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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CBIOPORTAL ARACI KULLANARAK FERROPTOZ DIRENCI VE HASSASIYETI
ILE iLISKiLI GENLERIN ARASTIRILMASI

Mehmet Gokhan ERTUGRUL

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali

Tez Damismani: Dr. Ogr. Uyesi Kerem Mert SENSES

Ekim 2024, 49 sayfa

Kanser, diinyanin her iilkesinde énde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Tiirkiye’deki kanser
insidansi diinya insidansinin iizerinde seyretmektedir. Kanserin tipinden bagimsiz olarak tiim
kanser tiirleri kontrolsiiz cogalma ve apoptozdan kagma fenotipi ile karakterizedir. Ferroptoz
ise yakin zamanda tanimlanmais, hiicresel homeostasisin korunmasi ve oksidatif stresin neden
oldugu zararlarin engellenmesinde rol oynayan; apoptoz, otofaji ve nekrozdan farkli, programli

bir hiicre 6liim seklidir.

Calismada, cBioPortal veri tabaniyla farkli kanser tiirlerine ait fonksiyonel genomik verileri
analiz ederek ferroptozla iligkili olabilecek genleri aragtirdik. Aragtirmamizda cBioPortal veri
taban1 ve web aracinin kullanicilara sundugu, mutasyon profilleme, gen ifadesi seviyelerini
belirleme, hayatta kalim analizleri yapma, gibi 6zelliklerini kullanarak kanser veri setlerinde

¢ok boyutlu kesifler yapmay1 hedefledik.
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OZET (devam ediyor)

Yaptigimiz ¢calismada NUDCD1 geniyle koeksprese olan EIF3E, DCAF13 genlerinin benzer
mutasyon profillerine ve benzer mRNA ekspresyonlarina sahip oldugu goriilmiistiir. DCAF13
geninin hepatoseliiler karsinomada, EIF3E geninin hepatoseliiler karsinomada ve akciger
adenokarsinomada ferroptoz metabolizmasiyla ilgili olarak daha 6nce ¢alisiimamis olmamasi,
EIF3E geninin DCAF13 ile benzer kromozom bdlgesinde bulunmasi bu genlere dikkat

cekmektedir. Ug gende goriilen mutasyonlar hastalardaki prognozu kétiilestirmektedir.

PVT1 geninin MYC geniyle birlikte yiiksek diizeyde amplifike oldugunu ve benzer oncoprint
ifadesine sahip oldugunu gordiik. Meme kanserinde, her iki gen bakimindan gen ifadesi degisen
grupta prognoz %28,3 oraninda olumsuz etkilenmektedir.

LIFR ve LCN2 mutasyonlarinin; yumurtalik ser6z kistadenokarsinoma, 6zofagus karsinom,
mide adenokarsinomu, adrenokortikal karsinom, hepatoseliiler karsinom ve berrak hiicreli renal

karsinom hastaliklarinin prognozuyla iligkili oldugu sonucuna ulastik.

Elde edilen bulgular, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in temel olusturabilir. Ferroptoza

neden olan genlerin hedeflenmesi, kanser tedavisinde umut verici olabilir.

Anahtar Kelimeler: Ferroptoz, kanser, cbioportal, prognoz, nekroz, apoptoz, otofaji, glutatyon

Bilim Kodu: 401.02.00.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

INVESTIGATION OF GENES ASSOCIATED WITH FERROPTOSIS RESISTANCE
AND SENSITIVITY USING THE CBIOPORTAL TOOL

Mehmet Géokhan ERTUGRUL

Zonguldak Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology

Thesis Advisor: Assist Prof. Dr. Kerem Mert SENSES

Ekim 2024, 49 pages

Cancer is a leading cause of death worldwide, with higher incidence rates in Turkey than the
global average. All cancer types characterized uncontrolled proliferation and escape from
apoptosis. Ferroptosis, a newly identified form of programmed cell death distinct from
apoptosis, autophagy, and necrosis, helps maintain cellular homeostasis and prevent oxidative

stress damage.

In this study, we used the cBioPortal database to analyze functional genomic data across various
cancer types, investigating genes potentially linked to ferroptosis. Our aim was to explore
cancer data sets multidimensionally using features like mutation profiling, gene expression

analysis, and survival analysis provided by the cBioPortal tool.

In our study, we observed that EIF3E and DCAF13 genes, which are coexpressed with

NUDCDI gene, have similar mutation profiles and similar mRNA expressions. The fact that



ABSTRACT (continued)

The DCAF13 gene has not been studied in hepatocellular carcinoma, and EIF3E has not been
explored in hepatocellular carcinoma or lung adenocarcinoma in relation to ferroptosis
metabolism. Both genes are located in similar chromosome regions, drawing attention to them.

Mutations in these genes worsen patient prognosis.

We found PVT1 and MYC genes are highly amplified and show similar oncoprint expression.
In breast cancer, altered expression of both genes worsens prognosis by 28.3%. LIFR and LCN2
mutations are linked to poor prognosis in ovarian serous cystadenocarcinoma, esophageal
carcinoma, gastric adenocarcinoma, adrenocortical carcinoma, hepatocellular carcinoma, and
clear cell renal carcinoma. These findings may guide new therapeutic strategies, with targeting

ferroptosis-inducing genes as a promising approach for cancer treatment.

Keywords: ferroptosis, cancer, cbioportal, prognosis, necrosis, apoptosis, autophagy,

glutathione

Science Code: 401.02.00.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 HUCRE OLUM MEKANIZMALARI

Cok hiicreli canlilarda olusan yeni hiicre sayis1 ve 6len hiicre sayisi arasinda homeostasiyi
korumak adina siireklilik gdsteren Ozellesmis mekanizmalar bulunmaktadir. Bu
mekanizmalardan bir kism1 hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde rol alirken, bir kismi1 da
hiicre dongiisiiniin inhibisyonunda gorev alarak programli hiicre 6liimlerine neden olurlar. Bu
hiicre 6liim tipleri apoptoz, nekroz, nekroptoz, otofaji, piroptoz, ferroptoz olarak ayrilmaktadir.
Bu mekanizmalar1 anlamak sadece kanser hastaliginin tedavisinde degil, nérodejeneratif ve
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de yeni stratejiler gelistirilmesi acisindan Onemlidir

(Degirmenci 2023).

1.1.1 Apoptoz

Ik kez 1972 yilinda Avusturalya’li patolog J.F.K. Kerr tarafindan tanimlanmistir. Apoptoz,
kelime anlami olarak “agactan diisen yaprak™ ya da “petalin ¢igcekten ayrilmasi” anlamlarina
gelmektedir (Kerr vd. 1972). Tiimor olusumlarinda sik olarak goriiliir ve pozitif ve negatif
sinyaller ile aktif olarak diizenlenmektedir. Apoptoza kars1 direng gosterilmesi hiicre kaybinin
azalmasina sebep olur. Bu durum da tiimor hiicresine avantaj saglar (Rashed ve Ragab 2004).
Nekrozdan farkli olarak apoptoz; fizyolojik ya da patolojik kosullara bagli olarak goriiliir ve

dogal olarak gerceklesir. Programli otonom hiicre par¢alanmasidir (Fink ve Cookson 2005).

Apoptozun regiilasyonunda kaspazlarin aktivasyonu, kalsiyum artisi, timor baskilayict p53’in
aktive olmasi, Bcl-2 / Bax gen ailesi, seramid, sitokrom-c gibi proteinler etkilidir (Coskun ve
Ozgiir 2011). Bel-2 / Bax gen ailesinden bazilar1 apoptoz inhibitériiyken bazilari ise apoptoz
uyaricidir. Apoptozu uyaranlar, mitokondri membranimin iyon gegirgenligini azaltarak
sitokrom-c gibi faktorlerin sitoplazmaya ge¢mesine neden olur (Kaneda vd. 1999). Bu,

prokaspaz-9 aktivasyonunu ve kaspaz aktivitesini baglatir (Nagata 1997, Tomatir 2003).



Tiim kanser tiirlerinde, kanserin nedeninden ve tipinden bagimsiz olarak apoptozdan kagma
goriiliir. Apoptoz mekanizmasindaki kontrol kaybi, farklilagsmalara neden olabilecek mutasyon
birikimine ek olarak, kanserli hiicrelerin hayatta kalmasina, anjiyogeneze ve tiimdoriin agresiflik
derecesinin artmasina neden olur. Apoptotik silirecin baskilanmasinda kaspaz islevi
engellenebilir, Bcl-2 proteininin yiiksek ekspresyon seviyesi ve Bax kaybi goriilebilir

(Degirmenci 2023).

1.1.2 Nekroz

Hiicre Oliimiiniin tesadiifen gergeklestigi, genetik anlamda apoptoz gibi programlanmamis
seklidir. Asir1 radyasyona maruziyet, 1s1, travma, enfeksiyon, yiiksek basing ve kimyasal
maddeler nekroza neden olabilir. Nekroz siirecindeki bir hiicrede; membran zarinda bozulma,
organellerde sisme, ¢esitli DNA kiriklari, laktat dehidrogenaz (LDH) gibi ¢esitli molekiillerin

ekstraseliiler alana kontrolsiiz salinimi1 goriiliir (Degirmenci 2023).

Nekroz, apoptozdan farkli olarak; fizyolojik olmamakla birlikte, dis faktorlerin etkisiyle
gerceklesen hiicrenin pasif ve kazara olimudiir. Nekroz, hiicrenin dis ortamindaki gevresel
bozulmalardan kaynaklanir, ekstrem kosullara asir1 maruziyet durumunda goriliir ve
enflamasyona neden olur (Fink ve Cookson 2005). Bu farklar daha detayli olarak Cizelge 1.1°de

gosterilmistir.



Cizelge 1.1 Apoptoz ve Nekroz Farklar

Apoptoz Nekroz
Nedenleri Fizyolojik ve Patolojik Fizyolojik bir 6liim sekli degildir.
sartlarda meydana gelebilir. Fiziksel ya da kimyasal hasar ya da
anoksi.
Hiicresel Hiicre biiziliir Hiicre siser
Degisimler
Cekirdekteki  Kromatin niikleus
Degisimler membraninda toplanir ve
yogunlagir. i
DNA interniikleozomal
bolgelerden parcalanir.
Hiicre Hiicre membrani saglamdir, Plazma membrani biitiinliiglinii
zarmdaki kiigiik cisimciklere pargalanir.  kaybeder, lizise ugrar.
degisimler
Inflamasyon Inflamasyon olusmaz Inflamasyon gériiliir.
durumu
Metabolik Gen ekspresyonu degisir.
Degisiklikler ~ Aktif Protein Sentezi -

Proteaz aktivasyonu

Nekroz, 4 mm’den daha biiyiik kat1 gelisen tiimdrlerde de goriiliir ve nekrotik kor bdlgelerinde
kemoterapi ya da radyasyon ile tedavisi ¢ok zordur. Kanserli hastalarda nekrotik kor gelisiminin

kotii prognoz ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Degirmenci 2023).

1.1.3 Otofaji

Otofaji; hiicresel stres durumunda hiicrenin hayatta kalmasini saglayan, hasarl ya da gereksiz
organellerin, uzun 6miirlii proteinlerin, diger hiicresel birlesenlerin parcalanmasini saglayan
katabolik siiregtir. Cift zarl1 otofagozom ile karakterizedir. Otofagozomun dis zar1 ile lizozom
zar birlesir. Icerigindeki hasarli organeller ve denatiire molekiiller lizozomal hidrolazlar ile
parcalanir (Anding ve Baehrecke, 2015). Otofaji mekanizmasinin kontrol dis1 kalmasi
Alzheimer, kanser, bunama ve ¢esitli kalitsal hastaliklarla iliskilendirilmistir (Galluzzi vd.

2012).



Otofaji kanserli hiicrelerde, timor gelisimine ya da timor baskilanmasima yol agabilir.
Kanserin ilk evrelerinde toksik diizeydeki mutajenlerin ortadan kaldirilmasimi ve genetik
hatalarin birikimini engelleyerek tiimor olusumunu engelleyebilir. Ancak ilerleyen evrelerde
ise otofaji, yiliksek diizeyde proliferatif olan kanser hiicreleri i¢cin makromolekiillerin geri
donistiiriilmesini ve yapitast olarak bu hiicrelerdeki artan metabolik talebin kargilanmasinda
kullanilabilir. Bu durum 6zellikle karaciger, mide, meme, kolorektal basta olmak iizere cesitli

kanser tiirlerinin gelismesine yol agmaktadir (Degirmenci 2023).

1.1.4 Ferroptoz

Demir tiim canlilar i¢in 6nemli bir mikro besindir. Ancak asir1 demir yiikii organizmada hiicre
Oliimiiniin indiiklenmesini saglayabilir ve canliya zarar verebilir (Tang ve Kroemer 2020).
Ferroptoz terimi ilk kez 2012 yilinda Scott J. Dixon tarafindan kullanilmistir (Degirmenci
2023). Ferroptoz, hiicre i¢cinde yiiksek seviyede demir molekiilii birikiminin neden oldugu,
hiicrede lipid peroksidasyonuna yol acan ve yeni kesfedilen bir hiicresel 6liim sekli olarak
tanimlanmakta ve otofaji, apoptoz, nekrozdan morfolojik olarak ayrildig: belirtilmektedir (Yu
vd. 2017). Son yillarda, yapilan arastirmalar ferroptozun bazi tiimdrlerin baslangicinda ve

ilerlemesinde etkili olabilecegini ortaya koymustur (Mou vd. 2019, Liang vd. 2019).

Endoplazmik retikulum, mitokondri, lizozom, golgi basta olmak iizere bir¢ok organel
ferroptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde rol almaktadir (Degirmenci 2023). Ferroptoz
metabolizmasinin ana diizenleyicisi mitokondri organelidir ve ROS (reactive oxygen species)
feroptozun ana kaynagidir. Ancak mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun tek basina
ferroptoza neden olup olmayacag giinlimiizde hala tartisma konusudur (Battaglia vd. 2020).
Hiicre i¢inde ¢esitli mekanizmalarla demir molekiiliiniin artisi, serbest radikallerin birikimine
baglh olusan oksidatif stres neticesinde hiicre zarindaki yag asitlerinin hasara ugramasi
ferroptoza neden olan iki ana faktordiir. Ferroptozun molekiiler mekanizmasi kompleks bir
sinyal ag1 tarafindan diizenlenir. Sistem Xc inhibitorii olan Erastin, RSL3, RSL5, glutatyon
(GSH) biyosentezinde inhibitér etki gosteren butioninsiilfoksimin (BSO) ve ferroptoz
indiikleyici ajanlar ferroptozda etkilidir (Degirmenci 2023). Sorafenibin hepatoseliiler
karsinomlu bazi hiicrelerde ferroptozu indiikledigi, NRF2 ekspresyonunun ise sorafenib
kaynakli bu ferroptozu inhibe ettigi belirtilmistir (Louandre vd. 2013). BSO y-glutamil
sistein’in inhibitoriidiir, GPX4 aktivitesinin azalmasi ve artan ROS miktartyla GSH’yi inhibe

eder ve Ras mutasyonuna sahip hiicrelerde ferroptoza neden olur (Yang ve Stockwell 2014,



Xie vd. 2016). RSL3, GPX4 inhibisyonuna neden olurken Sistem-Xc i¢in inhibisyona neden
olmaz (Yang ve Stockwell 2014). RSL5 ise erastin benzeri etki gostererek Sistem-Xc’yi
hedefler ve ferroptoza neden olabilir (Yang ve Stockwell 2008).

Sistem Xc, SLC7A11 ve SLC3A2 genleri ile kodlanan Na*? bagimli, ferroptozu engellemeye
yardimer antiporter kompleksidir (Sato vd. 1999). Bu antiporter proteinleri hiicre i¢indeki
glutamati hiicre digina tasirken, hiicre disindaki sistinin hiicre ig¢ine taginmasini saglar. Sistin
glutatyon sentezinin yapilmasinda kullanilmak {izere sisteine doniistiiriiliir (Bridges RJ vd.
2012). GSH hiicresel hasarin dnlenmesinde onemli role sahiptir. Sistem Xc’nin inhibe
edilmesi hiicrelerde SLC7A11’in gen ifadesinin artmasina neden olur (Lu vd. 2018). Yapilan
caligmalarda erastine bagli olarak ferroptoza ugrayan hiicrelerde ¢ok daha diisik GSH

diizeyine rastlandig1 belirtilmistir. (Yang ve Stockwell 2014).

Glutatyon peroksidaz 4 (GPX4), hiicrelerin oksidatif stres diizeylerini denetleyen, lipit
peroksidasyonunu 6nleyen bir proteindir (Ursini vd. 1982). GPX4, lipit hidroperoksitleri lipit
alkollere indirgeyerek lipit peroksidasyonunu sinirlar ve bu sayede ferroptozu inhibe eder.
Erastinin Sistem Xc’yi inhibe etmesi sonucunda GPX4’iin katalitik aktivitesi azalir. Hiicre
icinde sistein ve GSH seviyelerinde azalma goriiliir ve oksitlenmis durumdaki g¢oklu
doymamus yag asitleri (PUFA) bulunduran fosfolipitlerin yikilmasi onlenir. Buna ek olarak,
hiicre disinda artan glutamatin toksik etkisi sistein dengesizligine neden olarak ferroptozu

indiikleyebilir (Degirmenci 2023).

Yiiksek demir diizeyi, Fenton tipi reaksiyon ile ROS iiretilmesine neden olur ve iiretilen ROS,
PUFA bulunduran fosfolipitlerin oksitlenmesini saglayarak, GPX4’iin iglev kaybiyla beraber
ferroptoza katkida bulunur (Xie vd. 2016, Degirmenci 2023). Dolasim halinde bulunan demir,
transferrine baglandiktan sonra ferrik demir (Fe™) formunu alir. Daha sonra endozomda
demirin suda ¢dziiniir formu olan ferrdz demire (Fe™) doniisiir. (Xie vd. 2016). Ferréz demir,
ferritin ve demir bulunduran proteinlerde depo edilmektedir. Demir metabolizmasinda gorevli
IRP1 ve IRP2 proteinleri ise hiicre i¢i demir seviyelerini algilayip demirin alinmasi ya da
salinmasini diizenleyerek demir konsantrasyonunu ayarlar (Degirmenci 2023). Ferroptozun
demir bagimli gerceklestiginin dogrudan kaniti, demir metabolizmasinda ana transkripsiyon

faktorii olan IREB2’nin susturulmast olarak belirtilmistir (Xie vd. 2016). RNAI1 ile baskilanan



IREB2 ekspresyonu, demir metabolizmasiyla ilgili gen ifadesini arttirmakta ve erastinden

kaynaklanan ferroptozu sinirlamaktadir (Dixon vd. 2012, Yang ve Stockwell 2008).
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Sekil 1.1 Ferroptozun Molekiiler Mekanizmasi (sistem-xc veya GPX4 aktivitesinin inhibisyonu
ile ferroptoz siireci baglar. Fenton reaksiyonuyla olusturulan lipid peroksitler,
yikilmayan PUFA’lar ferroptozun yiriitiilmesine katki saglar) (Lu vd. 2018’den
uyarlanmstir).

Morfolojik olarak ferroptotik hiicrelerin mitokondrilerinde hacim azalmasi, dis membranda
bozulma, ¢ift membranda yogunluk artisi, krista kayb1 gibi degisiklikler goriiliir (Dixon vd.
2012, DeHart vd. 2018). Ayn1 zamanda bos sitozolden olusan yuvarlak, berrak bir hiicre
goriintiisii ferroptotik hiicrelerin mikroskobik tanilamasinda onemlidir (Agmon vd. 2018).
Ayrica Ferroptozda, nekroz ve apoptozdan farkli olarak hiicrede biiziilme, kromatin
yogunlagmasi, apoptotik cisimciklerin olusmasi, organel ve sitoplazmada sisme, hiicre
membraninda yirtilma gibi durumlar goriilmez (Li vd. 2020). Otofajiyle farki ise otofagozomal

vakuol olusmaz (Li vd. 2020, Zhou vd. 2019). Cizelge 1.2°de diger farklar gosterilmistir.



Cizelge 1.2 Hiicre Oliimii Cesitleri ve Karakteristik Ozellikleri

Hiicre Oliim Sekli Karakteristik Ozellik

Apoptoz Kaspazlar aracilik eder, niikleer ve sitoplazmik yogunlagsmaya
bagl hiicresel fragmentlerin ve apoptotik cisimlerin olusumunu

igerir, inflamasyon yoktur.

Nekroz Enfeksiyon, travma, iskemi gibi patolojik durumlar neticesinde

kazara goriiliir. Inflamasyon vardr.

Otofaji Olen hiicredeki hiicresel bilesenlerin otofagozomal vakuollerde

parcalanmasidir. inflamasyon yoktur.

Ferroptoz Hiicre yuvarlaklagir, mitokondri dis zar biitiinliigiiniin bozulmasi,
kristanin azalmasi veya kaybolmasi, normal niikleer boyut,

kromatin yogunlagma kayba.

2012 yilinda tanimlanan ferroptoz ile ilgili ilk c¢aligmalar ferroptozun sinyal yolaklarina
odaklanmisken, gliniimiizde ise kanser tedavisinde yeni stratejiler gelistirmeye yonelmistir.
Ferroptozun gen bazli olarak kanser tedavisinde kullaniminin avantajlar1 arasinda; diisiik
toksisiteye sahip olmasi, tek doz ile uzun vadeli tedavi imkani sunmasi, endojen genlerin devre

dis1 birakilabilmesi bulunmaktadir (Shen vd. 2018).

1.2 KANSER EPIiDEMIiYOLOJiSi

Glintimiizde kanser, viicudun herhangi bir organ ya da dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasi ve bilylimesi sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (WHO,
2023). Yapilan arastirmalara gore kanserin tek bir sebebinin olmadigi; yasam tarzi, bir takim
genetik bozukluklar, bazi viriisler, kanser genleri gibi birden fazla nedeninin oldugu sonucuna
ulagilmistir. Kanserler olustuklart organ, bolge ve mikroskobik yapilarina gore
siiflandirilirlar. Tiirkiye'de her yil 103 bini erkek, 71 bini kadin olmak tizere 174 bin kisi
kansere yakalanmaktadir. Kanser, diinyadaki her {ilkede 6nde gelen 6liim nedenlerinden
biridir. Tiirkiye’deki kanser insidansi ise diinya insidansmin iizerinde seyretmektedir. DSO
2019 tahminlerine gore 183 {ilkenin 112 tanesinde 70 yastan dnceki 6liimlerin birinci ya da
ikinci, 23 iilkede de {igiincii veya dordiincii sirada bulunmaktadir (Degirmenci 2023). 2020
yilinda ise diinya genelinde tahmini 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 10,0 milyon

kansere bagli 6liim meydana gelmistir. Kadinlarda meme kanseri, 2,3 milyon yeni vaka



(%11,7) ile en sik teshis edilen kanser olarak akciger kanserini (%11,4) geride birakmuistir.

Bunu kolorektal (9%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserlerinin izledigi goriilmiistiir

i
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Sekil 1.2 Diinya Genelinde Toplam Yeni Kanser Vakalarinin Dagilimi

2020 yilinda kanser tanisi konan hasta sayisi en fazla olan iilkeler; Cin (4.568.754), ABD
(2.281.658), Hindistan (1.324.413), Japonya (1.028.658), Almanya (658.519), Brezilya
(592.212), Rusya (591.371), Fransa (467.965), Birlesik Krallik (457.960), Italya (415.269)
oldugu diisiiniilmektedir (IARC 2023).
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Sekil 1.3 2020 Yilina Ait Tiim Yas Aralig1 ve Her iki Cinsiyette Tahmini Yeni Kanser Vaka
Sayis1

Ulkemizde 2012, 2018 ve 2020 yillarina ait erkeklerde en sik gériilen kanserlere bakildiginda
en yayin goriilen kanser tiirii degismemistir. Mesane kanserinin insidansinda 2012 yilindan
sonra azalma goriiliirken, akciger, prostat ve mide kanseri insidansinda artig goriilmiistiir

(Oztiirk ve Uyar 2021, TARC 2023).

Cizelge 1.3 Ulkemizde 2012, 2018, 2020 Yillarinda Erkeklerde En Cok Gériilen Kanser Tiirii
ve Insidans Hiz1 Siralamasi

2012 2018 2020

Kanser tiirii Siralama  Insidans  Siralama  Insidans  Siralama  Insidans
Akciger Kanseri 1 66,8 1 70,6 1 74,8
Prostat Kanseri 2 40,7 2 41,7 2 42,5
Mesane Kanseri 3 24,6 3 22,9 3 22,9
Kolorektal 4 23,1 4 27,4 4 26,2
Kanser

Mide Kanseri 5 11,8 5 17,6 5 17,8




Tiirkiye’de 2012, 2018 ve 2020 yillarina ait kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiirlerinin
insidans hizina (Diinya Standart Niifusu, 100.000 kiside) bakildiginda ise (Cizelge 1.4), meme
kanserinde, kolorektal kanserde ve akciger kanserinde artis oldugu gériilmektedir (Oztiirk ve

Uyar 2021, IARC).

Cizelge 1.4 Ulkemizde 2012, 2018, 2020 Yillarinda Kadinlarda En Cok Gériilen Kanser Tiirii
ve Insidans Hiz1 Siralamasi

2012 2018 2020
Kanser tiirii Siralama  Insidans  Siralama  insidans  Siralama Insidans
Meme 1 44,9 1 45,6 1 46,6
Kanseri
Tiroid 2 23,0 2 22,4 2 22,4
Kanseri
Kolorektal 3 13,8 3 16,0 3 16,2
Kanser
Uterus 4 11,5 4 11,2 4 11,3
Korpus
Kanseri
Akciger 5 9,0 5 9.8 5 12,0
kanseri

1.3 KANSERDE KARSINOGENEZ SURECI

Karsinogenez normal haldeki hiicrenin kanserli hiicreye doniisme ve tiimor olusturma siirecini
ifade eder. Bu siirecte kanser hiicrelerinin; ¢ogalma sinyallerini siirdiirebilme, metastaz ve
invazyonu aktiflestirme, biiylime ve baskilayicilardan kagma, apoptoza direng, telomeraz
enzimi aktivitesindeki degisiklik sayesinde replikatif Oliimsiizliige erismek, bagisiklik
tahribatindan kagma, damar sistemini indiikleyebilme gibi 6zellikler kazandig1 bilinmektedir
(Degirmenci 2023). Kanser olusum mekanizmasinin temel asamalarini ve kritik biyolojik

stireclerini Sekil 1.4 6zetlemektedir.
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hiicresel farklilasmanin
bozulmasi

Sekil 1.4 Kanserlesme Siirecindeki Temel Mekanizmalar

Sekilde goriildiigii lizere, kanser gelisimi birbirini izleyen cesitli hiicresel ve molekiiler
olaylarin sonucunda gergeklesir. Baslangigta, genetik mutasyonlar veya epigenetik
degisiklikler sonucu hiicre dongiisii ve biiyiime kontrol mekanizmalar1 bozulur. Bu durum,

hiicrelerin asir1 ¢ogalmasina ve tiimor olusumuna yol acgar (Aktipis 2019).

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmast ve normal hiicre islevlerinin bozulmasi sonucu
ortaya cikan karmasik bir hastaliktir. Klinik tedavi siirecinde hastanin saglik durumu igin
metastaza odaklanilmas: Onemlidir. Ancak doku mimarisinde bozulmalar, hiicre
farklilagsmasinda goriilen anormal durumlar, hiicresel 6liime direng gosterilmesi, kaynak
kullaniminin arttirilarak hiicresel enerji dinamiklerindeki meydana gelen degisimler, hiicresel
isbirliginin aksamasit gibi durumlar biitiinclil bir ¢ercevede degerlendirildiginde klinik

calismalarda daha etkili olabilir (Aktipis vd. 2015).

1.4 HUCRE DONGUSU VE KANSER

Hiicre dongiisii interfaz ve mitotik evre olmak iizere iki kisimda gergeklesir. Interfaz, G1, S
ve G2 evrelerinden olusur. G1 asamasindaki hiicreler protein, ATP ve diger gerekli
metabolitleri saglayarak DNA’larin1 eslemek lizere S fazina gegerler. Hiicre S fazina
gecmedigi takdirde GO fazi olarak adlandirilan ve tekrar hiicre dongiisiine girmeden 6nce uzun
bir siire dinlenme siirecine gecerler. Fazlar arasindaki bu kompleks gecisin kontrolii;
aktivatorler (siklinler, siklin bagimli kinazlar) ve CDK inhibitorleri tarafindan saglanir.
CDK’lardan farkli olarak siklinler dongiiniin belirli evrelerinde sentezlenirler ve gorevleri

CDK’lar aktiflestirmektir. Hiicre dongiisiinde gorevli on besten fazla oldugu bilinen
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siklinlerden ilk olarak Siklin D’nin miktar1 artar. D1, D2 ve D3 seklinde ii¢ formu bulunur ve
digerlerine gore daha dayaniksizdirlar (Golias vd. 2004, Kierszenbaum ve Tres 2006, Aktug
2014). Biiyiime faktorlerinin CDK4 veya CDKG®6 ile olan etkilesimdeki siklin D1, D2 ve D3
aktivasyonunu saglamasiyla G1 fazi baglatilir. Siklin D-CDK4/6 kompleksinin artan aktivitesi
p53 inaktivasyonuna ve retinoblastoma proteininin (pRB) fosforilasyonuna neden olur. Bu
sayede E2F salimimi indiiklenerek gerekli besin maddeleri bulunmadigi durumlarda G1
kontrol noktasinin inaktive edilmesini saglar. Siklin E-CDK2’nin aktivasyonu, genlerden S
fazina gecis icin gerekli olanlarin transkripsiyonunu saglar. Dongiliniin S fazinda
ilerleyebilmesi ve DNA replikasyonunun gerceklesmesi buna baglidir. G2 fazindan mitotik

evreye gecis ise siklin A-CDK2 ve siklin B-CDK1 tarafindan saglanir.

1.5 HUCRE DONGUSU VE FERROPTOZ ILiSKIiSI

Kanser hiicrelerinde gen mutasyonu, gen inaktivasyonu, onkogenlerin asir1 ekspresyona veya
amplifikasyona ugramalar1 sebebiyle siklin bagimli kontrol mekanizmasi kaybedilir. Buna
bagli olarak CDK’ler upregiile edilebilir ve anormal transkripsiyon durumu goriilebilir. CDK
inhibitorlerinden p21°in transkripsiyonel aktivasyonu p53 geni tarafindan saglanir. Timor
baskilayict gen olan p53 hasarli hiicrelerin hiicre dongiisiinde boliinmesini engelleyen kontrol
noktalarini tetikler ya da apoptoza yol agar. Bu gen bircok kanser tiiriinde mutasyona ugrar.
(Degirmenci 2023, Aktug 2014). p53 stabilizasyonu ve CDK4/6 inhibisyonuna bagl olarak
hiicre dongiisiiniin durmasi, MBOAT1 ve EMP2 ifadesini azaltir. Ozellikle EMP2 kaybu, lipid
metabolizmasini degistirerek hiicreleri GPX4 inhibitorlerine kars1 duyarli hale getirir. Bu

durum ferroptoza kars1 duyarlilig: arttirmaktadir (Rodencal vd. 2023).
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Sekil 1.5 Hiicre Boliinme Durumuna Bagli Ferroptoz Hassasiyeti Mekanizmalar1 (p53
stabilizasyonu ve CDK4/6 inhibisyonuna bagli olarak hiicre dongiisiiniin durmasi,
MBOATI1 ve EMP2 ifadesini azaltir. EMP2 kaybi, lipid metabolizmasini degistirerek
hiicreleri GPX4 inhibitorlerine karsi duyarli hale getirir ve ferroptoz duyarhilig: artar
(Rodencal vd. 2023).)

Sekil 1.5 CDK'larin ve pS3/MDM2 etkilesiminin, hiicrelerin ferroptoz duyarliligini nasil
etkiledigini gorsel olarak 6zetlemektedir. Bu durum, proliferatif ve hiicre dongiisii durdurulmus

hiicrelerin ferroptoza kars1 farkli tepkiler gdstermesine neden olur (Rodencal vd. 2023).
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

Aragtirmada in siliko yontemler kullamlmistir. Calismada genomik verileri analiz etmek,
gorsellestirmek, biyobelirtecleri  belirlemek, mutasyonlar1 incelemek, gen ifadelerini
karsilagtirmak, ¢esitli kanser tlirlerindeki genetik degisiklikleri izlemek amaciyla

www.cbioportal.com linki ile erisilebilen web tabanli ara¢ kullanilmigtr.

Tezde kullanilan Sekil 1.1 “Ferroptozun molekiiler mekanizmasi” ve Sekil 1.4 Kanserlesme
stirecindeki temel mekanizmalar” yayinlanan ilgili makalelerden Tiirkgelestirilerek Adobe

Photoshop 25.0 programi kullanilarak ¢izilmistir.

2.1 “IN-SILICO” ANALIZLER

Eyliil 2023’te ferroptoz ile iligkili olabilecek genler hakkinda literatiir taramas1 yapilmistir.
Burada ferroptozla iliskili olabilecek genler belirlenip, Mayis 2024’e kadar meme kanseri,
akciger kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri, karaciger kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde
ferroptozu indiikleyen ya da inhibe eden bu genlerle benzerlik gosteren baska genler

aragtirilmistir.

2.1.1 Mutasyon, Hayatta Kalma Egrileri, Oncoprint ve Ekspresyon Seviyelerinin Analizi

NUDCDI ifadesi, koekspresyon ve mutasyon analizinde TCGA PanCancer Atlas veri setinde
Liver Hepatocellular Carcinoma (HCC) 348 ornek incelendi. TCGA PanCancer Atlas veri
setinde liver hepatocellular carcinoma 348 ornekte NUDCDI1, EIF3E, DCAF13 mRNA
ekspresyonlarinin  karsilastirmasi, NUDCDI1, EIF3E, DCAF13, mutasyon profillerinin
belirlenmesi, her iki cinsiyet i¢in yas grubu dagilimi ve oncoprint analizi yapilmistir.

Hepatoseliiler karsinoma 6rneklerinin analizi yapilirken:

15



(a) cbioportal.org ana sayfadan “Liver Hepatocellular Carcinoma (TCGA PanCancer Atlas)”
secildi, (b) “Query by Gene” secenegine tiklandi, (c) agilan sayfadaki “Select Genomic
Profiles” kismindan “mRNA expression z-scores relative to diploid samples (RNA Seq V2
RSEM)” segenegi eklendi, (d)”Enter Genes” alaninda (Submit Query diigmesine tiklanarak)
“NUDCD1” geni arandi, (e) “Co-expression” meniisiine tiklandi, (f) NUDCD1 geni ile birlikte
en yiiksek ve en diisiik korelasyon gosteren ferroptozla iliskili olabilecek genler belirlendi.
Akciger kanserinde analiz adimlar1 : (a) cbioportal.org ana sayfadan “Lung Adenocarcinoma
(TCGA PanCancer Atlas)” se¢ildi, (b), (c), (d), (e), (f) kisimlar1 hepatoseliiler karsinoma ile
ayni sekilde uygulandi. Lung Adenocarcinoma (LAC) hastaliginda TCGA PanCancer Atlas
veri setinde 503 6rnekte; NUDCD1, EIF3E ve DCAF13 genlerine ait mutasyon profillerinin

belirlenmesi, ekspresyonlarinin karsilastirilmasi ve oncoprint analizi yapilmaistir.

MY C geni www.cbioportal.com iizerinde (a) Breast Cancer (METABRIC, Nature 2012 & Nat
Commun 2016) veri setinde arastirilmistir. (b), (c), (¢) NUDCDI ile ayn1 sekilde uygulandi. (d)
“Enter Genes” kisminda MYC geni yazildi. (f) MYC geniyle birlikte en yiiksek ve en diisiik
korelasyon gdsteren, ferroptozla iliskili olabilecek genler belirlendi. Ayni veri setinde RNF40
geni ile iligkili mutasyon profili, hayatta kalma egrisi ve hastaligin niiksetmeme siiresi igin
Kaplan-Meier plot grafigi analiz edilmistir. MYC geni Ovarian Serous cystadenocarcinomada
(OSC) TCGA PanCancer Atlas verisetinde TP53 mutasyonlu 201 6rnekte PVT1 mutasyonu

oncoprint ifadesi aragtirilmistir.

Daha oOnceki ¢alismalarda ferroptozla iliskilendirilen SRXNI1 geni www.cbioportal.com
tizerinde (a) Anasayfadan “Liver Hepatocellular Carcinoma (TCGA PanCancer Atlas)” veri
seti secildi. (b) ve (¢) aynen uygulandi. (d) “Enter Genes” kismindan SRXNI1 geni 348 6rnek
tizerinde incelenmis genetik alterasyon, mutasyon profilleri analiz edilmistir. Ayni gen (a), (b),
(¢), (d) adimlar1 benzer sekilde uygulanarak Breast Cancer (METABRIC, Nature 2012 & Nat
Commun 2016) veri setinde incelenmis, (f) adiminda koeksprese olan genler kismindan
CTDSP1 genine ulagilmistir. 1886 6rnek ve “Cancer Type Detailed” kismindan Invasive Ductal
Carcinoma filtrelenerek, “Mutated Genes” kismindan PIK3CA mutasyonlu 6rnekler secilip
CTDSP1 ile en yiiksek co-ekspresyon seviyesine sahip XPOT genine ulagilmistir. XPOT geni
Breast Cancer (METABRIC, Nature 2012 & Nat Commun 2016), Prostate Adenocarcinoma
(MSK, Eur Urol 2020), Lung Adenocarcinoma Met Organotropism (MSK, Cancer Cell 2023),

Kidney Renal Cell Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy), Liver hepatocellular carcinoma
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(TCGA, PanCancer Atlas) veri setlerinde incelenmis, Gen alterasyonlar1 ve hayatta kalma

egrileri analiz edilmistir. Bu genle iligkili RAE1 ve SDHA genlerine ulasilmistir.

PTEN geni Prostate Cancer (DKFZ, Cancer Cell 2018) ve Breast Cancer (METABRIC, Nature
2012 & Nat Commun 2016) veri setinde aratilmig, mutasyon profili ve mRNA ekspresyonlari
analiz edilmistir. Invasive ductal carcinoma’li 1472 6rnek iizerinden PIK3CA mutasyonu olan
ornekte TOMM40 genine ulagilmistir. Bu genin mutasyon profili, hayatta kalma egrisi ve diger
meme kanseri ¢esitlerinde Mutasyon-CNA ve mRNA verileri incelenmistir. TOMM40, PTEN
ve SDHA genlerinin bu hastalia dair genetik alterasyon frekans grafiklerine ulasilmistir.
SDHA geninde D92 A mutasyonuna rastlanmistir. cBioPortal web araci kullanilarak elde edilen

veritabanlari tablo halinde Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1 cBioPortal Uzerinden Elde Edilen Analizlerle ilgili Kanser Tiirii ve Ilgili Veri

Setleri
Gen Kanser Veri seti Analiz Link
Tiirii

NUDCDI- HCC TCGA Oncoprint https://bit.ly/3U8hLPo
EIF3E- PanCancer
DCAF13- Atlas
GPR137 (n=348)
NUDCDI1- HCC TCGA Koekspresyon https://bit.ly/4aNiBGT
EIF3E- PanCancer
DCAF13 Atlas

(n=348)
NUDCD1- HCC TCGA Plot https://bit.ly/457IBM7
EIF3E- PanCancer
DCAF13 Atlas

(n=348)
NUDCDI-
EIF3E- HCC TCGA Hayatta Kalma https://bit.ly/3x13njS
DCAF13 PanCancer Egrisi

Atlas

(n=348)
NUDCDI- HCC TCGA Koekspresyon https://bit.ly/3KKSshw
EIF3E- PanCancer
DCAF13- Atlas
GPR137 (n=348)
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Cizelge 2.1 (devam ediyor)

Gen Kanser Veri seti Analiz Link
Tiru
NUDCDI1- LAC TCGA Oncoprint https://bit.ly/4dJs3g8
EIF3E- PanCancer
DCAF13- Atlas
GPR137 (n=503)
NUDCDI- LAC TCGA Koekspresyon https://bit.ly/458MC2K
EIF3E- PanCancer
DCAF13 Atlas
(n=503)
NUDCDI- LAC TCGA Koekspresyon https://bit.ly/45sVhNK
EIF3E- PanCancer
DCAF13- Atlas
GPR137 (n=503)
MYC OSC TCGA Oncoprint https://bit.ly/4ecOhPZ
PanCancer
Atlas
(n=201)
MYC-
PVTI1 OSC TCGA Koekspresyon https://bit.ly/459GgAS8
PanCancer
Atlas
(n=201)
PVTI OSC TCGA Oncoprint https://bit.ly/4aNbpKP
PanCancer
Atlas
(n=201)
MYC- 0OSC TCGA Koekspresyon https://bit.ly/4eppNMv
CDC42SE1 PanCancer
Atlas
(n=201)
LIFR Kanser Tipleri https://bit.ly/3NpV45Q
LCN2 Kanser Tipleri https://bit.ly/3YkXhph

Belirtilen linklerden cesitli kanser tiirlerinde ilgili verisetleriyle iliskili istatistiksel verilere,

gorsellere ve analiz sonuglarina ulasilabilmektedir.
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 NUDCD1 GENININ VE NUDCD1 GENIiYLE iLGiLi OLABILECEK DiGER
GENLERIN FERROPTOZLA ILiSKiSI

NUDCDI geni ¢esitli kanser tiirlerinde ekspresyon seviyesi artan bir onkogen olup yapilan
calismalarda kanser biyolojisinde siklikla ¢alisilan SMMC7721 ve HepG2 hiicre hatlarinda
ekspresyon seviyesinin arttigi, NUDCDI1 geninin baskilanmasinin hepatoseliiler karsinoma
hastaliginda GPX4 ekspresyonunu azaltarak ferroptozu kolaylastirdigi, NUDCD1 geninin
baskilanmasinin hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde proliferasyonu belirgin 6l¢iide azalttig

belirtilmistir (Zhu vd. 2022).

Hepatoseliiler karsinoma hastaliginda TCGA PanCancer Atlas veri setinde NUDCD1 geniyle
koeksprese olan genler arastirilmis ve bunlarin mutasyon profillerine ulasilmistir. Genler
belirlenirken literatiirde ¢esitli kanser hastaliklarinda ferroptoz mekanizmasi ile ilgili ¢ok fazla
calisilmamig olmasina dikkat edilmistir. Belirli bir kanserin ferroptoz metabolizmasinda etkili

ise bu genlerin diger kanser ¢esitlerindeki alterasyonunun arastirilmasi hedeflenmistir.
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NUDCD1 Geniyle Pozitif Korelasyona NUDCDI Geniyle Negatif Korelasyona

Sahip Genler Sahip Genler

Correlated Gene Cytoband Spearman's  p-Value  g-Value Correlated Gene Cytoband Spearman's  p-Value  g-Value

Correlation - Correlation a
DCAF13 8q22.3 0.803  1.34e-79  2.22e-75 GPR137 1q13.1 0508 291e-24 5.53e-22
uTP23 8q24.11 0802 2.22e-79  2.22e-75 SMPD1 11p15.4 0499 278623 4.4Te-21
VIRMA 8q22.1 0772 4.34e-70  2.89e-66 CNDP1 18q22.3 0499 292e-23  4.66e-21
PABPC1 8q22.3 0771 7.28e-70  3.63e-66 SLC25A34 1p36.21 0490 192e-22 2.94e-20
WASHC5 8q24.13 0.762  3.05e-67 1.22e-63 GHR 5p13.1-p12 -0.484 B8.44e-22 1.23e-19
ATP6V1C1 8922.3 0.757 6.550-66 2.18e-62 CYP4V2 4935.1-935.2 0482  1.11e-21 1.59¢-19
PTK2 89243 0.747  2.64e-63 7.53e-60 AMY2B 1p21.1 0472 958e-21 1.27e-18
EIF3H 8q23.3-g24.11 0.724  9.62e-58  2.40e-54 AGXT 2q37.3 0470 1.60e-20 2.08e-18
ZNF7 8q24.3 0720 6.10e-57 1.35e-53 TMEM129 4p16.3 0468 2576-20 3.31e-18
SLC25A32 8922.3 0718  1.80e-56  3.60e-53 KDM8 16p12.1 0453 564e-19  6.36e-17
RAD21 8q24.11 0.713  2.86e-55 5.18e-52 FAM149A 4q35.1 0451 851e-19  9.43e-17
EIF3E 8q23.1 0.710  1.46e-54 2.44e-51 ACACB 12q24 .11 0448 193e-18  2.06e-16
PABPC3 13912.13 0700 1.29e-52 1.97e-49 XDH 2p23.1 0441 592e-18 5.97e-16
CYRIB 8q24.21 0699 2.95e-52 4.21e-49 KLKB1 4q35.2 0437 1.10e-17  1.07e-15
pscct 8q24.12 0689 3.22e-50 4.29e-47 IGFALS 16p13.3 0431 381e-17 3.63e-15
TATDN1 8q24.13 0685 1.29e-49 1.61e-46 TXNDC1H 16p13.13 0427 7.66e-17 7.08e-15
RRS1 8q13.1 0682 6.68e-49 7.84e-46 AMY1A 1p21.1 0424 1.40e-18  1.27e-14
0TUD6B 8q21.3 0679 214e-48 2.37e-45 NDRG2 14q11.2 0423 147e-16  1.33e-14
ZFAND1 8q21.13 0673 325047 341e-44 APOC3 11923.3 0423 151e-18  1.36e-14
AGO2 8q24.3 0665 9.88e-46 9.86e-43 MAMDC4 9q34.3 0422 1.71e-16  1.52e-14
INTS8 8q22.1 0664 1.27e-45 1.21e-42 ACADS 12q24 31 0413 870e-16  7.42e-14
EMC2 8q23.1 0656 3.38e-44 3.07e-41 NR3C2 4931 0412 1.04e-15  8.76e-14
AZIN 8922.3 0653 1.17e-43  1.02e-40 KNG1 3q27.3 0411 1.32e-15  1.11e-13
CHRAC1 8q24.3 0651 242e-43 2.02e-40 PRKAG2 7936.1 0411 13415  1.11e13
TBC1D31 8q24.13 0651 2.76e-43  2.20e-40 FNDC5 1p35.1 0408 3.11e-15 2.52¢-13

Sekil 3.1 Cbioportal’da Hepatoseliiler Karsinomada TCGA PanCancer Atlas Veri Setinde
NUDCDI1 Geni ile Koeksprese Olan Genler. (Bu genler arasinda DCAF13 ve
EIF3E’nin NUDCDI ile ifade oldugu goriilmiistiir. GPR137 geninin ise NUDCDI ile
negatif korelasyona sahip oldugu goriilmiistiir.)

Koekspresyon seviyesi en yliksek olan gen DCAF13 olarak belirlenmistir. NUDCD1 geni
1q32.1 sitoband bolgesinde bulunurken DCAF13 geni ise 8q22.3 sitoband bdlgesinde yer

almaktadir.

DCAF13 geninin akciger adenokarsinomali hastalarda da asir1 ekspre edildigi, pS3 proteini
sinyal yolununun negatif bir diizenleyicisi oldugunu gosteren c¢alismalar vardir. Bu
calismalarda DCAF13 geni akciger adenokarsinomada kotii prognoz ile iliskilendirilirken
terapdtik stratejiler i¢in yeni bir biyobelirteg olabilecegi belirtilmistir (Wei vd. 2024). DCAF13
geniyle benzer sitoband bdélgesinde bulunan (8q23.1) ve NUDCDI geniyle yiiksek pozitif
korelasyonda koekspresyona sahip bir diger gen olarak EIF3E genini arastirdik. Yapilan

aragtirmalarda EIF3E geninin mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol acarak Parkinson
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hastaliginda ferroptozla iliskilendirildigi belirtilmistir (Dong-Chen vd. 2023). EIF3E geninin

kanser hastaliginda ferroptoz metabolizmasi ile iligkisine rastlanmamaistir.

Cbioportal araci kullanarak yaptigimiz oncoprint analizinde NUDCDI1, DCAF13, EIF3E
genlerinin TCGA PanCancer Atlas veri setinde 348  hepatoseliiler karsinomlu hasta
orneklerinde benzer mutasyonlara ugradigini ve ekspresyonunun belirgin bir sekilde arttigi
sonucuna ulastik. NUDCDI, DCAF13 ve EIF3E genlerinin hepatoseliiler karsinoma
hastaliginda benzer mutasyon profillerine sahip olmasi dikkat ¢ekicidir. Ardindan ayni genlerin
oncoprint mutasyon profillerini akciger adenokarsinomali 503 hastada inceledik (TCGA
PanCancer Atlas verisetinde kullanilmistir). Akciger adenokarsinomada TCGA PanCancer
Atlas veri setinde 503 hasta drneginde NUDCDI1, DCAF13, EIF3E genlerinin oncoprint
ifadelerine baktigimizda yine benzer alterasyonlara sahip olduklarini fakat alterasyon goriilme
oraninin hepatoseliiler karsinoma hastaligindan daha diisiik seviyede oldugunu belirledik.
GPR137 geni oncoprint ifadede EIF3E, DCAF13 genlerinden daha diisiik korelasyona sahiptir.

Bu genlerin oncoprint analizi Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2 Hepatoseliiler Karsinoma ve Akciger Adenokarsinoma Hastaliklarinda TCGA PanCancer Atlas veri setinde NUDCD1, DCAF13, EIF3E,
GPR137 Genlerinin Oncoprint Analizi (a: NUDCD1, DCAF13, EIF3E, GPR137 genlerinin TCGA PanCancer Atlas veri setinde (n=348)
Hepatoseliiler karsinoma oncoprint ifadesi, b: NUDCDI1, DCAF13, EIF3E, GPR137 genlerinin TCGA PanCancer Atlas veri setinde

(n=503) Akciger Adenokarsinoma oncoprint ifadesi)
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Sekil 3.3 TCGA PanCancer Atlas Veri Setinde NUDCDI1, EIF3E, DCAF13 ve GPR137 Genleri Gen Ekspresyon Korelasyon Analizi (a: TCGA
PanCancer Atlas veri setinde (n=348) ve liver hepatocellular carcinomada NUDCDI1 ve EIF3E genleri ekspresyon korelasyonu; b: TCGA
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Sekil 3.3 (devam ediyor) PanCancer Atlas veri setinde (n=348) ve liver hepatocellular
carcinomada NUDCD1 ve DCAFI13 genleri ekspresyon korelasyonu; c: TCGA
PanCancer Atlas verisetinde (n=348) liver hepatocellular carcinomada NUDCD1 ve
GPR137 gen ekspresyon korelasyonu; d: TCGA PanCancer Atlas veri setinde (n=503)
ve lung adenocarcinomada NUDCDI1 ve EIF3E gen ekspresyon korelasyonu; e:
TCGA PanCancer Atlas veri setinde (n=503) ve Lung Adenocarcinomada NUDCDI1
ve DCAF13 gen ekspresyon korelasyonu; f: TCGA PanCancer Atlas verisetinde
(n=503) lung adenocarcinomada NUDCD1 ve GPR137 gen ekspresyon korelasyonu
gosterilmistir.)

Grafikteki NUDCDI, EIF3E ve DCAF13 genlerinin mRNA ekspresyon korelasyon grafiginde
her bir nokta tiimor hiicresini belirtmekte ve ilgili genlerin mRNA ekspresyon seviyelerini
gostermektedir. Grafik (a), hepatoseliiler karsinomada NUDCDI1 ve EIF3E genlerine ait
ekspresyon seviyelerini gostermektedir. Grafik incelendiginde Spearman korelasyon katsayisi

0,71 ve Pearson korelasyon katsayis1 0.73 tiir.

Grafik (b) incelendiginde ise NUDCDI1 ve DCAF13 genlerinin korelasyonuna gore Spearman
ve Pearson korelasyon katsayist 0.80°dir. Hepatoseliiler karsinomada DCAF13 ve EIF3E
genlerinin NUDCDI ile giiclii pozitif yonlii bir korelasyon oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla
bu ii¢ genin regiilasyonu birbirine benzer ve hepatoseliiler karsinomada ferroptozla ilgili benzer

etkiler gosteriyor olabilir.

Grafik (c), hepatoseliiler karsinomada TCGA PanCancer Atlas verisetinde NUDCDI1 ve
GPR137 genlerine ait ekspresyon seviyelerini gostermektedir. Grafik incelendiginde Spearman
korelasyon katsayist -0,51 ve Pearson korelasyon katsayisi -0.40’tir. Negatif ve anlamli bir

korelasyon vardir fakat korelasyon katsayisi diger gen ilgilerine gore daha diistiktiir.

Grafik (d), akciger adenokarsinomada TCGA PanCancer Atlas veri setinde NUDCD1 ve EIF3E
genlerine ait ekspresyon seviyelerini gostermektedir. Grafik incelendiginde Spearman
korelasyon katsayist 0,52 ve Pearson korelasyon katsayis1 0.58°dir. Grafik(A) ile
karsilagtirildiginda hepatoseliiler karsinoma gore korelasyon katsayisi daha azdir. Ancak

anlamli bir korelasyon ilgisi gostermektedir.
Grafik (e) incelendiginde ise NUDCDI1 ve DCAF13 genlerinin korelasyonuna gére Spearman

ve Pearson korelasyon katsayisi 0.75°tir. Buradaki deger de anlamlidir ve hepatoseliiler

karsinomla yakin diizeydedir.

24



Grafik (f) incelendiginde ise NUDCD1 ve GPR137 genlerinin ekspresyonu TCGA PanCancer
Atlas verisetinde negatif korelasyon gostermistir. Spearman korelasyon katsayisi -0,32 ve
Pearson korelasyon katsayisi -0,27°dir. Anlamlilik diger grafiklerle karsilastirildiginda
diistiktiir.

Gorseldeki bilgiler, timor 6rneklerinden elde edilmistir. Bu, korelasyonun tiim dokularda ve
tiim kanser tiirlerinde gecerli olmayabilecegi anlamina gelir. Korelasyon, nedensellik anlamina
gelmez. ki gen arasinda korelasyon olsa bile, bu bir genin digerini etkiledigi anlamima gelmez.
NUDCDI, EIF3E, DCAF13, GPR137 genleri arasindaki iligkiyi daha iyi anlamak i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

NUDCDI1 Geni Kopya Sayisi

NUDCD1: mRNA Expression, RSEM

&
O

NUDCD1: Putative copy-number alterations from GISTIC

NUDCD1 e« Missense (VUS) Not mutated o Amplification Gain
Diploid Shallow Deletion O Deep Deletion

Sekil 3.4 Hepatoseliiler Karsinomada NUDCDI1 Geni I¢in Amplifikasyon, Gain, Diploid,
Shallow Deletion, Deep Deletion ve mRNA Ifadesi (Her bir nokta hepatoseliiler
karsinomal1 bireyi temsil etmektedir. Ag¢iklamada, mutasyon tiirleri belirtilmistir:
Yesil renkte (VUS) Missense, gri renkte Diploid, acik mavi renkte Shallow Deletion,
koyu mavi renkte Deep Deletion, pembe renkte Gain ve kirmizi renkte Amplifikasyon
gosterilmistir)

NUDCDI geninin kopya sayisindaki artiglar (amplifikasyon ve gain) mRNA ekspresyon

seviyelerinde 6nemli artisa (Amplifikasyon icin ekspresyon seviyesi: 8,5-10,5 ; Gain i¢in

ekspresyon seviyesi: 7,5 — 10,5 ; Diploid i¢in ekspresyon seviyesi: 7-9 ) neden olmaktadir. Gen
kopya sayisindaki azalmalarda ise mRNA ekspresyon seviyesi diismektedir (Shallow Deletion

icin ekspresyon seviyesi: 7-8,5 ; Deep Deletion i¢in ekspresyon seviyesi: Tek bir veri noktasi

yaklagik 6,5 seviyesi)
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Arastirdigimiz hasta 6rneklerinde NUDCDI1 geninin normalden daha fazla sayida kopyasinin
bulundugu ve asir1 kopyalandig1 sonucuna ulastik. Bu durum normalden daha fazla protein
tiretilmesine neden olup hepatoseliiler karsinomlu kanser hiicrelerinin biiylimesini ve

yayilmasini destekleyebilir.

Survival analiz i¢in Kaplan-Meier yontemi kullanilarak grafik olusturulmustur ve hastaligin
tanis1 kondugu siireden 6liim anina kadar olan 121 aylik sirede NUDCD1, DCAF13, EIF3E
gen ifadesi degisikliklerinin hepatoseliiler karsinomda hayatta kalma ile ilgisi her gen i¢in ayr1

ayr arastirilmistir. Ancak anlamli bir logrank p-degeri elde edilememistir (veri gosterilmiyor).
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Sekil 3.5 Hepatoseliiler Karsinom Teshisinde Her Iki Cinsiyette Yas Gruplarina Bagl Dagilim

Sekil 3.5’deki grafik, hepatoseliiler karsinom hastaliginin teshis yasini gostermektedir. .

Grafige gore bu mutasyonlarin 50-75 yas arasinda goriilme miktar1 daha fazladir.

EIF3E ve DCAF13 genlerinin her ikisi de hepatoseliiler karsinoma hastaliginda daha 6nce
ferroptozla ilgili olarak ¢alisilmamaistir. Bu genlerin ferroptozla olasi iliskisinin belirlenmesi bu

hastalik icin gelistirilecek yeni terapotik stratejilerde etkili olabilir.

3.2 C-MYC GENININ VE C-MYC GENIYLE iLGIiLi OLABILECEK DiGER
GENLERIN FERROPTOZLA ILiSKiSI

Yapilan arastirmalarda ovaryum kanseri ve cesitli kanser tiirlerinde c-MYC geninin asir1
ekspresyonunun demir metabolizmasinin diizenleyici reseptorii olan NCO4A ekspresyonunu
azaltt1g1, glutatyonu arttirdig1, ferroptozu inhibe ederek malign tiirleri ve bagisiklik sisteminden

kacist destekledigi belirtilmistir (Jin vd. 2022).

EGLN1/c-MYC kaynakli, DNA onariminda ve bagisiklikta rol oynayan lenfoid spesifik

helikazin mekanizmasi iizerine yapilan arastirma, c-MYC geninin, ferroptoz ile iliskili lipid
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metabolizmas1  genlerinin  ekspresyonunu diizenleyerek ferroptozu inhibe ettigini
gostermektedir. Bu calismalar, c-MYC'nin, lenfoid spesifik helikazin (LSH) ekspresyonunu
dogrudan aktive ederek ferroptozu inhibe ettigini géstermektedir (Tao vd. 2017).

Bir baska calismada ise kanser ferrotoksik bir hastalik olarak degerlendirilmis, BRCA1
eksikliginin neden oldugu fenton reaksiyonu tabanli karsinogenez siirecinde BRCAI
mutasyonuna sahip si¢anlarda demir metabolizmasinin degistigi ve mitokondri islev
bozukluklarina neden oldugu belirtilmistir. Bunun yaninda kromozom amplifikasyonlar1 ve
ferroptoz direncine sebep olmaktadir. Asirt demire maruz birakilan sicanlarda nefrotoksisiteye
bagli renal hiicre karsinomu gelisimi de gézlenmistir. Bu metabolizma ve islev bozukluklarinin
ozellikle insan meme kanseri basta olmak iizere bir¢ok kanser tiirlinde siiriicii gen olarak islev

goren c-MYC ile de iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. FISH analizi goriintiilerine gére Renal

Hiicre Karsinomunda ¢c-MYC amplifikasyonu goriilmiistiir (Kong vd 2022).

c-MYC geninin demir metabolizmasiyla ilgisine dikkat ¢eken bir baska calismada ise,
hepatoseliiler karsinomada c-MYC ile indiiklenen GOT1’in glutamin yoksunluguna bagh
ferroptoza karsi savunmada onemli gorev iistlendigi ve bunun HCC igin klinik hedefli

stratejilerde 6nemli bir temele konulabilecegi belirtilmistir (Zhao vd. 2023).
Yaptigimiz arastirmada, MYC geninin alterasyon frekansi cesitli kanser tiirlerinde

incelenmigtir. Ovaryum Serdz Kistadenokarsinom, Meme Kanseri, Mide kanseri ve

Hepatoseliiler karsinoma basta olmak tizere bir¢cok kanser tiirlinde mutasyona ugramaistir.
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Sekil 3.6 MYC Geninin Cesitli Kanser Tiirlerinde Alterasyon Frekansi (yumurtalik, meme,
mide, karaciger, prostat, kan, bobrek vs. kanserlerinde MY C geninin yapisal degisiklik
(fiizyon) mutasyon ve kopya sayist verileri grafiksel olarak gosterilmektedir. Ornegin;
cbioportal araciyla erisilebilen TCGA PanCancer Atlas verisetindeki over ser6z
kistadenokarsinoma hastalarinin yaklasik %33’tinde MYC amplifikasyonu tespit

edilmistir.)

Yumurtalik ser6z kistadenokarsinomda 9%32.36 (189 hasta) oraninda, meme kanserinde

%25.49 (554 hasta) oraninda, invaziv meme karsinomunda %14.76 (160 hasta), mide

adenokarsinomunda %12.05 oraninda, hepatoseliiler karsinomda %11.02 oraninda (42

hastada), prostat adenokarsinomda %7.89 oraninda (39 hasta), akciger adenokarsinomada %7.6

oraninda, mesane kanserinde %#4.2 oraninda, difiiz biiyiik B hiicreli lenfomada %2.78 (11 hasta)
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oraninda MYC geninin amplifikasyonuna rastlanmistir. Berrak hiicreli bobrek karsinom,
pediatrik akut lenfoid I6semi, kronik lenfositer 16semide, genel genetik degisim tiirleri ¢ok daha
az gorildigl, yumurtaligin diisiik dereceli serdz karsinomunda ise herhangi bir genetik
degisimin olmadig1 belirlenmistir. Sekil 3.6 ayrica her bir kanser tipi i¢in tiim genetik degisim
tiirlerinin kombinasyonunu igermekte olup, mutasyon, amplifikasyon ve derin silinme gibi

degisimlerin farkl oranlarda oldugunu gostermektedir.

Yapilan caligmalarda TP53 geni mutasyonlarinin 6zellikle meme ve yumurtalik kanserlerinde
olduk¢a yaygin oldugu belirtilmistir (Silwal-Pandit vd. 2017). TP53 mutasyonlarinin seréz
yumurtalik kanseri olusumunda olduk¢a erken donemde ortaya ciktigi ifade edilmistir
(Bernardini vd. 2010). Aym1 zamanda demir metabolizmasinin transkripsiyonel
diizenlenmesinde de gorev aldig1 ve ferroptoz mekanizmasini sekillendirdigi bildirilmektedir
(Dai vd. 2020). MYC ve TP53 genleriyle iligkili olabilecek ve ferroptozda rol oynayabilecegini
diisiindiiglimiiz genlerin mutasyon profillerini ve ekspresyon seviyelerini incelemek icin
cbioportal aracini kullanarak yumurtalik serdz kistadenokarsinoma hastaligi i¢in MYC genini
arastirdik. Oncoprint analizine gére MYC geninin toplamda %41 oraninda amplifikasyona,

yiiksek mRNA ekspresyonuna ve anlamli mutasyona ugradigini gordiik.

Yine cbioportal araciligiyla, yumurtalik serdz kistadenokarsinom hastalifinda TCGA
PanCancer Atlas veri seti kullanarak 201 hasta 6rnegini filtreledik ve MYC ile birlikte TP53
genleriyle birlikte alterasyonu artan, mutasyona ugrayan genleri inceledik. Hastalarda PVT1
geninin %37 oraninda genetik alterasyona ugradigini ve bunun da biiyiik bir kisminda amplifike
oldugunu belirledik. PVT1 geni ile ilgili yapilmis, yumurtalik seréz kistadenokarsinom
hastaliginda ferroptoz ya da demir metabolizmastyla ilgili herhangi bir ¢aligma olmamasi, bu
genlerin mRNA ekspresyonlarina bakildiginda goriilen yiiksek korelasyon seviyesi ve benzer
gen alterasyonlarmma sahip olmast PVTI geninin ferroptoz metabolizmasiyla iligkili

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 3.7 Yumurtalik Serdz Kistadenokarsinomda MYC ve PVT1 Genlerinin Oncoprint Analizi
ve mRNA Ekspresyonu Korelasyon Grafikleri (MYC ve PVT1 genlerinin oncoprint
ifadesi aile, MYC ve PVT1 genlerinin mRNA ekspresyonu korelasyon grafikleri b ile,
MYC ve CDC42SE1 genlerine iliskin mRNA ekspresyon korelasyon grafigi c ile
gosterilmistir.)

MYC ve PVTI1 geni arasindaki iliskiye meme kanserli hasta 6rneklerinde baktigimizda da

yiiksek oranda korelasyona sahip oldugunu gordiik. Oncoprint analizinde meme kanserli 1866
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hasta 0rneginde her iki genin de yiiksek diizeyde amplifike oldugunu, PVT1 geninde gen
ifadesinin daha ¢ok arttigin1 gérdilk. MYC ve CDC42SE1 genlerinin ifadelerine bakildiginda
ise negatif korelasyon oldugu goriildii. Ancak MYC ve PVTI arasindaki anlamlilik daha
yiiksektir. Meme kanserinde MYC ve PVTI1 gen ifadesinde farkliliklar goriilen grupla, bu
genlerde herhangi bir degisim olmayan grubu 356 aylik zaman diliminde Kaplan-Meier
sagkalim egrisinde inceledik. Logrank testi degeri 0.000093’tiir. Bu her iki egri arasinda

anlaml bir fark oldugunu gostermektedir.

100% Logrank Test P-Value: 9.300e-5
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& |
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Sekil 3.8 Meme Kanserinde MYC ve PVT1 Genlerindeki Degisime Bagli Hayatta Kalma Egrisi

MYC ve PVTI1 gen ifadelerinde degisim goriilen gruba ait bireylerin daha kisa yasam siiresine
sahip oldugunu belirledik. Gen ifadesi degigsmeyen grup kontrol grubu olarak se¢ildi ve £95%
giiven araliginda risk orani incelendiginde sonucun 1.283 oldugunu gordiik. Bu sonuca gore
MYC ve PVTI gen ifadesi degisen grubun, bu genler bakimindan herhangi bir degisim
goriilmeyen gruba gore %?28,3 oraninda meme kanseri prognozunun daha koétii oldugu

sonucuna ulastik.

MYC ve PVTI genindeki alterasyon goriilen grup (kirmizi) ve alterasyon goriilmeyen grup

(mavi) karsilastirildiginda; MYC-PVTI1 genlerinde degisiklik gériilmeyen hastalarin 100. Ayda
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%70 hayattayken, MYC-PVTI1 genlerinde degisiklik goriilen hastalarin 100. ayda hayatta

kalma orani1 %60’tir.

PVT1 geni ile ilgili yapilmig, meme kanseri ve yumurtalik serdz kistadenokarsinom
hastaliginda ferroptoz ya da demir metabolizmasiyla ilgili herhangi bir ¢aligma olmamasi,
MYC geniyle mRNA ekspresyonlarina bakildiginda goriilen yiiksek korelasyon seviyesi, sag
kalim analizi ve benzer gen alterasyonlarina sahip olmast PVT1 geninin de ferroptoz

metabolizmasiyla iliskili olabilecegini diislindiirmektedir.

3.3 LIFR VE LCN2 GENLERIi VE BU GENLERLE iLGiLi OLABILECEK DiGER
GENLERIN FERROPTOZLA ILiSKiSI

Yapilan ¢aligmalar LIFR kaybinin karaciger tiimor olusumuna neden oldugunu ve ilag direnci
gelistirdigini, bunun da LCN2’nin yukari reglilasyonuna bagli gerceklestigini ortaya
koymustur. LCN2 demir tiikketimine neden oldugundan, hiicreleri ferroptoz indiikleyici ajanlara
kars1 duyarsizlastirdig ve ferroptozun negatif diizenleyicisi oldugu belirtilmistir. LCN2 geninin
inhibe edilmesinin hepatoseliiler karsinom birinci basamak tedavisinde siklikla kullanilan
sorafenibin etkinligini arttiracagi tahmin edildiginden LCN2 terapotik bir hedef olarak
belirlenmistir. Bununla beraber hepatoseliiler karsinomda bu genle beraber goriilen en yaygin
degisiklikler TP53, CTNNBI1, ARID1A, AXINI, ARID2, CCND1 ve VEGFA genlerinde
olmustur. LIFR adenoviral vektorlerle verildiginde ise karaciger dokularinda LIFR protein
seviyeleri artarak hepatoseliiler karsinomlu farelerde yasam uzunlugunu arttirmistir (Yao vd.

2021).

LCN2 geni bir bagka arastirmada ise kansere segici olarak etki eden yedi ana ferroptoz direngli
gen (FPN, LCN2, FTHI1, FSP1, GPX4, SLC7A11, NRF2) arasinda gdsterilmis, ve bu genlerin
baskilanmasiyla Ferroptosis ASsassinates Tumor (FAST) adinda ferroptoz merkezli yeni bir
kanser tedavisi belirtilmistir. Bu inhibisyonda normal hiicreler ¢ok az etkilenirken, kanserli
hiicrelerde anti-timor etkisi goriildigi belirtilmektedir. 50%'den fazla kanserli farede bu
teknigin, ii¢ farklh gesit tiimorii (16semi, kolon kanseri ve akciger metastatik melanom) yok
ettigi ve farelerin tiimor niiksetmesi olmadan 250 giine kadar yasadigi bildirilmistir. Buna ek
olarak spontan meme kanserinin biiylimesini 6nemli dl¢lide engelledigi ve farelerde sagkalimi

arttirdig1 tespit edilmistir (Luo vd. 2022).
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Bir bagka arastirmada ise LCN2 geninin inhibisyonunun EGFR fosforilasyonunu ve asagi
sinyal aktivasyonunu inhibe ederek oral skuamoéz hiicreli karsinomda metastazi ve
proliferasyonu in vitro ve in vivo olarak belirgin sekilde durdurdugu sonucuna ulasilmistir
(Huang vd. 2023). Bu calismada ferroptozdan bahsedilmese de, bu kanser tiiriinde de LCN2

geninin demir metabolizmasi {izerine etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada ferroptoz mekanizmasinda etkili olan LIFR ve LCN2 genlerinin basta
hepatoseliiler karsinom olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerinde mutasyon profillerini inceledik.

Bu genlerle ilgili olarak alterasyon frekanslarini karsilagtirdik (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Cesitli Kanser Tiirlerinde LIFR ve LCN2 Genlerine Ait Alterasyon Frekanslar (a:
LIFR, b: LCN2)

Grafik incelendiginde LIFR geninde mutasyon ve kopyalanma sayist degisiklikleri, LCN2
genine gore daha yaygindir. LIFR genindeki alterasyon farklarina bakildiginda, 6zofagus
karsinomu, mide adenokarsinomu ve over serdz kistadenokarsinomunda LIFR geni yiiksek

diizeyde amplifikasyona ugramistir. Sadece yumurtalik seréz kistadenokarsinomunda yapisal
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varyant olarak LIFR ve TTC33 gen fiizyonu goriilmiistiir. Normalde her ikisi de farkli genlerdir
ve farkli proteinler {iretir. Bir hata nedeniyle bu iki gen birleserek farkli proteinler iiretebilir ya
da iiretilen protein tamamen islevsiz de olabilir. Bu flizyon genin birlesme sekli ve spesifik

etkileri bilinmemektedir.

LCN2 geninde goriilen mutasyonlar ise daha az yaygindir ve farkli kanser tiirlerinde daha

dengeli bir dagilim gostermektedir.

LIFR ve LCN2 genlerine ait oncoprint analizi, bu genlerin farkli kanser tiirlerindeki roli
hakkinda oOnemli bilgiler saglayabilir. Bu bilgi, kanser tedavileri i¢in bu genlerin
hedeflenmesine yonelik gelecekteki arastirmalara yardimci olabilir. Bu analizler yalnizca
kanser 6rneklerinde mutasyonlar1 ve kopya sayis1 degisikliklerini gdsterir. Bu degisimlerin tim
kanser vakalarinda ayni sekilde ortaya ¢ikmadigini ve her mutasyonun veya kopya sayist

degisikliginin kanseri ne 6l¢lide etkilediginin degisebilecegini unutmamak énemlidir.

Grafikte (Sekil 3.10) belirtilen kanser tiirlerinin cinsiyetler arasindaki dagilimina bakildiginda
ise daha ¢ok erkek hastalarda goriildiigli sonucuna ulasilmistir. Belirtilen tiim kanser tiirleri i¢in
toplam 2631 hasta 6rneginin 1323 tanesi erkek hastalara, 1168’1 kadin hastalara aittir. 137 6rnek

icin ise cinsiyet belirtilmemistir.
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m Erkek  m Kadin m Belirtilmeyen

Sekil 3.10 Ozofagus Karsinom, Mide Adenokarsinomu, Adrenokortikal Karsinom,
Hepatoseliiler Karsinom Ve Berrak Hiicreli Renal Karsinom Hastaliklariin Cinsiyete
Bagli Dagilim Grafigi

Over seroz kistadenokarsinomu hastaligi sadece kadinlarda goriildiiginden, bu hastalik bu
dagilima dahil edilmediginde aradaki fark daha da acilmaktadir. Hastaliklarin erkeklerde
goriilme ihtimali %64.8’e c¢ikmaktadir. Yani 6zofagus karsinomu, mide adenokarsinomu,
adrenokortikal karsinom, karaciger hepatoseliiler karsinom ve berrak hiicreli renal karsinom

hastaliklarinda erkekler daha yiiksek risk altindadir.

Veri setinde kayitli toplam hastalar kaplan-meier sagkalim analiz grafiginde 181 ay iizerinden
incelendiginde LIFR ve LCN2 mutasyonlarina ait etki daha agik ortaya ¢ikmaktadir (Sekil
3.11). Grafikte mavi ve kirmizi renklerle temsil edilen iki farkli grup yer almaktadir. Mavi
renkli egri "Kontrol" grubunu, kirmizi renkli egri ise sirasiyla LIFR ve LCN2 genlerinde
alterasyonlara sahip grubu gostermektedir. X ekseninde zaman (yillar), Y ekseninde ise yiizde
olarak ifade edilen hayatta kalma oranlar1 gosterilmektedir. Ayrica, her iki gruptaki "Risk
Oran1" (Hazard Ratio - HR) ve iliskili p degerleri verilmis, bu da gruplarin birbirleriyle olan

istatistiksel kargilastirmalarini gostermektedir.
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a) LIFR Geni
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Sekil 3.11 Ozofagus Karsinom, Mide Adenokarsinomu, Adrenokortikal Karsinom,
Hepatoseliiler Karsinom ve Berrak Hiicreli Renal Karsinom LIFR ve LCN2
Alterasyonlarina Bagli Sagkalim Grafigi (a ile belirtilen grafikte LIFR mutasyonuna
sahip bireylerin, bu genle ilgili mutasyonlarin goriilmedigi kontrol grubundaki
bireylere gore %62.1 oraninda, b ile gosterilen grafikte LCN2 mutasyonuna sahip
bireylerin, bu genle ilgili mutasyonlarin goriilmedigi kontrol grubundaki bireylere

gore %67.6 oraninda prognozu daha kotiidiir.)

Elde ettigimiz veriler, log-rank testi P degerine bakildiginda istatistiksel olarak anlamlidir ve
%095 giiven araligindadir. LIFR i¢in Logrank Testi P-Degeri: 4.515e-5 ve LCN2 i¢in Logrank
Testi P-Degeri: 0.0114’tiir. LIFR ve LCN2 alterasyonuna sahip bireylerin sagkalim siiresi

onemli 6l¢iide azalmaktadir. Hayatta kalma orani kontrol grubundaki bireyler i¢in biiytik ol¢iide
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daha ytiksektir. Risk oranlar1 degerlendirildiginde LIFR mutasyonuna sahip bireylerin, bu genle
ilgili mutasyonlarin goriilmedigi kontrol grubundaki bireylere gore %62.1 oraninda, LCN2
mutasyonuna sahip bireylerin, bu genle ilgili mutasyonlarin goriilmedigi kontrol grubundaki

bireylere gore %67.6 oraninda prognozu daha kotiidiir.

Sekil 3.11 a) LIFR genindeki alterasyon goriilen grup (kirmizi) ve alterasyon goriilmeyen grup
(mavi) karsilagtirildiginda; LIFR geninde degisiklik goriilmeyen 60.ayda %45’inden fazlasi
hayatta kalirken, LIFR geninde degisiklik goriilen bireylerin ise sadece %20 si hayatta
kalabilmektedir. b) LCN2 geninde alterasyon goriilen grup (kirmizi) ve alterasyon goriilmeyen
grup (mavi) karsilastirildiginda; LCN2 geninde degisiklik goriilen grup 40.ayda %50°den

fazlas1 hayatin1 kaybederken, degisiklik goriilmeyen grupta ise bu oran %40 seviyesindedir.
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BOLUM 4

TARTISMA VE SONUC

Yapilan calismada ¢esitli kanser tiirlerinde, hiicre i¢inde yiiksek seviyede demir molekiili
birikiminin neden oldugu ve hiicrede lipid peroksidasyonuna yol agan ferroptoz
mekanizmasiyla iligkili olabilecek genler cBioPortal web araci iizerinde in-silico olarak

arastirilmistir.

Arastirmamizda ulagtigimiz sonuglara gore, GPX4 ekspresyonunu azaltan ve baskilandiginda
hepatoseliiler karsinomali hiicrelerde proliferasyonu anlamli bir sekilde azaltan, ferroptoz
metabolizmasinda etkili oldugu Zhu vd. (2022) tarafindan yapilan onceki arastirmalardan
bilinen NUDCDI1 geniyle koeksprese olan EIF3E, DCAF13 genlerinin benzer mutasyon
profillerine ve benzer mRNA ekspresyonlarina sahip oldugu goriilmiistiir. Wei vd. (2024)
yaptig1 aragtirmada DCAF13 geninin akciger adenokarsinomali hastalarda asir1 ekspre edilerek
p53 sinyal yolunu negatif diizenledigi ve bu hastaligin biyobelirteci olabilecegini dne siirmesi
nedeniyle sonrasinda NUDCDI, EIF3E ve DCAFI13 genleri akciger adenokarsinoma
hastaliginda karsilastirilmistir. Benzer oriintiiler hepatoseliiler karsinoma hastaligindaki kadar
yiiksek korelasyona sahip olmasa da anlamli sonuglara ulasilmistir. DCAF13 geninin
hepatoseliiler karsinomada, EIF3E geninin hepatoseliller karsinomada ve akciger
adenokarsinomada ferroptoz metabolizmasiyla ilgili olarak daha 6nce ¢alisiimamis olmamasi,
EIF3E geninin DCAF13 ile benzer kromozom bdlgesinde bulunmasi bu genlere dikkat
¢ekmektedir.

Hepatoseliiler karsinomada NUDCD1, EIF3E ve DCAF13 genlerinin alterasyona ugradigi grup
ve kontrol grubu olarak secilen bu genlere ait alterasyonun goriilmedigi grup kaplan-meier
sagkalim egrisinde karsilastirildiginda gen ifadeleri degisen grubun prognozu daha kotii
ilerlemistir. NUDCD1, EIF3E ve DCAF13 genlerine ait mutasyonlarin goriilme ihtimalinin her

iki cinsiyet i¢in 50-75 yas arasinda arttig1 goriilmiistiir.
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Jin vd. yaptig1 (2022) c¢alismada ovaryum kanseri ve ¢esitli kanser tiirlerinde c-MYC geninin
asirt  ekspresyonunun ferroptoz metabolizmasinin  diizenleyici reseptéri  NCO4A
ekspresyonunu azalttig1, glutatyonu arttirdig1 ve ferroptozu inhibe ederek kanserli hiicrelerin
bagisiklik sisteminden kagisini destekledigi belirtilmistir. Kong vd (2022) ¢c-MYC geninin
meme kanseri ve renal karsinomda amplifikasyona ugradigini ve bu durumun demir
metabolizmasinda degisiklige sebep oldugu, mitokondri islev bozukluguna yol actig1 sonucuna
ulagmiglardir. Zhao vd. (2023) hepatoseliiler karsinomada c-MYC geniyle birlikte indiiklenen
GOT1’in glutamin yoksunluguna bagli olarak ferroptoza kars1 savunmada rol aldigini ve klinik
hedefli stratejilerde 6nemli oldugunu belirtmislerdir. c-MYC geninin ¢esitli kanser tiirlerindeki
bu alterasyonu yaptigimiz ¢aligmada farkli kanser tiirlerindeki ¢-MYC geninin etkisini
arastirmaya yoOnlendirmistir. Yaptigimiz c¢alismada c¢-MYC geninin, Yumurtalik serdz
kistadenokarsinomada 9%32.36 (189 hasta) oraninda, meme kanserinde %25.49 (554 hasta)
oraninda, invaziv meme karsinomunda %14.76 (160 hasta), mide adenokarsinomunda %12.05
oraninda, hepatoseliiler karsinomada %11.02 oraninda (42 hastada), prostat adenokarsinomda
%7.89 oraninda (39 hasta), akciger adenokarsinomada %7.6 oraninda, mesane kanserinde %4.2
oraninda, difiiz bliylik B-hiicreli lenfomada %2.78 (11 hasta) oraninda amplifike oldugu

sonucuna ulastik.

Yumurtalik ser6z kistadenokarsinomada TP53 mutasyonuna sahip hastalarda MYC geniyle
iligkili olabilecek genleri arastirdik. PVT1 geninin MYC geniyle birlikte yiiksek diizeyde
amplifike oldugunu ve benzer oncoprint ifadesine sahip oldugunu goérdilk. Meme kanseri
hastaliginda bu genlerde alterasyona goriilen ve alterasyon goriilmeyen (kontrol grubu)
ornekleri Kaplan-Meier sagkalim grafiginde 356 aylik siirede inceledigimizde elde ettigimiz
sonug¢ anlamliydi. £95% giiven araliginda bu genlerde alterasyona sahip bireylerde risk orani
1.283’tiir. Bu sonuca gore MYC ve PVT1 gen ifadesi degisen grupta, %28,3 oraninda prognoz

kotiilesmistir.

4.1 ONERILER

Bu calismada, ¢esitli kanser tiirlerinde hiicre i¢i demir birikiminin ve lipid peroksidasyonuna
yol acan ferroptoz mekanizmasiyla iligkili olabilecek genlerin in-siliko analizleri
gerceklestirilmistir. Ozellikle NUDCD]1, EIF3E ve DCAF13 genleri iizerinde yogunlasilmis ve
bu genlerin ferroptoz metabolizmasindaki rollerine dair 6nemli bulgular elde edilmistir.

NUDCDI1 geni baskilandiginda hepatoseliiler karsinomada proliferasyonu anlamli sekilde
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azaltmakta ve ferroptoz metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu genin, EIF3E ve
DCAF13 genleriyle koeksprese oldugu ve benzer mutasyon profillerine sahip oldugu
belirlenmistir. DCAF13 geni, akciger adenokarsinomali hastalarda asir1 ekspre edilerek p53
sinyal yolunu negatif diizenlemektedir. Bu genin hepatoseliiler karsinoma ve akciger
adenokarsinomada ferroptoz metabolizmasiyla ilgili olarak daha once ¢alisilmamis olmasi,
dikkat ¢ekicidir. Elde edilen bulgular, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in bir temel
olusturabilir. GPX4 ekspresyonunu azaltan ve ferroptoza neden olan genlerin hedeflenmesi,
kanser tedavisinde umut verici olabilir. Bu baglamda, NUDCDI1, EIF3E ve DCAF13 genlerinin

klinik potansiyelleri derinlemesine arastiriimalidir.

c-MYC geninin ¢esitli kanser tiirlerinde (yumurtalik ser6z kistadenokarsinoma, meme kanseri,
invaziv meme kanseri, mide adenokarsinoma, hepatoseliller karsinoma, prostat
adenokarsinoma, akciger adenokarsinoma, mesane kanseri, difliz biiyiik B hiicreli lenfoma)
amplifikasyona ugradigi ve ferroptoz mekanizmasini inhibe ederek kanserli hiicrelerin
bagisiklik  sisteminden  kagisint  destekledigi  belirlenmistir.  Yumurtalik  serdz
kistadenokarsinoma ve meme kanseri hastalarinda, TP53 mutasyonuna sahip bireylerde MYC
geni ile iliskili olabilecek genlerin arastirilmasi sonucu, PVT1 geninin MYC geniyle birlikte
yuksek diizeyde amplifike oldugu ve bu genlerdeki alterasyonlarin hastalik riskini artirdigi
saptanmistir. MYC ile koeksprese olan genler arasindan TAOK2 genine ulasilmistir. Meme
kanserinin en yaygin tiirlerinden olan invaziv duktal karsinoma 1472 Ornek iizerinden
incelenmis ve PIKCA3 mutasyonu olan 6rnekte TAOK2 ile en yiiksek ekspresyona sahip
RNF40 genine ulasilmistir. c-MYC ve PVT1 genlerinin kanser tiirlerindeki rolleri ve ferroptoz
mekanizmasiyla iliskileri daha detayli bir sekilde incelenmelidir. Bu genlerin inhibisyonu
lizerine yapilacak calismalar, 6zellikle yiiksek risk gruplarinda, hastalarin sagkalim oranlarini
artirabilir. Bu genlerin daha genis 6rneklem gruplarinda ve farkli kanser tiirlerinde arastirilmast
onemli olabilir. Ferroptoz mekanizmasinin kanser biyolojisindeki rolii daha ayrintili olarak

incelenmelidir.

Kanserli hastalarin genetik profilleri, hastaligin erken teshisi ve kisisellestirilmis tedavi
yaklasimlar1 i¢in kullanilmalidir. Ozellikle ferroptozla iliskili genlerdeki mutasyonlarin
belirlenmesi, hastalarin tedavi siireclerinde Onemli bir rol oynayabilir. Ferroptoz
mekanizmasini hedefleyen yeni ilaglarin gelistirilmesi, kanser tedavisinde yeni bir yol agabilir.
Bu baglamda, ferroptozu indiikleyen veya inhibe eden molekiillerin kesfi ve gelistirilmesi

tesvik edilmelidir.
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Bu ¢aligma, ferroptoz mekanizmasi ve kanser biyolojisi arasindaki iligskiye dair dnemli ipuglari
sunmakta ve gelecekteki arastirmalar i¢in degerli bir temel olusturmaktadir. Elde edilen
bulgularin klinik uygulamalara doniismesi, kanser tedavisinde yeni ve etkili stratejilerin

gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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