bulgusu, yash (KP-O) ve geng (KP-Y) farelerde,
akciger tumorlerinden izole edilen primer hiucre kultarleri arasinda fenotipik bazi
farkhliklarin tespit edilmesidir. Yag disinda higbir degisken faktor bulunmadigi
halde KP-O hucreleri daha invaziv ve agresif bulunmustur (Sekil 3). Bunun altinda
yatan olasi nedenler arastirilirken ferroptozis regulasyonunun rolu incelenmistir.
KP-O hucrelerinin ferroptozise daha direngli oldugu bulunmus (Sekil 5) ve bu
direng, ATF4 ekspresyonu ile korelasyon gostermistir (Sekil 18 - 23). Angana ve
arkadaslan tarafindan yapilan galismada da benzer olarak KP-O hucrelerinin
daha fazla ATF4 eksprese ettigi gozlenmisti” (Sekil 4). Yas ile tumor
progresyonunu iligkilendiren laboratuvar ve klinik verileri ATF4’e atfedilmisti’.

Yagslanma ve ferroptozis direnci arasindaki bu korelasyon bu tez
calismasinin hipotezine dayanak olusturmaktadir. Calismanin ana fikri, yasli
hdcrelerin ferroptozis hucre oOlumineden kagmak amaciyla adaptasyon
geligtirdigini ve bu amacgla UPR stres mekanizmasini kullanabilecegi

yoniindedir®®.

Lopez-Otin ve arkadaslar tarafindan yazilan derlemelerde yaslanmanin
ve kanserin temel birgok 6zelliginin ortak oldugu belirtilmistir3-S. Bu 6zellikler
arasinda genomik instabilite, telomer hasari, epigenetik degisiklikler, besin
algisinin bozulmasi, kronik inflamasyon yer almaktadir. Angana ve arkadaslari
tarafindan yapilan c¢alismalarda KRAS mutant kuguk hucre disi akciger
kanserinde yasli insanlarda metastaz daha fazla, primer tumaor boyutu ise daha
kiigik bulunmustur’. Mevcut tezimizdeki mikroskopik gorintiler bu klinik verilerle
de uyumludur (Sekil 3). Calismamizda, yaslanma sureci ile biriken mutasyonlarin
tumor olusumuna etkisi degil, yasin tumoér Uzerindeki dogrudan etkisi

arastiniimistir.

Yaglanma, kanser insidansinin ana belirleyicilerinden biridir 9. Konak yasi,
tumor mikrogevresini olusturan bagisiklik hucreleri, stromal etkilesimler ve
metabolik sinyalleri etkileyebilmektedir ° %, Beheshti ve arkadasglari tarafindan
yapilan ¢alismada konak yasinin primer tumor progresyonuna dogrudan etkisi
arastiriimistir®®. Bizim bulgularimizla uyumlu sekilde yaslanmanin primer timor

progresyonunu Yyavaslattigini bulmuslardir. Ayni ekibin yaptigi bagka bir
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calismada ise yasla birlikte paradoksik olarak apoptozis ile hucre 6lumunun de
azaldig! bulunmustur. Bu bulgular, yasla birlikte ferroptozis, apoptoz gibi hiucre

olumlerine karsi kanser hucrelerinin direng kazanmasi gorusimuzle uyumludur.

KP-O hducrelerinin 2D kdlturde daginik ve bagimsiz bir morfoloji
sergilemesi, hucreler arasi adezyon kaybini gostermektedir. 3D modellerde ayni
hdcre grubundaki artmis anoikis direnci ve yuksek invazyon kapasitesi (Sekil 3),
metastatik kaskadin ilk adimi olan invazyonun o6zelligidir. KP-O hucrelerinde
epitel-mezenkimal gecis (EMT) benzeri bir surecin gergeklestigine isaret

etmektedir ¥, Yasa bagl degisiklikler artmis metastatik potansiyelle iligkilidir %
99

Kanser hudcresinin yeniden programlanarak davranisini degistirebilme
yetenegi, agresif timorlerin en 6nemli 6zelliklerindendir'®. Cevresel uyaranlara
gore ihtiya¢c duyduklarinda davranisin degisebilecegi belirtiimektedir’®'. Kanser
hicresi bdylece oksijen ve besin eksikligi gibi zor ¢evre kosullarina uyum
saglar'®'. Bu agidan bakildiginda, bize yash bir konagin kanser hiicresindeki
ferroptozis direncinin degiserek proliferasyon veya metastaz davraniginin
etkilemis olabilecegini dusundurmektedir. Ferroptozise daha direngli oldugu
bulunan yagh ve agresif KP-O hucrelerinde (Sekil 5-8), bu regulasyonun rolu
olabilecegini dusundurmektedir. Kanser hucrelerinin bu mekanizmayi dizenleme
yetenegi, yeni farmakolojik hedef potansiyeli tagiyabilir. Direncin altinda yatan
mekanizma saptanirsa kanser hucrelerinin daha spesifik olarak hedeflenmesi

mumkin olabilir.

Ferroptozise direngli KP-O hucrelerinde ATF4 ekspresyonunun bazalde
daha fazla olmasi (Sekil 4), yasa bagl artan ATF4’Un tumor hicrelerini daha
agresif yaptigini dusundurmektedir. Yaglanma sureci, kronik, dusuk duzeyde
stres nedeniyle UPR’I aktive ederek, ATF4 araciligiyla ferroptozis direncini
saglayan bir transkripsiyonel programi devreye sokmus olabilir 5% 6212 Shao ve
arkadaslan gliomalarda ER stresini yaslanmayla iligkili tumor agresifligi ile
iligkilendirmistir. Shao ve arkadaglari, UPR"I dizenleyen genetik bir paneli
(ESURATAG-GS), yaslanma, yuksek EMT ve klinik kotu prognozla iligkili

oldugunu bulmustur 192,
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Bulgularimiza gore ATF4 ferroptozis direnci ile iligkili bulunmustir (Sekil
18-23). ATF4 silindiginde KP-O’daki ferroptozis direncinin azalmasi yaslanmanin
ferroptozis Uzerindeki etkisinin UPR araciligiyla saglanmis olabilecegini
gdstermektedir (Sekil 18-20). insan kokenli A549 hiicre hatlarinda da benzer
bulgular elde ettik (Sekil 22-23). A549 hucrelerinde ATF4’Un asiri ekspresyonu
ferroptozise direnci artirmaktadir (Sekil 22-23).

Dey ve arkadaslar’nin yaptiklari calismada, ATF4’Un anoikis stresi
sonucunda antioksidan yanitlari aktive ederek anoikis direncini ve metastazi
arttirdigini bildirmiglerdir'®. Du ve arkadaslari ise, bizim bulgularimiza benzer
sekilde A549 hucre hattinda ATF4 asir ekspresyonu sonucunda proliferasyon ve
invazyon kapasitesinin arttigini gostermislerdir'®4. Diger acgidan, Zhang ve
arkadaslar yaptiklari bir g¢alismada, ATF4'Un Akciger Adenokarsinom
hlicrelerinde apoptozu arttirdigini bildirmislerdir'®. Birbirine zit gibi géziiken bu
bulgular birlikte degerlendirildiginde ATF4'Un iginde bulunulan sartlara gore
rolinun degistigi anlasiimaktadir. ATF4’Un normalde stresle basa ¢ikarak hayatta
kalma yonunde gorev aldigi, hucre ici stres hucrenin bas edemeyecegi sinira

ulastiginda ise hucre 6lumunu tetikleyebildigi anlasiimaktadir.

Her Ug inhibitoran de, lipid peroksidasyonunu baskilayarak ferroptotik
hdcre Olumunu duzenleyen merkezi enzim olan GPX4’G inhibe ederek
ferroptozise yol actigi bilinmektedir'®. Ferroptozis direncindeki KP-O ve KP-Y
hdcreleri arasindaki fark yasa bagli bir ferroptozisden kagis mekanizmasinin
varliginin gostergesidir (Sekil 5). ML210’'un, RSL3 ve ML162’ye gore GPX4'’e
daha yiksek segicilik ve etkinlik gosterdigi bilinmektedir'®”. Bu da ML210’un
etkisiyle gozlenen daha da belirgin fark ile tutarlidir (Sekil 5C). Yagsa bagli
ferroptozis direnci bulgularimizda en belirgin fark ML210 ile ortaya ¢ikmistir. Bir
calismada RSL3 ve ML162'nin GPX4’Un yanisira TXNRD1 enzmini de inhibe
ettigi dolayisiyla daha nonspesifik oldugu gosterilmistir'®”.  ML210'un GPX4
enzimini inhibe etmedeki spesifikligi, mekanizma olarak ferroptozis ile
kurdugumuz baglantiyl guclendirmektedir. Bazal GPX4 protein duzeylerinin
RSL3 veya ML210 uygulamasi sonrasinda kontrol grubuyla benzer seviyelerde
bulunmasi géz onlune alindiginda (Sekil 14), direng mekanizmasinin GPX4’Un

up-regulasyonu ile agiklanamayacagini 6nermekteyiz.
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A549 hucrelerinde ATF4 asiri ekspresyonu sonrasinda GPX4 artigi
gozlenmigti (Sekil 24). Fare KP-Y ve KP-O hucrelerinde ise GPX4 Uzerinde
herhangi bir etki gorulmemisti (Sekil 24). ATF4’Un bir downstream’i olan SLC7A11
ekspresyonu ATF4 asiri ekspresyonu durumunda degismemisti (Sekil 24).
Buradan yola cikarak, ATF4 aracili yasa bagh ferroptozis direnci bulgusunun
SLC7A11 Uzerinden degil fakat ATF4’Un baska alt yolaklari Uzerinden
olabilecegini 6nermekteyiz.

ATF4 asir ekspresyon (O/E) ve KO (Knock-Out) hiucrelerle yapilan deney
bulgulari (Sekil 18-21), akciger adenokarsinomu hicrelerinde ATF4’Un ferroptozis
direncini artirici fonksiyonununa isaret etmektedir. Fare primer tumor kulturlerine
benzer bulgular insan A549 hicre hattinda da gozlenmigtir (Sekil 22 - 23). Saini
ve arkadaslari, kolorektal kanserde ATF4 silinmesinin SLC7A11’'in azalmasi

Uzerinden ferroptozisi indiikledigini gostermiglerdir’”: 108,

ATF4’an ferroptozis direnci ve kanser progresyonu uzerinde hem artirici
hem azaltici gift yonli etkiler gosterebilecedi belirtiimistir®®: °1. 104. 109 Dy ve
arkadaslari, ATF4 asiri ekspresyonunun A549 akciger kanseri hucrelerinde hicre
buylimesini ve invazyonunu arttirdigini, kemoterapiye duyarhligi ise azalttigini
gostermiglerdir'®*. Zeng ve arkadaslari, ATF4'in meme karsinomlarinin
invazyonunu ve progresyonunu arttirdigini belirtmistir'’®. Chen ve arkadaglari,
ATF4'Un gliomalarin proliferasyon ve invazyonunu destekledigini gostermigtir"?.
Aksine, ATF4’Un tumor buyUumesini yavaslatici etkileri oldugunu belirten
calismalar da mevcuttur; Dai ve arkadaslari, ATF4'Un pankreas kanserini inhibe
ettigini gostermistir''?. Liu ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alisma, mide
kanserinde ATF4'Un artisinin apoptoz Uzerinden kemoterapdétiklere duyarlihgi
artirici potansiyeline dair kanit sunmaktadir''®. He ve arkadaslari, ATF4'Un
SLC7A11 ekspresyonunu artirarak ferroptozisi ve hepatoselller kanseri
baskiladigini géstermistir®™®. Bu g¢alismada hepatosit ATF4 silinmesi ferroptozise
duyarlihg@r artirmig ve kanser gelisimini hizlandirmistir. Bai ve arkadaglari,
elF2a/ATF4 ekseninin aktivasyonunun triple negatif meme kanseri hlcrelerinin
radyoterapiye direng sagladigini tespit etmistir'4. Ji ve arkadaglari,
dihidroartemisinin ATF4-xCT-GSH eksenini inhibe ederek hepatoselller
karsinom hiicrelerinde ferroptozisi indiikledigini gostermistir’'®. Diger taraftan,
Chen ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢calismada, sistin yoksunlugunun GCN2-
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elF2a-ATF4 yolunu aktive ettigi gortilmustir ®'. GCN2-elF2a-ATF4 yolunun hedef
geni olan CHAC1, glutatyonu pargalayarak hucre ici GSH seviyelerini dusurur.
Dolayisiyla, ATF4 yoluyla up regule edilen CHAC?1in GSH yikimi, sistin
yoksunlugunun indukledigi ferroptozisi artirir. Bu bulgu, ATF4 yolunun spesifik
stres kosullari altinda ferroptozis direncini azaltan bir mekanizmaya aracilik

edebilecegini gostermistir®!.

ATF4 iki boyutlu kdlturlerde hucre canlihgini arttirsa da (Sekil 18-23)
ATF4’an Knock-Out edilmesi sonucunda ug¢ boyutlu ortamda sferoid olusumunun
etkilenmemigstir (Sekil 25). Sferoidler, hucrelerin hem birbirleriyle hem de
cevreleriyle daha dogal ve kompleks etkilesimler kurabildigi bir ortam saglar. Bu
ortamda 2D’ya kiyasla hucrelerin metabolik ve genetik 6zellikleri degistigi icin
stres yanitlarina verilen tepkileri etkileyebilir. Dolayisiyla, ATF4 gibi stresle iligkili
proteinlerin ferroptozise karsi diren¢ saglamadaki rolu, u¢ boyutlu kulturde daha
az belirleyici hale gelmis olabilir. 2D ve 3D kultir sistemlerini karsilagtiran
calismalar, gen ekspresyonu, metabolik profiller ve ilag duyarliigi agisindan
anlamh farklihklar oldugunu tutarh bigimde gostermistir. Monolayer kultarlerin in

vivo timaér mikrogevresini yansitmakta sinirli kalabildigi distntlmektedir'e. 117,

Yaslanma ve ferroptozis iligkisini arastirdigimiz bu c¢alismada, ATF4’Un
rolu ile ilgili cesitli kanitlar bulgularimizda sunulmustir (Sekil 18-23). Ancak
yaslanmanin ferroptozis direncini nasil artirmis olabilecegi sorusuna ATF4’Un
diginda alternatif mekanizmalar olabilecedi dikkate alinmaldir. Kanser
hdcrelerinin lipid metabolizmasini yeniden duzenleyerek lipid peroksidasyonuna
karsi direngli hale geldigi bilinmektedir''® ° Talebi ve arkadaslari, melanoma
hicrelerinde doymus ve tekli-doymamig yag asitlerinin oraninin artarak
hiicrelerin lipit peroksidasyonuna karsi korundugu gosterilmistir'?°. Bi ve
arkadaslarr EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) ile iligskili LPCAT1
(Lizofosfatidilkolin agiltransferaz-1) aktivitesi sonucunda hucre zarindaki doymusg
fosfatidilkolin i¢eriginin arttigini ve bdylece tumor buylumesinin destekledigi ve
hlicrelerin serbest radikallere karsi korundugunu gostermistir'?’. Gimple ve
arkadaslar glioma kok hucrelerinde up-regule edilen ELOVL2'nin (Elongation of
long chain fatty acids family member 2), ¢coklu-doymamis yag asitlerinin (LC-
PUFA) sentezinin destekledigi bulunmustur'?2.
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Dusuk konsantrasyonda ferroptozis induksiyonunun 3D kultir ortaminda
hdcre canlihgini etkilemedigi tespit edildi (Sekil 9). Ferroptozis direncinin 6zellikle
primer tumor asamasinda bir rol oynayabilecegini, ancak metastatik kapasite
konusunda ise daha sinirli etki olabilecedi anlagilabilir. Ferroptozis direnci, tumor
hdcrelerinin ilk stres kosullarina karsi koymasinda belirleyici olabilirken, hicreler
bir kez dolagima gegip yeni bir mikrogevreye ulastiklarinda, farkli hayatta kalma
stratejileri devreye giriyor olabilir. Ancak bu deneyde kullanilabilen
konsantrasyonlarin 2D’dekine kiyasla daha dusuk oldugu dikkate alinmalidir.
Ornegin; RSL3 3D Kkiltir ortaminda en fazla 125 nM konsantrasyonda
kullaniimigtir (Sekil 9) . Ancak 2D standart kaltirde ise 1 uM kullaniimistir (Sekil
5A).

Calismamizda UPR'’in ferroptozis Uzerindeki rolinu incelemek amaciyla
ATF4’Un yanisira IRE1 (inositol-requiring enzyme 1 a) de incelendi. 2024’te
Nature’de yayinlanan bir makalede IRE1a (ERN1)in ferroptozisteki rolu
arastiriimisti. IRE1a enzimini kodlayan ERN1’in silinmesinin g¢esitli kanser hiucre
hatlarinda ferroptozis direncini arttirdigini, bunu da glutatyon sentezini
diizenleyerek yaptigi gosterilmisti 8°. Ancak bizim galismamizda, ERN1 geninin
silinmesinin KP-O ve KP-Y hucrelerini ML210’a kargi ferroptozis duyarliligini
etkilememesi (Sekil 15, 16, 17), Ustelik KP-Y hucrelerinde RSL3’e kargi direnci
artirmasi (Sekil 15) bu gorus ile uyusmamaktadir. Bulgularimiz yasa bagli
ferroptozis direncinin ERN1 geni ile iligkili olmadigi yonundedir.

Calisma hipotezimizin en temel amaci, ferroptozis bazli stratejileri klinik
pratige donusturebilecek translasyonel stratejiler gelistiriimesi olacaktir.
Ferroptozis indukleyicilerinin klinik uygulamalari guiniumuzde halen tartigmalidir.
Cunku bu ajanlar, tumoér hacrelerinin yani sira saglikli hicreleri de oldurmesi ile
cesitli yan etkilere yol agabilir. Bu nedenle, ¢gok daha segici ve timore spesifik
ferroptozis hedeflerinin belirlenmesi yararli olacaktir'?3 124, Tim bulgularimiz g6z
onune alindiginda, ATF4 inhibisyonu ile ferroptozis induktorlerinin kombinasyonu

tumoru segici olarak hedef almak i¢in potansiyel bir se¢genek olarak dugunulebilir.

Calismamizin  bazi kisithliklart  mevcuttur. KRAS-mutant akciger
adenokarsinomunda yaslanmanin ferroptozisi ATF4 araciligiyla duzenledigini
destekleyen cesitli kanitlar sunmaktadir. Ancak bazi geligkili bulgular ¢alismanin
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sinirliliklart arasinda sayilabilir. Ornegin, ATF4’Un silinmesinin KP-O hiicrelerini
ML210’a kargi duyarli hale getirememesi (Sekil 21), onemli bir tezattir.
Ferroptozis induksiyonu sonrasi, lipid peroksidasyonu olusumu gosterilememistir
(Sekil 26). BODIPY C11 boyasiyla yapilan olgimde 24 saatlik zamanin lipid
peroksidasyonunun daha erken ve gegici bir pik yaptigi bir noktayr kagirmig
olabilecegi intimali vardir. Nitekim, bazi sistemlerde lipid ROS duzeylerinin hizla
yUkselip kisa slrede bazal seviyelere dondigi bildirilmistir'2.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu calismada, yaslanmanin akciger adenokarsinomu ile iligkisi ferroptozis
acisindan degerlendirilmigtir.  Calismamizda, ATF4’Un, ferroptozisin bir
duzenleyicisi olarak akciger adenokarsinomu hicrelerinde hicre dlimune direng

saglayabilecegi gosterilmistir.

Yaglanma  surecinde  akciger adenokarsinomunda  ferroptozis
duzenlenmesinin molekuiler temelleri incelenmigtir. Genetik olarak ayni olan
ancak farkli yaslardaki konaklardan elde edilen hucreler kullaniimigtir. Yasli
konaklardan izole edilen hucrelerin, 2D kultur sistemlerinde GPX4 inhibisyonu ile
ferroptozise karsi direngli oldugunu gostermistir. Bu direng, ATF4
ekspresyonundaki artisla iliskilendirilmigtir. Yaglanmanin, metabolik ve stres
adaptasyonuna yonelik yeniden yapilanma yoluyla ferroptozis direncini
artirabilecegini dusundurmustur. Elde edilen veriler, ferroptozis duyarliliginin
yalnizca klasik duzenleyici molekullerle degil, yaglanmaya bagh stres yanitlari ve

metabolik adaptasyonlarla yeniden sekillendigi gorisunu desteklemektedir.

Bulgular, yaslanma-kanser iligskisinde ferroptozis regulasyonunun énemini
vurgulamaktadir. Kanser hucrelerinin  programli  bir hucre olumu olan
ferroptozisten kagisi, kanser insidansinin belirli yas gruplarinda artmasinin
nedenlerinden birisi olabilir. KP-O huicrelerinin elde edildigi farelerin yagi, insanda
akciger adenokarsinomunun en sik goruldugu yasa tekabll etmektedir. Bu
acidan bakildiginda, ferroptozis regulasyon mekanizmasi yeni bir terapotik hedef

olabilir.

Bu veriler, ferroptozisi hedefleyen yaklagimlarin yasa bagli olarak farklilik
gOsterecegini de ortaya koymaktadir. Ornegin, geng timédrler dogrudan
ferroptozis  indUkleyicilerine  yanit  verebilirken, ATF4 aracii direng
mekanizmalarinin baskin oldugu yash timorlerde, glutamin metabolizmasini,
lipid yeniden duzenlenmesini veya stres adaptasyon vyollarini hedefleyen
kombinasyon tedavileri gerekebilir. Farkli yas gruplarindaki timarlerin metabolik
ve stres yanit profillerine gore Kkisisellestiriimis ferroptozis temelli tedavi
yaklagimlarinin geligtiriimesi faydali olacaktir.

Gelecekteki caligmalarda, Ozellikle yagh akciger adenokarsinomu
hdcrelerinde ATF4 ve downstream hedeflerinin daha detayli olarak celiskileri
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cozecek sekilde arastiriimasi faydah olacaktir. Sonug¢ olarak, yaslanmanin
ferroptozis duzenlenmesini nasil yeniden programladigini anlamak, akciger
adenokarsinomu gibi yasla iligkili maligniteler igin daha segici, daha az toksik ve

yasa uyarlanmig tedavi stratejilerinin gelistiriimesine katki saglayacaktir.
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SiMGE VE KISALTMALAR DiZziNi

MM : Mikromolar (107° M)

nM : Nanomolar (107° M)

SEM : Standart hata (Standard Error of the Mean)
SD : Standart sapma

ns: Anlamsiz (non-significant)

ANOVA: Varyans Analizi (Analysis of Variance)

w-6 : Omega-6 yag asitleri

KRAS: Kirsten Rat Sarkomu (Kirsten Rat Sarcoma)
LUAD: Akciger Adenokarsinomu (Lung Adenocarcinoma)
2D: iki Boyutlu (Two-Dimensional)

3D: Ug Boyutlu (Three-Dimensional)

A549: A549 insan Akciger Adenokarsinom Hiicre Hatti (A549 Human Lung

Adenocarcinoma Cell Line)

ATF4: Aktive Transkripsiyon Faktoru 4 (Activating Transcription Factor 4)
ATP: Adenozin Trifosfat (Adenosine Triphosphate)

CRISPR/Cas9: CRISPR ile Cas9 Sistemi (CRISPR/Cas9 System)

ERN1: Endoplazmik Retikulumdan Kaynaklanan Protein 1 (Endoplasmic

Reticulum to Nucleus Signaling 1)

GPX4: Glutatyon Peroksidaz 4 (Glutathione Peroxidase 4)
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IRE1a: inositol Gereksinimli Enzim 1 Alfa (Inositol-Requiring Enzyme 1 Alpha)

KP-O: KrasG12D/+; Trp53flox/flox Yagh Fare Grubu (KrasG12D/+; Trp53flox/flox
Old Mice Group)

KP-Y: KrasG12D/+; Trp53flox/flox Geng Fare Grubu (KrasG12D/+; Trp53flox/flox
Young Mice Group)

ML162: ML162 Molekuli (ML162 Compound)

ML210: ML210 Molekdld (ML210 Compound)

RSL3: RAS’a Segici Olimcil 3 (RAS-selective lethal 3)

SLC7A11: Solit Tastyici Ailesi 7 Uye 11 (Solute Carrier Family 7 Member 11)
KHDAK: Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanseri (Non-Small Cell Lung Cancer)

PD-1: Programlanmig Hiicre Olimi Proteini 1 (Programmed Cell Death Protein

1)
PD-L1: Programlanmig Hiicre Olimii Ligandi 1 (Programmed Death-Ligand 1)
RCD: Programlanmis Hiicre Olimi (Regulated Cell Death)

ACSL4: Asetil-CoA Sentetaz Uzun Zincir Ailesi Uye 4 (Acyl-CoA Synthetase Long
Chain Family Member 4)

ALOX: Arasidonat Lipoksijenaz (Arachidonate Lipoxygenase)
PUFA: Coklu Doymamis Yag Asitleri (Polyunsaturated Fatty Acids)
RAS: Rat Sarkomu (Rat Sarcoma)

UPR: Katlanmamig Protein Yaniti (Unfolded Protein Response)
GSH: Glutatyon (Glutathione)

L-OOH: Lipid Hidroperoksit (Lipid Hydroperoxide)

L-OH: Lipid Alkol (Lipid Alcohol)

ROS: Reaktif Oksijen Turleri (Reactive Oxygen Species)

AA: Arasidonik Asit (Arachidonic Acid)
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AdA: Adrenik Asit (Adrenic Acid)

PE: Fosfatidiletanolamin (Phosphatidylethanolamine)

SLC3A2: Soliit Tagtyici Ailesi 3 Uye 2 (Solute Carrier Family 3 Member 2)
xc~: Sistin/Glutamat Antiporter Sistemi (Cystine/Glutamate Antiporter System)
Fe?*: Demirin Ferroz Formu (Ferrous Iron)

Fe*': Demirin Ferrik Formu (Ferric Iron)

FPN: Ferroportin (Ferroportin)

IRP: Demir Duzenleyici Protein (Iron Regulatory Protein)

IRP1: Demir Duzenleyici Protein 1 (Iron Regulatory Protein 1)

IRP2: Demir Duzenleyici Protein 2 (Iron Regulatory Protein 2)

TFR1: Transferrin Reseptoru 1 (Transferrin Receptor 1)

NRF2: Niikleer Faktér Eritroid 2 ile iligkili Faktér 2 (Nuclear Factor Erythroid 2—
Related Factor 2)

CHOP: C/EBP Homolog Protein (C/EBP Homologous Protein)

PERK: Protein Kinaz RNA-Benzeri Endoplazmik Retikulum Kinaz (Protein
Kinase RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase)

elF2a: Okaryotik Baglatma Faktorii 2 Alfa (Eukaryotic Initiation Factor 2 Alpha)
4E-BP1: elF4E Baglayici Protein 1 (elF4E-Binding Protein 1)

XBP1: X-Kutu Baglayici Protein 1 (X-Box Binding Protein 1)

XBP1s: Kesilmis XBP1 (Spliced XBP1)

RIDD: Duzenlenmis IRE1 Bagimli mRNA Yikimi (Regulated IRE1-Dependent
Decay)

ERAD: Endoplazmik Retikulumla iligkili Yikim (Endoplasmic Reticulum-
Associated Degradation)
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CHACH1: Glutatyon Pargalayan Enzim Kodlayan Gen (ChaC Glutathione-Specific

Gamma-Glutamylcyclotransferase 1)

H4K20me1: Histon H4 Lizin 20 Monometilasyonu (Histone H4 Lysine 20
Monomethylation)

NSCLC: Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanseri (Non-Small Cell Lung Cancer)
KLF11: Kruppel Benzeri Faktor 11 (Krappel-Like Factor 11)

circP4HB: Dairesel RNA P4HB (Circular RNA P4HB)

SCD1: Stearoil-CoA Desaturaz 1 (Stearoyl-CoA Desaturase 1)

ATCC: Amerikan Tip Kultur Koleksiyonu (American Type Culture Collection)

DMEM: Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Ortami (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

DPBS: Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Salini (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline)

RPMI: Roswell Park Memorial Institute Ortami (Roswell Park Memorial Institute
Medium)

PBS: Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate Buffered Saline)

SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

TBS-T: Tris Tamponlu Salin-Tween (Tris-Buffered Saline with Tween)
O/E: Asiri Ekspresyon (Overexpression)

HSP90: Is1 Soku Proteini 90 (Heat Shock Protein 90)

ASNS: Asparagin Sentezaz (Asparagine Synthetase)

ECL: Gelismis Kemiliminesans (Enhanced Chemiluminescence)

BODIPY-C11: Boron-Dipyrromethene 581/591 C11 Prob (Boron-Dipyrromethene
581/591 C11 Probe)

Fer-1: Ferrostatin-1 (Ferrostatin-1)
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Nec-1: Nekrostatin-1 (Necrostatin-1)

Z-VAD-FMK (ZVAD): Karbobenzoil-Valil-Alanil-Aspartik Asit Florometil Keton
(Carbobenzoxy-Valyl-Alanyl-Aspartyl-[O-methyl]-Fluoromethyl Ketone)

DMSO: Dimetil Silfoksit (Dimethyl Sulfoxide)

ECM: Ekstraselluler Matriks (Extracellular Matrix)

EMT: Epitel-Mezenkimal Gegis (Epithelial-Mesenchymal Transition)

1:2 dilutions: 1’e 2 Seyreltme (1:2 Dilution)

CTG: CellTiter-Glo® Hucre Canlihgr Analizi (CellTiter-Glo® Cell Viability Assay)
KO: Gen Silinmis (Knockout) (Knockout)

sgRNA: Tek Kilavuz RNA (Single Guide RNA)

ERN1sg2: ERN1 genini hedefleyen sgRNA (sgRNA targeting ERN1 gene)
ERN1 sgtom: Kontrol sgRNA (Control sgRNA)

ISR: Entegre Stres Yaniti (Integrated Stress Response)

mTORC1: Mekanistik Rapamisin Hedefi Kompleksi 1 (Mechanistic Target of

Rapamycin Complex 1)

GADD34: Biiyiime Durdurma ve DNA Hasar1 ile indiiklenebilir Protein 34 (Growth
Arrest and DNA Damage-inducible Protein 34)

Y2: KP-Y Hucre Grubu (KP-Y Cell Group)

A1: KP-O Hucre Grubu (KP-O Cell Group)

Incucyte®: Canli Hicre Goruntileme Sistemi (Live-Cell Imaging System)
FACS: Floresanla Aktive Hucre Siralamasi (Fluorescence-Activated Cell Sorting)
ER: Endoplazmik Retikulum (Endoplasmic Reticulum)

FSP1: Ferroptozis Baskilayici Protein 1 (Ferroptosis Suppressor Protein 1)

CoQ10: Koenzim Q10 (Ubiquinon-10) (Coenzyme Q10 (Ubiquinone-10))
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GCH1: GTP Siklohidrolaz 1 (GTP Cyclohydrolase 1)

BH4: Tetrahidrobiopterin (Tetrahydrobiopterin)

CB-839: Glutaminaz inhibitérii CB-839 (Glutaminase Inhibitor CB-839)
TME: Tumor Mikrogevresi (Tumor Microenvironment)

FSP1: Ferroptozis Baskilayici Protein 1 (Ferroptosis Suppressor Protein 1)
CoQ10: Koenzim Q10 (Ubiquinon-10) (Coenzyme Q10 (Ubiquinone-10))
DHODH: Dihidroorotat Dehidrogenaz (Dihydroorotate Dehydrogenase)
GCH1: GTP Siklohidrolaz 1 (GTP Cyclohydrolase 1)

BH4: Tetrahidrobiopterin (Tetrahydrobiopterin)
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