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OZET

Koseoglu P. Alzheimer Hastaliginda Rolii Oldugu Diisiiniilen Aday Gen(lerin)
Fonsiyonel Analizi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2019.

Ferroptoz yeni kesfedilen ve lipid peroksitleriyle tetiklenen demire bagimli bir
hiicre olimi seklidir. Ferroptozun diizenlenmesi igin bircok yolak ve ilgili gen
tanimlanmistir.  Bu  genlerden  bazilar1  ¢esitli  hastalik  patogenezleriyle
iliskilendirilmistir. Alzheimer hastaligi (AH) son yillarda diinyada prevelansi biiyiik
oranda artan, demansla kendini gosteren norodejeneratif bir hastaliktir. AH
patogenezinde goriilen hiicre 6liimlerinin mekanizmasi tam olarak ¢oziilememistir. Bu
calismada HEPG2 hiicre hattinda ferroptoz indiikleyicisi olan erastin ve inhibitorii olan
ferrostatin-1 ile yapay ferroptoz ortami olusturulmustur. Ferroptozun dogrulanmasi igin
hemositometre ile hiicre sayimi ve akim sitometri deneyleri yapilmistir. Hiicre
kiiltiiriinde ferroptozun basarili bir sekilde olusturulmasindan sonra ferroptozla iligkili
oldugu bilinen GPX4, SLC7A11, ACSL4 ve HMOX-1 genlerinin yanisira AH ile ilgili
BNIP3L, TM2D1, RAD21 genlerinin HEPG?2 hiicre hattinda nasil etkilendigi kantitatif
GZ-PZR (gPZR) ile incelenmistir. Ayn1 zamanda ferroptoz ile iligkili genlerin (GPX4
ve SLC7A11) anlatim diizeylerindeki degisimler 25 Alzheimer hastas1 ve 21 kontrolde
kantitatif GZ-PZR ile degerlendirilmistir. Bu kapsamda hiicre kiiltiiriinden elde edilen
orneklerle yapilan qPZR sonuglarina gore erastin eklenen kosulda negatif kosula gore
gore RAD21 ve GPX4 gen ifadelerinde azalma goriiliirtken SLC7A11, BNIP3L ve
HMOX-1 gen ifadelerinde artig goriilmistiir. Ancak erastin ve ferrostatin-1’in birlikte
eklendigi kosulda ilgili gen ifadelerinin etkilenmedigi gozlenmistir. Ferroptozla iliskili
genlerin hasta gruplarinda yapilan qRZR sonucunda ise anlamli bir degisim olmadigi
belirlenmistir.

Sonug olarak, in vitro deney sartlarinda erastin ve ferrostatin-1 ile hiicre
kiiltiiriinde bagarili bir sekilde ferroptoz olusturulmustur. Ancak ilgili gen ifadelerinde
anlamli bir degisim gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: ferroptoz, erastin, ferrostatin-1, Alzheimer hastaligi, hiicre 6limii

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-33597



ABSTRACT

Koseoglu P. Functional Analysis of Genes May Involved in Alzheimer Disease.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Genetics. Master Thesis.
Istanbul. 2019.

Ferroptosis is a newly discovered form of iron-dependent death triggered by
lipid peroxides. Many pathways and related genes have been identified for regulating
ferroptosis. Some of these genes have been associated with various disease
pathogenesis. Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by
dementia and its prevalence has increased in recent years. The mechanism of cell death
in AD pathogenesis is not fully understood. In this study, artificial ferroptosis was
created with the ferroptosis inducer erastin and its inhibitor ferrostatin-1 in HEPG2 cell
line. Cell counts using hemocytometer and flow cytometry experiments were performed
to confirm ferroptosis. After optimization of cell culture, the effect of genes (BNIP3L,
TM2D1 and RAD21) thought to be associated with AD in the HEPG2 cell line was
examined by quantitative RT-PCR (gPCR). At the same time, changes in expression
levels of ferroptosis-related genes (GPX4 and SLC7A11) were evaluated by quantitative
RT-PCR in 25 Alzheimer's patients and 21 controls. In this context, gRCR results from
cell culture showed that the changes in gene expression of interest were either in the
same direction only under erastin and in conditions where erastin and ferrostatin were
added at the same time. It was determined that there was no significant change in gqRZR
results of the related ferroptosis genes in patient groups.

As a result, ferroptosis was successfully induced in cell culture with erastin and
ferrostatin-1. However, no significant change was observed in related gene expression.

Key Words: ferroptosis, erastin, ferrostatin-1, Alzheimer’s Disease, cell death

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2019-33597



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH), beyinde biriken amiloid plaklar ve noérofibriller
yumaklarin yani sira progresif biligsel bozukluk ile karakterize en sik goriilen
norodejeneratif hastaliklardan biridir. Sinaptik iletisimin kayb1 ve ndron 6liimii, AH gibi
norodejeneratif hastaliklarin altinda yatan temel nedenler arasindadir. Ancak bu hiicre
Oliimlerinin ortak molekiiler mekanizmalar1 heniiz bilinmemektedir. AH beyinlerinde
artmis enflamasyon ve dejenerasyon siireci yalnizca apoptotik hiicre olimi ile
agiklanamamaktadir. Bu da arastirmacilara alternatif bir hiicre 6liim mekanizmasinin

s0z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Beyin, saghigit ve gelisimi i¢in demire ihtiyag duyar. Sinapslarin gelismesi,
miyelinizasyon siireci ve norotransmitterlerin liretimi i¢in demir-bagimli enzimler ve
proteinler gereklidir. Viicutta demir seviyeleri, diyetten alinan hassas demir alimi ile
korunur. Bununla birlikte, viicudun demir atilimi i¢in 6zel bir fizyolojik mekanizmasi
yoktur. Demir bu nedenle yasla belirli dokularda birikme egilimindedir. Beyin, demirin
yasla birlikte biriktigi, 6nemli bir organdir. Demir homeostazindaki bozukluklar ve
demir birikimi AH, Parkinson hastaligi (PD) ve Amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi
bir¢ok norodejeneratif hastalikta goriilmektedir [1].

Ferroptoz, hiicre iginde lipid peroksidlerin birikmesiyle tetiklenen yeni
tanimlanmis demire bagimli bir hiicre 6lim seklidir. Lipid peroksidasyonu serbest
radikaller araciligiyla gergeklesen tepkimeler zinciridir. En yaygin hedefleri biyolojik
membran bilesikleridir [2]. Hiicre i¢i hasarlar1 hafifleten mekanizmalarin yoklugunda
lipid reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) 6liimciil bir sekilde birikmesi, apoptoz gibi diger
hiicre 6liim modellerinden biyokimyasal ve morfolojik olarak farkli olan ferroptotik
hiicre 6liimiine yol acar. Ferroptoz bugiine kadar Alzheimer, Huntington, Parkinson gibi
dejeneratif hastaliklarin yani sira karsinogenez, inme, travmatik beyin hasar1 ve bobrek
hastaliklar1 gibi patalojik hiicre 6limii gergeklesen hastaliklarla da iliskili bulunmustur

[3,70].

Bu tez ¢alismasinda, HEPG2 hiicre hattinda ferroptoz indiikleyicisi olan erastin
ve inhibitor madde olan ferrostatin-1 kullanilarak yapay ferroptoz modeli
olusturulmustur. Olusturulan bu ferroptoz modelinde, AH ile iliskili ‘BCL2 Interacting
Protein 3 Like’ (BNIP3L) , ‘RAD21 Cohesin Complex Component’ (RAD21) ve ‘TM2



Domain Containing 1° (TM2D1) genlerinin anlatim diizeylerindeki farkliliklarin
belirlenmesi ve saptanacak olas1t farkliliklarin ferroptoz ile iliskilendirilmesi
hedeflenmistir. Ayrica ferroptoz mekanizmasinda rol oynadigi bilinen ‘Acyl-CoA
Synthetase Long Chain Family Member 4° (ACSL4) geni ile hiicrede antioksidan
goreviyle bilinen ‘Heme Oxygenase 1’ (HMOX-1) geninin anlatim diizeyleri de
olusturulan ferroptoz modelinde bakilacaktir. Bununla birlikte, hastalik durumunda
ferroptoz metabolizmasinda gérev alan genlerin anlatimlarinin nasil etkilendigini
belirlemek amaci ile, ferroptoz metabolizmasinda gorev aldigi bilinen ‘Glutathione
Peroxidase 4’ (GPX4) ve ‘Solute Carrier Family 7 Member 11° (SLC7A11) genlerinin

periferik kandaki anlatim diizeyleri Alzheimer hastalar1 ve kontrollerde incelenmistir.

Secilen genlerin AH ve ferroptoz ile iliskileri ilk kez bu proje kapsaminda
incelenecek olup saptanacak olasi farkliliklarin AH patogenezine katki saglamasi
muhtemeldir. Bununla birlikte mevcut ferroptoz inhibitorlerin optimizasyonu veya
ferroptozu bloke eden yeni inhibitorlerin tanimlanmasi, Alzheimer hastalig1 tedavisinde

yol gosterici olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg:
Alzheimer hastaligt (AH), genellikle yakin bellek bozuklugu ile baslayan
sonrasinda tiim zihinsel islevleri etkileyen ve giinliik yasam aktivitelerinde bozulma ile

karakterize ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir [4].

AH ilk kez klinik psikiyatrist ve noropatalog Dr. Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanmistir. Dr. Alzheimer, 3 Kasim 1906 tarihinde gerceklesen Tiibingen'deki 37.
Giliney Bat1 Alman Psikiyatristleri Toplantisinda, ilk kez hastaligin klinik ve patolojik
bulgularmi “serebral kortekse 6zgili ciddi bir hastalik siireci” baslikli konusmasinda
sunmustur [5]. Bu konusmasinda paranoya, ilerleyici uyku ve hafiza bozuklugu,
saldirganlik ve kafa karigiklig1 sikayetleri bulunan 51 yasindaki bir kadin hastasindan
bahsetmistir. Dr. Alzheimer, 5 yil sonra Olen hastasina yaptigi otopsi ile beynini
morfolojik ve histolojik acidan incelemistir. Raporunda hastanin beyin histolojisinde
senil plaklar ve norofibriler yumaklar oldugunu belirtmis ve sonrasinda 1909°da benzer
tic vaka daha yaymlamistir. Hastaliga 1910 yilinda Dr. Emil Krapelin tarafindan

Alzheimer hastalig1 ad1 verilmistir.

2.1.1. Alzheimer Hastahgi Epidemiyolojisi

Demasin en sik goriilen sebebi olan Alzheimer hastaligi, bireyler ve toplum i¢in
biiylik etkileri olan biiyliyen bir kiiresel saglik sorunudur [6]. 2012 verilerine gore
Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 5,5 milyon Alzheimer hastasit bulunmaktadir
ve diinya genelinde prevalansi 24 milyon kadar yiiksek oldugu tahmin edilmektedir.
Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerin niifuslarinin hizla yaslandig1 goz 6niine
alindiginda, sikligin 2040 yilina kadar her 20 yilda bir ikiye katlanmasi beklenmektedir
[4]. Diinya niifusu yaslanmaya devam ettikge, risk altindaki bireylerin sayisi da
artacaktir. Toplumsal yaslanmaya bagli olarak yaklasmakta olan artisin biiytikliigi
dikkate degerdir [74] ve Oniimiizdeki yillarda maliyeti yiiksek bir halk sagligi yiikii
olacaktir. Ingiltere ve Galler'de, demans genel olarak oliimlerin 6nde gelen
nedenlerindendir ve 2015 yilinda kaydedilen tiim 6liimlerin% 11,6'sin1 olusturmaktadir
[6].

‘Alzheimer Europe’ organizasyonunun yaptigl bir arastirmaya gore, Tiirkiye'de

2012 yilinda demans hastalarinin sayis1 331,512 olarak tahmin edilmektedir ve bu



rakam toplam 74.508.771 niifusun % 0.44’tGni temsil etmektedir. Bu rakam
Tiirkiye’deki demansli bireylerin sayisinin, % 1.55 olan AB ortalamasindan oldukca

diisiik oldugunu gostermektedir.

2.1.2. Alzheimer Hastahig1 Genetigi

Yapilan caligmalar AH riskinin yaklasik % 70'inin genetik faktorlere baglh
oldugu disiindiirmektedir [6]. Alzheimer hastaligi baslangi¢ yasmna gore erken
baslangich AH (EBAH) ve ge¢ baslangigcli AH (GBAH) olarak 2 gruba ayrilir. Hem
EBAH hem de GBAH’da, asamali bellek kaybi ile baglayan ve ardindan ciddiyetle artan
demans ile devam eden klinik bir tablo goriiliir. Hastaligin 65 yasindan once baglayan
formu olan EBAH, tiim Alzheimer hastalarinin %1-6’simn1 olusturmaktadir. EBAH
vakalarmin yaklasik %601 ailevidir ve bu vakalarin %13'linde otozomal dominant
kalitim sekli gortliir [8]. EBAH igin bugiine kadar 3 gende - Amyloid Beta Precursor
Protein (APP), Presenilin-1 (PSEN1), Presenilin-2 (PSEN2) - goriilen mutasyonlar
sorumlu tutulur.

AH'nin en yaygin sekli olan GBAH ise 65 yasindan sonra baglar ve ¢gogunlukla
sporadiktir. GBAH'!n, genetik ve c¢evresel faktorlerin karmasik etkilesiminden
kaynaklanmasi muhtemeldir. GBAH i¢in en onemli risk faktorii Apolipoprotein E
(APOE) geni €4 allel tasiyicihigidir [6]; €4 allelini heterozigot olarak tasiyanlarin AH
riski yaklasik 3 kat artarken, €4 allelini homozigot olarak tasiyanlarin riski ise yaklasik
12 kat yiikselir [7]. Ancak, APOE &4 allelini tagiyan bir¢ok kisinin 90 yasina kadar
hastalik belirtisi gostermeden geldigi de goriilmiistiir. Bu durum da GBAH i¢in heniiz
belirlenmemis diger genetik ve/veya ¢evresel risk faktorlerinin varligin1 géstermektedir.
AH ile iliskili yeni aday genlerin belirlenmesi amaciyla yapilan genom boyu
iliskilendirme caligmalarinda, 20'den fazla AH risk lokusu tanimlamistir ve iliskili
genlerin enflamasyon, kolesterol metabolizmast ve endositoz yolaklarinda gorev
aldiklari belirlenmistir [8]. Son yapilan epidemiyolojik bir ¢alisma, fiziksel egzersizin
bireyi AH'ye karst koruyabilecegini hipertansiyon ve diyabetin ise AH riskini
arttirdigin1 gostermektedir [9]. Ayrica obezite ve demans arasinda uzun zamandir
baglant1 oldugu diisiinlilmiis ve 2015’de yapilan bir kohort ¢alismasinda asir1 kilonun

Alzheimer riskini arttirdigi bulunmustur [10].



2.1.3. Alzheimer Hastalig1 Noropatolojisi

AH demansin en sik goriilen tiiriidiir ve iki noropatolojik 6zellik ile tanimlanir:
hiicre dis1 ndronal senil plaklarin (SP) ana bileseni olan amiloid beta peptidi (AP)
birikimi ve hiicre i¢i norofibriller yumaklari (NFY) olusturan asir1 fosforile mikrotiibiil
ile iliskili protein tau birikimi (Sekil 2-1) [11, 68].
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Sekil 2-1. Alzheimer hastasina ait beyin Kesit goriintiisii

Sekilde saglikli (sol) ve Alzheimer hastasina (sag) ait beyin kesiti goriilmektedir. Mavi oklar hiicre

icindeki tau proteinini ve yesil oklar ise amiloid plaklar1 géstermektedir. [12]

Amiloid plaklar, esas olarak, APP metabolizmasinin yan iriinii olan 40 veya 42
amino asitlik (ApP40 ve AP42) anormal sekilde katlanmis amiloid beta (AP)
proteininden olusan hiicre dis1 birikimlerdir. APP ndronlar ve diger beyin hiicrelerinde
bulunan bir transmembran proteinidir. APP a-sekretaz, B-sekretaz ve y-sekretaz adli 3
farkli enzim ile proteolik yikima ugrar. Toksik AP olusmasi APP’nin hangi enzimle

kesildigine baghdir (Sekil 2-2). APP’nin 6nce a-sekretaz ardindan y-sekretaz ile



kesiminde AP proteini olusmazken, once B-sekretaz sonrasinda y-sekretaz ile kesilmesi

AP proteininin olugmasina yol agar [6].
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Sekil 2-2. Amiloid Precursor Proteinin Proteolitik Yikim

Sekilde sol tarafta APP’nin once a-sekretaz sonra y-sekretaz ile kesilmesiyle AP olusturmayan yolak
gosterilirken sag tarafta APP’nin dnce B-sekretaz sonra y-sekretaz ile kesilmesiyle AP olusturan yolak

gosterilmistir [13].

Norofibriler yumaklar (NFY) esas olarak hiperfosforile tau proteininden olusan
cift sarmal liflerden olusmaktadir. Tau proteini mikrotiibiillerin stabilizasyonu ve
aksonal tasinmada 6nemli rol oynamaktadir. Hiperaktif kinazlar ve hipoaktif fosfatazlar
tau proteinini hiperfosforile ederek mikrotiibiillere baglanmasini engeller. Hiperfosforile
tau proteinleri ¢oziinmeyen bir formda bulundugu i¢in beyinde birikme egilimindedir.
Tau monomerleri 6nce oligomerler olusturmak {izere bir araya gelirler daha sonra

norofibriller yumaklari olustururlar (Sekil 2-3) [14].
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Sekil 2-3. Alzheimer hastaliinda ve normal durumda mikrotiibiil Tau protein iliskisi

Saglikli durumda aksonal transportta gorevli mikrotiibiillerin stabilizasyonu tau proteini tarafindan
saglanir. Kritik bolgelerin fosforilasyonu ile tau proteini mikrotiibiillerden ayrilir ve ¢ift sarmalli

filamanlar halinde birikir [15].

Amiloid plak ve tau proteini AH'nin patogenezinde kritik olsa da, ikisinin de
mekanik olarak nasil baglantili oldugu belirsizdir. Bir dizi kanit, dogal immiin sistemin
(néroenflamasyon) AH patogenezinde kritik bir rol oynadigin1 ve bu bag
saglayabilecegini gostermektedir. Yapilan c¢alismalarda aktive edilmis mikroglia
hiicrelerinin postmortem beyinlerde amiloid plaklarla birlikte yerlesik oldugu

gosterilmistir [6].

2.1.4. Beyin ve Demir
Demir, diinya iizerindeki yasam ig¢in gerekli olan en bol metaldir. Demirin

oksidasyon yetenegi, katalitik islevlerini yerine getirmek isteyen bircok enzim



tarafindan kullanilir. Bu nedenle demir; solunum, DNA replikasyonu ve hiicre
boliinmesi gibi zorunlu hiicre fonksiyonlari ile oksijen transportu, néronlarin elektriksel
uyarimi gibi 0zel hiicresel fonksiyonlarda yer alan proteinler i¢in vazgeg¢ilmez bir
yardimci faktor olarak ortaya ¢ikmustir [16]. Demir, biyomolekiiller {izerinde hasara yol
acabilen, kolaylastiracagi hayati tehlikeye sokabilen giiclii bir oksidan gorevi de
gorebilir. Viicutta demir seviyeleri, beslenmeyle alinan hassas demir miktar ile
korunur. Bununla birlikte, viicudun demir atilimi i¢in 6zel bir fizyolojik mekanizmasi
yoktur. Demir bu nedenle yasla belirli dokularda birikme egilimindedir. Beyin, demirin

yasla birlikte 6zellikle de patolojik olarak biriktigi 6nemli bir organdir [1].

Beyin, sagligi ve gelisimi i¢in demire ihtiyag duyar. Sinapslarin gelismesi,
miyelinizasyon siireci ve ndrotransmitterlerin tiretimi i¢in demir-bagimli enzimler ve
proteinler gereklidir. Dahas1 beyin, hiicresel solunumla ilgili demir bagimli proteinlere
enerjisel olarak bagimhidir. Erken gelisme sirasinda demir eksikligi, normal beyin
gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu durum zeka, algi, motor beceriler ve

sosyal davraniglar dahil olmak {izere beyin fonksiyonunu olumsuz yonde etkilemektedir

[17].

Hiicresel hasar ve oksidatif stres ile iliskili demir metabolizmasinin diizensizligi,
Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaliklart gibi ¢esitli norodejeneratif
hastaliklarda ortak bir olay olarak bildirilmektedir [14]. Yaslanmanin norodejeneratif
hastaliklar i¢in ana risk faktorii oldugu kabul edilmektedir. Benzer sekilde, demir de
yasla beraber beynin ¢esitli bolgelerinde birikir ve cesitli ndrodejeneratif bozukluklari
ortaya ¢ikmasina yol acar [18, 19]. Baz1 norodejeneratif hastaliklar i¢in tan1 ve tedavi
yaklasimlar1 olusturulmasi i¢in yapilan son ¢alismalar, ndrodejenerasyon ve ilgili

oksidatif stres siirecinde demirin merkezi bir rol oynadigini diisiindiirmektedir [11].

2.1.4.1. Demirin Beyinde Tasinmasi

Demir, beyindeki normal fizyolojik fonksiyonlarin korunmasinda ¢cok énemli bir
rol oynar [20]. Beyine demir taginmasinda ilk adim beynin kilcal damarindaki endotel
hiicrelerinin (BKEH), kandan transferine (Tf) bagli demir alimina izin vermesidir.
Beynin kilcal damarindaki endotel hiicreler ayni zamanda kan beyin bariyerinin
biitiinliiglinii korur. Beyinde sinaptik boslukta bulunan ve birikmesiyle toksik etkilere

neden olabilen ve ekstraselliiler dengeyi bozabilen maddelerin temizlenmesi igin bir



cesit glia hiicresi olan astrositler bulunur. Bu koruyucu mekanizma ile beyinde demir

alimi kolaylagmis olur (Sekil 2-4).

Beynin i¢ine demir alimi, kan dolasiminda bulunan transferrin (Tf) 'nin
BKEH'lerin yiizeyi tizerindeki transferrin reseptorii 1'e (TfR1) baglanmasi ve Tf/ TfR1
kompleksinin olusmasi ile baglar. Ancak arastirmacilarin uzun siireli yaptigi calismalar
sonucu hiicreye girdikten sonraki kisim igin fikir birligine varilamamis ve iki senaryo
ortaya atilmistir. Alternatif modele (transitoz model) gore, demir yiiklii transferrin
(holo-Tf) BKEH!'lerin sitosolii boyunca abluminal bélgeye tasimir ve daha sonra
dogrudan beyinde serbest birakilir. Klasik modele gére demir, proton pompalarinin
aktivitesi ile elde edilen diisiik bir pH (yaklasik 5.5) altinda BKEH'lerin endozomunda
bulunan transferrinden salinir. Bunu, STEAP3 gibi ferrik rediiktazlarin varliginda
demirin ferroz (Fe*?) haline indirgenmesi izler. Daha sonra demirin endozomal
membrandan sitosol igerisine tasinmasina divalent metal tasiyict 1 (DMT1) aracilik
eder. Ferroz demir daha sonra ferritin i¢ine depolanabilecegi gibi demir pompasi olan
ferroportin 1 (FPN) tarafindan hiicre membrani boyunca disar1 da atilabilir [1]. Demirin
atilimi, ferrozun oksidasyonunu saglayarak ferrik (Fe*®) haline gecip transferrine
baglanabilmesini saglayan ceruloplasmin (Cp) gibi ferroksidazlarin yardimiyla

gergeklesir [21].
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Sekil 2-4. Beyinde demirin taginmasi

Beyinde demirin taginmasinda alternatif model (i) ve klasik model (ii) olarak iki teori &ne siirilmiistiir.
Alternatif modelde demir yiiklii transferrin (Tf) BKEH'lerin sitosolii boyunca abluminal bdlgeye taginir
ve daha sonra dogrudan beyinde serbest birakilir. Klasik modelde ise beyine demir taginimu divalent
metal tasiyict 1 (DMT1) araciligiyla yapilmaktadir. Ferroz demir daha sonra ferritin igine
depolanabilecegi gibi demir pompast olan ferroportin 1 (FPN) tarafindan hiicre membrani1 boyunca disar1

da atilabilir [1].

2.2. Ferroptoz

Hiicre 6liimii, normal gelisim ve homeostazda énemli oldugu kadar kanser gibi
hiperproliferatif hastaliklarin 6nlenmesi igin de ¢ok 6nemlidir. Uzun yillar boyunca,
arastirmacilar hiicre Olim siireclerini programlanmis ve programlanmamis olanlara
ayrmistir [22]. Aymi sekilde bilim insanlari, memeli hiicrelerinde meydana gelen
programlanmis hiicre Oliimlerinin hemen hemen hepsinin apoptozdan kaynaklandigi
diistinmtistiir. Ancak son yillarda, daha 6nce tesadiifi bir yap1 olduguna inanilan bazi

hiicre 6liimii bigimlerinin siki bir sekilde diizenlendigini ortaya koyulmustur.



Ferroptoz, apoptoz ve nekroz gibi geleneksel hiicre oliimlerinden farkli, demire
bagimli ve lipid peroksid birikmesiyle gerceklesen yeni kesfedilmis bir hiicre 6limii
bi¢imidir. Feroptoz terimi ilk defa 2012 yilinda Stockwell ve ekibinin yaptig1 calismada
kullanilmustir [23].

Kaspaz bagimli apoptoz, molekiiler diizeyde karakterize edilen ilk diizenlenmis
ve programlanmig hiicre 6liimi seklidir. Son yillarda, apoptozun 6tesinde diizenlenmis
hiicre Oliimii  mekanizmalarinin, normal fizyolojik  siirecte  gerceklesmesi
programlanmasina ragmen bu fizyolojik kosullarin ne oldugu biiyiikk dl¢iide gizemini

korumaktadir.

Hiicrelerde ferroptoz ve apoptoz gibi hiicre oOlimleri, morfolojik ve
biyokimyasal olarak ayirt edilebilir (Tablo 2-1). Ferroptoz goriilen hiicrelerde,
kromozomal yogunlagma ve apoptotik cisimler gibi apoptoz ile iligkili 6zellikler yoktur.
Ferroptoz mekanizmasindan apoptozdan farkli oldugu farkli oldugu inhibitorleriyle

yapilan bir caligmada gosterilmistir (Sekil 2-5) [1].

Tablo 2-1. Hiicre 6liim sekillerinin bashca oézellikleri

Hiicre oliim sekillerinin biyokimyasal 6zellik, morfolojik 6zellik, anahtar genler, diizenleyici

yolaklar, aktivator ve inhibitorler agisindan farklari tabloda verilmistir [24].

Hiicre Oliimii Ferroptoz Apoptoz Otofaji Nekroz
Biyokimyasal Sistem Xc- | Kaspazlarin Artan  lizozomal | ATP seviyelerinde
Ozellikler inhibisyonu ve | aktivasyonu, aktivite disis ve RIPL,
glutamat azalmasi, | oligoniikleozomal RIP3, MLKL
GPX4 DNA aktivasyonu
inhibisyonu. fragmentlerinin
Demir birikimi ve | olusumu
lipid
peroksidasyonu
Morfolojik Kiigtlmiis Plazma Cift zarli | Plazma zarmin
Ozellikler mitokondri, membranin otolizozomlarin parcalanmasi,
mitokondri tomurcuklanmasi, | olusumu organellerin
kristasinin ve | hiicresel hacmin sismesi
mitokondrinin dig | azalmasi, niiklear



Anahtar Genler

Diizenleyici

Yolaklar

Aktivatorler

inhibitorler

zarmin azalmasi

ya da yok olmas1

GPX4, Nrf2, LSH,
TFR1, xCT

Sistem Xc- ve

Gpx4, MVA,
HSF1-HSPB1,
p62-Keapl-Nrf2
yolaklari, LSH
sinyal yolagi
Erastin, DPI2,
BSO, SAS,
lanperisone, SRS,
RSL3, DPI7,
DPI10, FINSG6,
sorafenib,
artemisinin

Desferoxamine,

vitamin E,

u0126,

ferrostatin-1,

SRS, CA-1,

cycloheximide,

aminooxyacetic

acid

Liproxstatin-1
HCI

fragmasyon

Kaspaz, P53, Fas,
Bcl-2, Bax

Olim

Mitokondriyal,

reseptort,

Endoplazmik
retikulum
yolaklari, Kaspaz,
P53, Bcl-2 aracili
sinyal yolag:

FASL,
UNCS5B

DCC,

XIAP, c-1AP1, c-
IAP2, ILP-2, ML-
IAP/livin, NAIP,
Z-VADFMK

ATGS, ATG7,
DRAMS3, TFEB

PI3K-AKT-
mTOR, MAPK-
ERK1/2-mTOR
sinyal yolagi

Rapamycin,
lithium, sodium,
valproate,
carbamazepine,
C2-ceramide,

rapamycin

3-ME, LY?294002,

wortmannin, PIK-
111, compound 31,
SAR 405, Vps34-
In1,MRT68921,
Spautin-1,
Bafilomycin  Al,

hydrochloroquin

LEF1, RIP1, RIP3

TNFa, TNFRI,
TLR3, TRAIL,
FasL, ROS, PKC-
MAPK-AP-1-

aracili sinyal

yolagi

TNFa, zVAD-
fmk, PAMPS

Nec-1, NSA,

Kongensin- A
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Sekil 2-5. Apoptoz ve Ferroptoz inhibitérlerinin etkisi

Demir selatorleri apoptoza etki etmezken ferroptozu inhibe eder. Ayni sekilde kaspaz inhibitorleri ise
apoptozu inhibe ederken ferroptoz siirecini etkilemez [1].

2.2.1. Ferroptoz Mekanizmasi

Ferroptotik oliim, glutatyon ve GPX4 gibi lipid onarim sistemleriyle biiyiik
olgtide kontrol edilen ve ¢coklu doymamis yag asidi (PUFA) biyosentezini de igeren bir
dizi enzimatik reaksiyona bagli diizenlenmis hiicre O6limi seklidir. Birgok yolla
tetiklenebilir [69].

Ferroptoz, iki farkli mekanizma aracilik ettigi GPX4 aktivitesinin kaybiyla
baslar (Sekil 2-6). ilk mekanizma, GPX4 enzimini dolayli olarak engelleyen sistem Xc-
‘nin inhibisyonudur (6rnegin, erastin ile muamele). Sistem Xc', hiicre membraninda
bulunan bir hafif zincirli alt birimden (xCT, SLC7A11) ve bir agir zincir alt biriminden
(CD98hc, SLC3A2) olusan Na* bagimli bir sistein-glutamat antiporteridir (Sekil 2-7).
Hiicre i¢inde bulunan glutamati hiicre disina atarken, hiicre disinda bulunan sistini hiicre
igine tasir [25]. Hiicre igine alinan sistin daha sonra glutatyon (GSH) sentezinde
kullanilmak tizere sisteine donistirilir. Sistein, glutamat ve glisinle birleserek
glutatyonu olusturur. Sistinin hiicreye alinip sisteine doniistiiriilmesi, glutatyon
sentezinin kilit basamagidir ve glutatyon, hiicreleri oksidatif stresin neden oldugu

hasardan korumak i¢in kritik 6neme sahiptir [23]. Glutatyon, lipid tamir enzimi olan



glutatyon peroksidaz 4'in (GPX4) aktivitesi i¢in gereklidir ve GPX4 lipid bazli reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS), ozellikle lipid hidroperoksitlerin birikimini Onler. GPX4,
temel bir kofaktor olarak glutatyonu kullanarak fosfolipid peroksidaz aktivitesini
saglayarak lipid peroksitlerin indirgenmesini katalizler [26]. Erastin glutamat/sistin
antiportu sistem Xc ’yi inhibe eder [27]. Erastin bu sistemi baskiladigi i¢in hiicre
igindeki glutatyon seviyesinin diismesine ve hiicrenin oksidatif hasara hassasiyetinin
artmasina neden olur. Glutatyon sentezinin hizin1 siirlayan enzim olan y-GCS'nin
butiyonin siilfoksiminin (BSO) ile inhibe edilmesi de ferroptozu baslatmak igin
yeterlidir [28]. GPX4, lipid hidroperoksitlerini alkole ve serbest hidrojen peroksitlerini
suya doniistiirmek i¢in glutatyonu oksitlenmis formu olan glutatyon distilfite (GSSG)

gevirir [29].

Glutamat

i,

4000000000000000000000000

Sistin

Sistein

Sekil 2-6. Sistem X ~islevi

Sistem Xc°, hiicre membraninda bulunan Na* bagimli bir sistein-glutamat antiporteridir. Hiicre iginde
bulunan glutamati hiicre disina atarken, hiicre disinda bulunan sistini hiicre igine tasir. Hiicre i¢ine alinan
sistin daha sonra glutatyon (GSH) sentezinde kullanilmak iizere sisteine doniigtiiriiliir. Sistein, glutamat
ve glisinle birleserek glutatyonu olusturur. Glutatyon, lipid tamir enzimi olan glutatyon peroksidaz 4'in
(GPX4) aktivitesi i¢in gereklidir. GPX4, lipid hidroperoksitlerini alkole ve serbest hidrojen peroksitlerini

suya doniistiirmek i¢in glutatyonu oksitlenmis formu olan glutatyon disiilfite (GSSG) ¢evirir.



Ferroptozun bir baska molekiiler mekanizmasi, GPX4 aktivitesinin dogrudan
engellenmesidir. Klasik ferroptotik indiikleyici olan (1S, 3R) -RSL3, GPX4 enziminin
aktif bolgesinde bulunan selenosisteinini hedef alarak GPX4’ilin enzimatik aktitivitesini
geri doniistimsiiz bir inhibe edebilir (Sekil 2-7) [28, 30]. Ayrica, GPX4'lin siRNA ile
inhibisyonu, ferroptotik hiicre 6liimii i¢in gerekli olan lipid ROS birikimini indiiklemek
icin de yeterli olmustur [28]. Sonug olarak GPX4, ferroptoz mekanizmalarin merkezi bir

diizenleyicisidir.

Demir bagimli ROS birikiminin, ferroptotik hiicre oliimiinii tetikledigi goz
ontine alindiginda, hem demir metabolizmas1 hem de lipid peroksidasyonu, ferroptoz

mekanizmasinda rol oynayan iki kritik islemdir.

2.2.1.1. Ferroptoz Mekanizmasinda Demir Metabolizmasi

Hiicre icindeki ferroz demir havuzlar1 (Fe?*) lipid peroksidleri zararli serbest
radikaller olusturmak tizere Fenton reaksiyonuyla dogrudan katalize edebilir. Lipid
peroksidler hiicre i¢inde zamaninda detoksifiye edilmezse, lipid alkoksi (ROe)
radikallerine dontiserek hiicrede birikir ve bu birikim ferroptoza yol acar. Bu yolak,
ferroptozun neden diger metal iyonlarindan ziyade demire bagli oldugunu agiklamanin

sebeplerinden sadece bir tanesidir [26].

Demir metabolizmasinin ana regiilatorii olan ‘Iron response element binding
protein 2 (IREB2)’, HT-1080 ve Calu-1 hiicrelerinde erastin kaynakli ferroptoz igin
temel bir gen olarak tanimlanmistir [31]. IRP2 olarak da adlandirilan IREB2,
transkripsiyon sonrasi demir metabolizma genlerini (FTH1, FTL, TF, TfR1, Fpn ve
DMT1) kontrol ederek hiicre ig¢i demir homeostazini ¢ok 6nemli bir rol oynar [32].
Ferritin hiicre i¢i demir depolama proteinidir. Ferritinofaji olarak adlandirilan ferritinin
NCOAA4 ile otofajik degradasyona ugramasi, hiicre i¢ine serbest demir saldigi i¢in

ferroptoz duyarliligini arttirir (Sekil 2-7) [33].

Demir, transferrin reseptorii 1 (TfR1) araciligiyla transferrin (Tf) proteinine
bagl olarak endositoz ile hiicre igine tasinir [32]. Yapilan ¢aligmalar, Tfnin ferroptotik
hiicre 6liimiiniin indiiksiyonu i¢in 6nemli bir bilesen oldugunu gostermistir [34]. Hiicre

icinde bulunan sebest demir havuzunun tolere edilebilir bir seviyede tutulmasi, hiicreyi



oksidatif strese kars1 korur ancak ferroz demir havuzunun konsantrasyonu, homeostatik

siirlarin 6tesine yiikselirse, hiicrede siddetli oksidatif hasar meydana gelir [35].

2.2.1.2. Ferroptoz Mekanizmasinda Lipid Metabolizmasi

Lipid metabolizmas1 ayrica ferroptoza karst hiicresel duyarliligin
belirlenmesinde de rol oynar. Kolayca ¢ikarilabilen hidrojen atomlar1 igeren c¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA'lar), lipid peroksidasyonuna meyillidir ve ferroptozun
gerceklestirilmesi igin gereklidir [28, 72]. Bu nedenle, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
bollugu ve lokalizasyonu hiicrelerde meydana gelebilecek lipid peroksidasyon
derecesini ve dolayisiyla ferroptozun ne kadar etkin oldugunu belirler [36]. Hiicrede
bulunan iki enzim, ACSL4 ve LPCATS3 hiicresel membranda ¢oklu doymamis yag
asitlerinin biyosentezi ve yeniden sekillenmesi ile ilgilidir. Bu genler, lipid
peroksidasyonu ve ROS olusumu igin ferroptozu tesvik etmeye yeterli membran lipid

PUFA iiretimini saglar (Sekil 2-8) [37].

Normal kosullar altinda, yag asidi hidroperoksitleri, GPX4 aracilig: ile yag asidi
alkollerine doniistiiriiliir. Bununla birlikte, ferroptoz sirasinda GPX4 enziminin inaktif
olmast nedeniyle bu doniisiim engellenmis olur. Birikmis yag asidi hidroperoksitleri,
hiicrelerde oldiiriicii etkisi olan demir aracili Fenton reaksiyonlar: ile lipid peroksid

radikallerine katalize edilir [26].



Sistin Glutamat

Erastin

System Xc- |— Sorafenib

|

SLC7AI

it

Transferrin receptor 1

Ferritin Sistin Glutamat

NCOA4  Ferritin

Sistein
\» y-GCS —ss0

Otofajik yikilma
\» ‘ (15,3R)-RSL3
re, et°’7
a
/ q,o PUFAs—OOH PUFAs-OH
IREB2

T DX TN
p U X7

- LOXs
PUFAs m /—Lm PUFAs-OOH

mmmmm

Sekil 2-7.Ferroptoz mekanizmasi

Ferroptoz, sistem Xc erastin ile inhibisyonu ya da GPX4 aktivitesinin RSL3 ile dogrudan inhibe edilmesi
ile baslayp hiicre oliimi ile sonlanir. Lipid ROS ferroptotik 6liim siirecinden sorumludur. Hiicre
membraninda bulunan PUFA peroksidasyonu ferroptoz yolaginda 6nemli bir role sahipken diger yandan,
hiicre i¢inde biriken asirt demir de lipid ROS birikmesinde ve sonug olarak ferroptoz mekanizmasinin

temelidir [26].

2.2.2. Ferroptoz Mekanizmasinda Bulunan Aktivatér ve Inhibitérler

Feroptoz aktivatorlerinin tanimlanmasi 2003 yilinda feroptozun kesfinden dnce
olmustur. Ik tanimlanan feroptotik madde ise erastindir [38, 67]. Erastin ile imidazol
keton erastin (IKE) ve piperazin erastin (PE) gibi daha giiglii analoglarinin yani sira
FDA onayl ilaglar olan sulfasalazin ve sorafenib, kii¢iik molekiillii sinif 1 ferroptoz

indiikleyicileridir (Tablo 2-2) [39].

Sinif 2 ferroptoz indiikleyicileri, GPX4'lin dogrudan inhibisyonu yoluyla etki
eder. Bu sinifta bulunan maddeler GPX4'lin niikleofilik aktif bdlgesinde bulunan
selenositle kovalent olarak etkilesime girer ve enzimatik aktivitesini inhibe eder. Buna
bagl olarak GPX4 lipid tamir fonksiyonu kaybeder ve oldiiriicii lipid peroksitlerin

birikimi gercekleserek hiicre 6liimiine neden olur.



Ferroptoz indiikleyici 56 (FIN56) ve kaspazdan bagimsiz letal 56 (CIL56)

bilesiklerini igeren sinif 3 ferroptoz aktivatorleri, GPX4 proteininin ve ayni zamanda

mitokondriyal elektron tagima zincirinde iyi bilinen fonksiyonuna ek olarak endojen

lipofilik antioksidan olan koenzim Q10'un (CoQ10) hiicrede degrade olmasina neden

olarak etki eder [39].

FINO2, hali hazirda bilinen tek smif 4 ferroptoz aktivatoriidir. FINO2 demiri

oksitleyerek ve dolayli olarak GPX4'ii etkisiz hale getirerek ferroptozu indiikleyen bir

endoperoksittir.

Tablo 2-2 Ferroptoz aktivatorleri

Ferroptoz mekanizmasini indiikleyen maddeler tabloda gosterilmistir [39].

Ornekler Ozellikleri

Ferroptoz Uzerindeki Etkisi

it Erastin, PE, IKE, diger ~ Sistem Xc- inhibisyonu
erastin analoglari,
sulfasalazine, sorafenib,
glutamat

<l RSL3, ML162, DPI GPX4 aktivitesinin
compounds inhibisyonu
7,10, 12, 13, 17, 18, 19

<iiiisl | FINSG ve CIL56 GPX4 proteini ve CoQ10

degredasyonu

S FINO2 Lipid peroksidasyonunu
arttirmasi

Sistinin hiicre i¢ine alinmasini
engeller, glutatyon olusamaz ve
GPX4 aktive olamaz

GPX4 ile etkilesime girerek
enzimatik  aktivitesini  inhibe

eder

GPX4 proteinini hedef alir ve
ayni zamanda SQS-mevalonate
yolagt  araciligiyla ~ CoQuo
degredasyonuna sebep olur

Demirin oksidasyonunu
saglayarak lipid
peroksidasyonuna neden olur,
dolayli olarak GPX4 aktivitesini
inhibe eder



Yapilan calismalarda belirli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek cesitli ferroptoz
inhibitorleri tanimlanmistir [31] (Tablo 2-3). Siif 1 inhibitorii olan demir selatorleri,
lipoksijenazlar1 (LOX'ler) inhibe ederek lipid peroksidasyonunun baslamasini
engellerken ayn1 zamanda Fenton reaksiyonunu baskilayarak lipid peroksidasyonunun
yayilmasini onler. Diger yandan sinif 2 inhibitorii olan lipofilik antioksidanlar, etkilerini
lipid peroksidasyonunu baskilamak icin olusan radikal bilesikleri Yyakalayarak

detoksifiye eden mekanizma yoluyla gésterirler.

Tablo 2-3. Ferroptoz inhibitorleri

Ferroptoz mekanizmasini inhibe eden maddeler tabloda gosterilmistir [39].

Smif  Ornekler Ozellikleri Ferroptoz Uzerine Etkisi

<ot Deferoxamine, Demir selatorleri Demiri tutar ve demirin lipid
cyclipirox, peroksidasyonuna neden
deferiprone olmasina engel olur

oinieor Vitamin E, BHT, Lipofilik antioksidanlar Lipid peroksidasyonunu énler
Ferrostatin-1,
liproxstatin-1,
XJB-5-131, CoQ10

< D4-arachidonik Doéteryumlanmig coklu Lipid peroksidasyonunun
asit, D10- doymamis yag asitleri baslamasina ve yayilmasina
docosahexaenoik (Deuterated-PUFA) engel olur

asit

i CDC, baicalein, LOX inhibitorleri LOX inhibisyonuna neden olur
PD-146176, AA- ve LOX tarafindan lipid
861, zileuton peroksidasyonunun uyarilmasini

onler



Bu tez ¢alismasinda kullanilmak tizere aktivator olarak erastin, inhibitor olarak
ferrostatin-1 se¢ilmistir. Ferroptoz mekanizmasinda nerede etkili olduklart Sekil 2-8’de

verilmistir.
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Sekil 2-8. Ferroptozda secilen aktivator ve inhibitor

Ferroptoz aktivatorii olarak segilen erastin sistem xc-‘yi inhibe eder ve hiicre igine sistin alimmasini
engeller. Hiicre i¢inde antioksidan gorevi yapan GPX4 olusamaz ve hiicre, biriken lipid peroksidlere
(Lipid ROS) kars1 savunmasiz kalir. Ferroptoz inhibitérii olan ferrostatin-1 olusan lipid peroksidleri

yakalayarak detoksifiye eder. Hiicreyi lipid peroksidasyonundan koruyarak 6liime gitmesini engeller [31].

2.2.3. Ferroptoz ile Tligkili Genler
Bugiine kadar ferroptozu diizenleyen ya da feroptoz belirteci olarak kabul edilen

cok sayida gen tanimlanmistir ve bu genlerin sayisi giin gectikce artmaktadir. Ferroptoz

ile iliskili genlerden bazilar1 Tablo 2-4’te 6zetlenmistir.



Tablo 2-4 . Ferroptoz ile iliskili Genler

Gen Ad1 Islevi

ACSL4 Acyl-Coa synthetase long- Serbest yag asitlerini acil-COA  esterlerine
chain family member 4 dontstiiriir. Lipid biyosentezinde kilit rol oynar.

Ferroptoz i¢in gereklidir.

Lipoxygenases Ferroptozda ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonunda rol oynar

CDGSH iron  sulfur Mitokondriyal demir havuzunu diizenler

domain 1

DPP4 Dipeptidyl-dippeptidase-4  Lipid peroksidasyonunu indiikler
clefe/ele i Glutamate-cysteine ligase  Glutatyon biyosentezinde gorevlidir

GLS2 Glutaminase 2 Glutaminin par¢alanmast ve ferroptoz igin
gereklidir

GPX4 Glutathione peroxidase 4  Ferroptozu baskilamak i¢in membran fosfolipid
hidroperoksitlerini azaltir

Glutathione synthetase Glutatyon biyosentezinde gorevlidir

PTGS2 Prostaglandin- Prostoglandin biyosentezinde gorevlidir ve GPX4
Endoperoxide Synthase 2 inhibitorleri tarafindan indiiklenir

Spermidine/Spermine N1- Lipid peroksidasyonunu indiikler
Acetyltransferase 1

SLC7A11 Solute carrier family 7 Sistem Xc-‘yi olusturun alt birimlerden birini
member 11 olusturur, hiicre igine sistin  alinmasinda

gorevlidir.

TFRC Transferrin receptor Hiicre i¢ine demir alimini saglar



Tez projesi kapsaminda bu genler arasindan hiicre kiiltiiriinde ekspresyon
diizeylerindeki farkliliklar1 incelemek tizere ACSL4, GPX4, HMOX-1 ve SLC7A1l

genleri secilmistir.

2.2.4. Ferroptoz ve Alzheimer Hastahig Tliskisi

AH beyinlerinde artmis enflamasyon ve dejenerasyon siireci yalnizca apoptotik
hiicre oOlimi ile aciklanamamaktadir. Bu durum, alternatif bir hiicre 0lim
mekanizmasinin s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir [40, 41, 1]. Ferroptozda
kilit rol oynayan lipid peroksidasyonunun AH patolojisinde erken bir olay olarak kabul

edilmesi noron dliimlerinin ferroptozla baglantisini arttirmaktadir [42].

Alzheimer Hastaligi’nda beyinin ¢esitli bolgelerinde demirin  biriktigi
bilinmektedir. Ancak bu demirin nérodejeneratif siirece ve noron oliimiine nasil dahil
oldugu belirsizligini korumaktadir. Son yapilan ¢aligmalar ferroptozun AH’de

muhtemel bir 6lim mekanizmasi oldugunu diisiindiirmektedir [40, 26].

Deney hayvanlariyla yapilan bir ¢alismada, ferroptozda kilit rolii olan GPX4
geni noron hiicrelerinde inaktive edildigi zaman, 12 haftalik farelerde hipokampal
norodejenerasyon saptanmasi ferroptozun noron Oliimlerinde rolii olabilecegini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte, farelerde nérodejenerasyona ek olarak ferroptozun
diger bir ozelligi olan artmus lipid peroksidasyonu da goriilmiistiir. Ayni1 deneyde
farelerin gii¢lii bir antioksidan gorevi gostererek ferroptozun inhibisyonunu saglayan E
vitamininden eksik beslendigi durumda, hipokampal nérodejenerasyon ve davranis
bozuklugu oraninin arttigi goriilmiistiir. Bu sonuglar néronlarinin, 6zellikle GPX4
aktivitesi kaybinda ferroptoza duyarl oldugunu, ayrica ferroptozun AH'de 6nemli bir

norodejeneratif mekanizma olabilecegini 6ne stirmektedir [40, 26, 43].

Ayrica Alzheimer hastaliginda goriilen bilissel islevdeki azalma ile birlikte,
frontal korteks ve hipokampusta Ferroptoz mekanizmasinda lipid peroksidasyonlarinin
detoksifiye edilmesinden sorumlu olan glutatyon seviyesinin azalmasi da eslik
etmektedir. Biitiin bu veriler birlikte ele alindiginda AH'de ferroptozun 6nemli bir rolii

oldugunu diistindiirmektedir [44].



2.2.5. Aday Genler

Bu tez projesi kapsaminda AH ile ilgili BNIP3L, RAD21 ve TM2D1 genleri
ekspresyon analizi i¢in segilirken ferroptoz ile ilgili ACSL4, SLC7A11, GPX4 ve
HMOX-1 genleri se¢ilmistir.

BCL2 Interacting Protein 3 Like (BNIP3L) geni, 8.kromozomda (8p21.2) yer
alir. NIX olarak da bilinir. BNIP3L, BH3 domeinine sahip Bcl-2 ailesinde yer alan
proapoptotik proteinlerle etkilesime girebilen bir proteini kodlar. BH3 domeinine sahip
bir diger gen ise BCL2 Interacting Protein 3 (BNIP3)'tiir. Bu proteinler hiicresel stresin
ardindan mitokondrinin dis zarinda lokalize olan kararli kompleksleri olusturur. Bu da,
apoptotik veya apoptotik olmayan hiicre 6limiinii destekler [45]. Ayrica Alzheimer
hastaliginda noronal hiicre oOliimiinde de rol oynadigi belirtilmistir. Alzheimer
hastaliginda amiloid B-plak birikiminin, ndéron O6limiine yol ag¢tig1 bilinmektedir.
Yapilan in vitro bir ¢aligmada kiiltiire edilmis sigan kortikal noéronlarinin B-amiloid ile
muamelesi sonucunda, BNIP3 ekspresyonunda artis oldugu goriilmiistiir. BNIP3 geninin
susturulmasi ise, amiloid kaynakli hiicre 6liimiinii inhibe etmistir. Bu durum, BNIP3'iin
AH’de noéronal hiicre 6liimiindeki roliine isaret etmektedir [46]. BNIP3L'nin rolii ise bu
hastaliklarda bilinmemektedir ve gelecekteki arastirmalarin odak noktasi olmalidir.
Ayrica hem BNIP3 hem de BNIP3L'nin, makrofaj hiicre oliimiinde bir rol oynadigi
gosterilmistir [47]. Yapilan baska bir ¢alismada ise BNIP3L geninin mitofajiyi
indiikleyerek Parkinson Hastaligi’nda rol oynadigini gostermistir [34, 48].

RAD21 Cohesin Complex Component (RAD21) geni, 8.kromozomda (8g24.11)
yer alir ve ayn1 zamanda SCC1 olarak da bilinir. RAD21, mitoz boliinmenin S fazinda
DNA replikasyonundan sonra kohezin kompleksi olusturarak kardes kromatidlerin
uygun bir sekilde ayrilmasindan sorumludur [49]. Kohezin kompleksinin ayn1 zamanda

kutuplarda ig iplik¢iklerinin olusmasinda da rol oynadig: diistiniilmektedir [50].

TM2 Domain Containing 1 (TM2D1) geni, 1.kromozomda (1p31.3) lokalize
olmustur ve BBP olarak da bilinir. Bu gen tarafindan kodlanan TM2D1 proteini, f3-
amiloid peptidi baglayict bir proteindir. TM2DI1, bir hiicre yiizeyi reseptorii olan APP
(amiloid prekiirsor proteini) ile etkilesime girer [51]. TM2D1 alt tipinin in vitro kosulda
insan PB-amiloid peptidine yiiksek afinite ve 6zgiilliik ile baglanir. Yapilan bir caligmada
hiicre kiiltiirinde TM2D1 ekspresyonunun, B-amiloid peptid toksisitesini arttirdigi

goriilmiistiir [52].



Acyl-CoA synthetase long chain family member 4 (ACSL4), X kromozomunda
(Xq23) yer alir ve 17 ekzondan olusmaktadir. ACSL ailesinin bes iiyesinden biri olan
ACSLA4, karaciger lipid metabolizmasinda gorev alir. ACSL ailesi uzun zincirli yag
asitlerinden yag a¢il-CoA olusumunu gergeklestirir. Bu metabolik olay yag asitlerinin
hiicre ig¢inde kullanabilmesi i¢in 6nemlidir [53]. ACSLA4, hiicre membraninda bulunan
¢oklu doymamis yag asitlerinin sentezi i¢in dnemlidir. Hiicre i¢gin ACSL4 proteininin
kayb1 membranda bulanan lipidlerin ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu icin gerekli

olan substratin azalmasi saglayarak hiicreyi ferroptoza karsi direngli hale getirir [3, 71].

Glutathione peroxidase 4 (GPX4), glutatyon peroksidaz ailesinin sekiz
tiyesinden birisi olup 19.kromozomda (19p13.3) yer almaktadir. Hidrojen peroksit,
organik hidroperoksitlerin ve lipid hidroperoksitlerin detoksifiye edilmesini saglar ve
bdylece hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. GPX4, esterlestirilmis okside yag
asitlerini ve kolesterol hidroperoksitlerini azaltabilen tek enzim oldugu i¢cin GPX
izoformlar1 arasinda benzersizdir. Membran lipid peroksidasyonunu onleyerek hiicreleri
oksidatif hasara bagli hiicre Oliimiinden korur [54]. Ferroptozu baskilamak igin

membran fosfolipid hidroperoksitlerini azaltir.

Solute Carrier Family 7 Member 11 (SLC7Al1), 4.kromozomda (4q28.3)
bulunan ferroptoz mekanizmasinda 6nemli sistein ve glutamat i¢in oldukca spesifik olan
heteromerik, sodyumdan bagimsiz, anyonik bir amino asit tagima sistemi olan sistem
Xc-‘nin bir liyesini kodlar. Bu sistemde sistein hiicre igine alinarak glutamat hiicre
disina atilir. Sistin hiicre i¢inde sisteine doniisiir. Daha sonra glutamik asit ve glisin ile
birleserek glutatyon tripeptidini olusturur. Glutatyon hiicre ig¢inde antioksidan gorevi

gormektedir ve olusan lipid peroksidasyonlarin detoksifikasyonundan sorumludur [55].

Heme oxygenase 1 (HMOX-1) ise 22.kromozomda (22g12.3) bulunur.
Hemoglobin yapisinda bulunan serbest hem bilesigini, karbon monoksid, demir ve
billuribine ¢evirir. Hiicre i¢i demiri arttirdigi i¢in ferroptozda etkili bir gen oldugu
bilinmektedir. Yapilan calismalarda erastin eklenen kosulda ekspresyonun arttifi ve
asirt eksprese edildigi durumlarda ferroptozun hizlandigi gosterilmistir [56]. Kritik
hastaliklarla iliskili ¢esitli uyaranlarla indiiklenen 6nemli bir anti-enflamatuar enzimdir.
Insanlarda eksikligi, dzellikle endotel hiicrelerini ve retikiiloendotel sistemini etkiler ve
biiylik 6lgiide azaltilmig yasam beklentisi ile sonuglanir [57]. HMOX-1 ayrica hiicre

strese girdigi zaman antioksidan gorevi yapmaktadir [58].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Hiicre Hatt1
Bu tez ¢alismasinda ferroptoz modeli olusturmak i¢in uygun HEPG2 (ATCC®
HB-8065™) hiicre hatt1 kullanilmistir. Secilen hiicre hattinin 6zellikleri asagida

Ozetlenmistir.

3.1.1.1. HEPG2 hiicre hatti

HEPG2 hiicreleri, hepatoselliiler kanserine sahip 15 yasindaki Kafkas erkek
hastadan elde edilen karaciger hiicrelerine ait bir hiicre hattidir. Isik mikroskobu ile
kiigiik, koseli ve ¢ogunlukla birbirlerine tutunmus halde goriiniir. Hiicrelerin yaklasik
iki katina ¢ikma siiresi 48 saattir. HEPG2 hiicre hatt1 adhesive 6zellige sahiptir. Hiicre
hatt1 Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) i¢inde %10’luk fetal sigir serumu
(FBS) ve %1’lik antibiyotik bulunan soliisyonda %5 CO> ve 37°C ortam sartlarinda

kiltiire edilmistir.

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3-1’de listelenmistir.

Tablo 3-1 : Kullamlan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Markasi Katalog Numarasi
Antibiyotik-Antimiyotik Invitrogen 15240062
Dimethyl Sulfoksit (DMSO) Sigma 472301
Eagle's Minimum Essential Medium = Wisent Inc. 320-012-CL
(EMEM)
Phosphate Buffered Saline 1X Wisent Inc. 311-010-CL
without/Calcium&Magnesium (PBS
1X)

Fetal Bovine Serum Advanced Heat = Capricorn Scientific FBS-HI-11B



Inactivated (FBS)
Trypsin-EDTA

Hank’s Balanced Salt Solution 1X
(HBSS)

Erastin
Ferrostatin-1

BODIPY™ 581/591
Peroxidation Sensor)

Cl11 (Lipid

Etanol
Izopropanol
Kloroform

Trypan Blue

3.1.3. Kullanilan Kitler

Wisent Inc.

Wisent Inc.

Sigma
Sigma

Thermo ScientificT™

Merck
Sigma
Sigma

Beckman Coulter Inc.

325-542-EL

311-511-CL

E7781-5MG

SML0583-5MG

D3861

1.00983.2511

24137-2.5L-R

24216-2.5L-R

383260

Bu tez calismasinda kullanilan kitler Tablo 3-2’de listelenmistir.

Tablo 3-2: Kullanilan Kkitler

Kit Ad1 Markasi Katalog Numarasi
iScript cDNA Sentez Kiti Biorad 170-8891
LightCycler® 480 SYBR Green I Roche 04 707 516 001
Master
Vi-Cell Single Pak Hiicre Sayim Kiti = Beckman Coulter Inc. 383260
High Pure RNA Izolasyon Kiti Roche 11828665001



3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar Tablo 3-3’de listelenmistir.

Tablo 3-3 : Kullanilan cihazlar

Cihaz Markasi
Buzdolab1 -80°C Thermo, -20°C Ugur, +4°C Sanyo
Etiiv Thermo Scientific™
Buz Makinasi Cornelius
Sogutmali Santrifiij Thermo Scientific™
Nanodrop Thermo Scientific™
Masaiistii Santrifiij Thermo Scientific™
Inkiibator Thermo Scientific™
LightCycler 480 Roche
PCR Cihaz1 BioRAD
Laminer Akis Kabini Thermo Scientific™
Distile Su Cihazi Millipore
Otomatik Pipetler Eppendorf

BD FACSCalibur™ Akis Sitometri Cihazi | BD Biosciences



3.1.5. Kullanilan Cozeltiler

3.1.5.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler
Kiiltiir Medyumu

450 ml Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) i¢ine 1s1 inaktivasyonu
yapilmis 50 ml Fetal Bovine Serum (FBS) ve 5 ml Antibiyotik-Antimiyotik (100x)
eklendi. Final FBS konsantrasyonu %10 olurken antibiyotik-antimiyotik

konsantrasyonu %1 olarak ayarlandi.
Phosphate Buffered Saline (PBS) Soliisyonu

Ticari olarak satmn alnan kullanima hazir, steril soliisyon kullanildi. Mg*? ve
Ca'? icermeyen PBS soliisyonu hiicrelerin sayilmasi ve pasajlanmasi asamasinda

hiicreleri yikama amaciyla kullanildi.
HEPG2 Dondurma Medyumu

Hiicrelerin dondurulmas: icin iki farkli medyum hazirlandi. Ilk dondurma
medyumunun igeriginde %60 EMEM ve %40 FBS olurken ikinci dondurma
medyumunun igeriginde %40 EMEM, %40 FBS ve %20 DMSO bulunmaktadir.

Erastin ve Ferrostatin I¢eren Kiiltiir Medyumu

Molekiiler agirhigr 547,04 olan 5 mg Erastin, 10mM olacak sekilde 914pL
DMSO ile ¢oziildii. Molekiiler agirligr 262,35 olan 5 mg Ferrostatin-1, 10mM olacak
sekilde 1905uL DMSO ile ¢6ziildii. Final konsatrasyonu 35uM olacak sekilde erastin ve
konsantrasyonu 2,5uM olacak sekilde ferrostatin-1 iceren EMEM kiiltiir medyumu

hazirlanda.
ROS Ol¢iimii icin Kullanilan Soliisyon

Molekiiler agirligr 504,4255 olan 1 mg C11 BODIPY 581/591, 1 mM olmast
icin 1982,5 uLL DMSO ile ¢ozildi. Final konsantrasyonu HBSS (Hank's Balanced Salt
Solution) iginde 2,5 uM olacak sekilde C11 BODIPY 581/591 floresan boyasi igeren

soliisyon hazirlandi.

3.1.6. Hasta ve kontrol grubu

Daha 6nce ¢alisma grubumuz tarafindan yiiriitilen TUBITAK 1001 projesi
(214S340) kapsaminda toplanan 25 Alzheimer hastast ve 21 kontrol bu tez projesine
dahil edilmistir.



3.2. Yontem

3.2.1. HEPG2 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii deneylerinde sivi azotta bekletilen hiicreler ¢oziildiikten sonra
morfolojileri, yogunluklar1 ve kontaminasyon agisindan her giin kontrol edildi.
Hiicrelerin yogunlugu %70’e ulastiginda pasajlama islemi yapildi. Fazla hiicreler daha
sonra tekrar kullanilmak tizere dondurularak sivi azotta saklanmasi saglandi. Ferroptoz

kosulu olusturmak i¢in hiicreler erastin ve ferrostatin-1 ile muamele edildi.
Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicreler buz iizerinde siv1 azottan ¢ikartildiktan sonra 37°C su banyosunda 5
dakika bekletildi. Coziilen hiicreler 15 mL’lik falkona alind1 ve lizerine damla damla 8
mL kiiltiir medyumu eklendi ve bolca pipetaj yapildi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijden
sonra siipernatant atilip taze 2 mL kiiltiir medyumu eklendi ve bolca pipetaj yapilarak
hiicreler ¢ozilindii. Elde edilen hiicreler 8 mL %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren EMEM
kiiltiir medyumu ile T-25’lik flaska ekilip %5 CO; ve 37°C sartlarinda inkiibasyona
birakildi.

Hiicrelerin Takibi

Hiicreler yogunluk, morfoloji ve olas1 bir kontaminasyon agisindan her giin 151k
mikroskobu altinda kontrol edildi. Kiiltiir medyumu haftada iki kez tazelendi. Bu islem
flask icerisindeki kiiltiir medyumunun ¢ekilip, ayn1 miktarda taze kiiltiir medyumunun

flask igerisine verilmesiyle gerceklestirildi.
Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask igerisinde hiicrelerin yogunlugu %70’e ulastiginda pasajlama islemi
yapildi. Hiicrelerin iizeindeki eski kiiltlir medyumu ¢ekilip atildi. 2 mL 1X PBS ile
hiicreler yikandi ve PBS atildi. Flask igerisindeki kiiltlir medyumunun tamamen
temizlenmesi i¢in bu islem tekrarlandi. T-25’lik flask i¢in 1,5 mL Tripsin-EDTA
soliisyonu hiicrelerin {izerine damla damla eklendi. 37°C inkiibatdrde yaklagik 8 dakika
birakildi. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi 151k mikroskobunda kontrol edilip
dogrulanmasinin ardindan tripsini inaktive etmek i¢in 3 mL kiiltiir medyumu eklendi.
Hiicreler 15 mL’lik falkona alinip 1500 rpm’de 5 dakika santriifiij edildi. Santrifiijii
takiben eski medyum yavasca cekilip atildi ve 2 mL taze kiiltiir medyumu yavasca
falkona eklendi. Bolca yapilan pipetajdan sonra i¢inden 100 pL alinip 900 pL PBS ile



diliie edilip hiicre sayimi i¢in hazirlandi. Hiicrelerin sayimi The Vi-CELL™ Cell
Viability Analyzer cihazi ile yapildi. Yogunluga gore hiicrelerin ekimi 1:2 veya 1:3

oraninda yapildi. Fazla kalan hiicreler dondurulmak tizere ayirildi.
Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki deneylerde kullanilmak {izere hiicreler donduruldu. Bunun igin
hiicreler kaldirilip gerekli miktarda ekimi yapildiktan sonra kalan hiicreler tekrar 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. iki farkli dondurma medyumu hazirlandi. ilk
medyumun igerigi %60 EMEM ve %40 FBS olurken ikinci medyumun igerigi %40
EMEM, %40 FBS ve %20 DMSO’dan olusmaktadir. Santrifiij sonrasi eski medyum
atildi. Birinci dondurma medyumu damla damla hiicrelerin iizerine eklendi ve arada
pipetaj yapildi. Bittikten sonra ikinci dondurma medyumu da ayni sekilde damla damla
hiicrelerin {izerine pipetajla eklendi. Hiicreler 2 mL’lik kriyotiiplere alinarak dnceden -
20°C’de bekletilen izopropanollii dondurma kabina konuldu ve gece boyunca -80°C’de
bekletildi. Bir sonraki giin -80°C’den alinarak s1v1 azota kaldirild.

Erastin Uygulamasi

Calismada HEPG?2 hiicre hatt1 ile ferroptoz indiikleyici madde olan erastin ve
ferroptoz inhibitorii olan ferrostatin-1 kullanildi. 24 saat 6ncesinden 12-kuyulu kiiltiir
plate’lerine 50.000 hiicre ekildi ve hiicrelerin yapismas1 sagladi. Oncelikle literatiire
gore secilen 10uM, 15uM, 20 uM, 25uM, 35uM erastin ile konsantrasyon denemeleri
yapildi. Ferrostatin-1 igin ise 2uM ve 2,5uM deneme konsantrasyonlari olarak se¢ildi.
Daha sonra erastin ve ferrostatin belirlenen konsantrasyonlarda kiiltiir ortamina eklendi.
Her konsantasyon triplike olarak c¢aligildi. Biitiin kosullar i¢in inkiibasyon siiresi 24 saat

olarak sabitlendi. Calisma tasarimi Tablo 3-4’te gosterilmistir.

Tablo 3-4 : Ferroptoz ¢calisma tasarim

Kimyasal Erastin Erastin+Ferrostatin-  Negatif
1
Doz 35 uM 35 uM Erastin + Madde uygulanmamis
HEPG2 hiicresi

2,5 uM Ferrostatin-1

Zaman 24 saat 24 saat 24 saat



24 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler kaldirildi ve canlilik i¢in hemositometre

yardimiyla sayildi ve 3.2.2.1°de anlatildig1 gibi hiicrelerin RNA izolasyonu yapildi.
Hemositometre ile Hiicre Sayim

Hiicre oOlimiiniin  gergeklesip  gerceklesmedigini  anlamak amaci ile
hemositometre ile hiicre sayimi yapilarak hiicre sayisindaki degisim gozlemlendi.
Tripsin-EDTA soliisyonuyla kaldirilan hiicreler santrifiij edilip 200 pL taze medyumla
¢oziindiikten sonra 10 pL alinarak 0,2 mL’lik tiipe alindi. Yine ayn1 miktarda 10 pL
tripan mavisiyle iyice karistirildi. Karisim igerisinden tekrar 10 pL ¢ekilerek lamel ile
kapatilan hemositometre igersine yayildi. Isik mikroskobu altinda 10X objektifle

hiicreler sayildi.

(Diliisyon faktérii x 4 kare igerisinde sayilan toplam hiicre sayis1 x 10000)/4

formiilii kullanilarak elde edilen toplam hiicre sayis1 hesaplandi.

3.2.2. Akim Sitometri Deneyleri

Hiicre i¢inde bir ferroptoz belirteci olan lipid peroksidasyonunu 6l¢gmek i¢in akis
sitometri deneyleri yapildi. Yapay lipid gibi davranarak hiicre i¢ine giren BODIPY
581/591 yikima ugradigi zaman floresan 6zelligi nedeniyle 1s1ma vermektedir. Akim
sitometri cihazi bu 1s1malarin miktarini 6lgerek hiicrede gergeklesen lipid peroksidasyon
durumunun belirlemektedir. Calismada HEPG2 hiicre hatt1 ile ferroptoz indiikleyici
madde olan 25uM ve 35uM erastin ile 2uM ve 2,5uM ferroptoz inhibitdrii olan
ferrostatin-1 ve floresan boya olan C11 BODIPY 581/591 kullanildi. 24 saat 6ncesinden
6-kuyulu kiiltiir plate’lerine 150.000 hiicre ekildi ve hiicrelerin yapismasi sagladi. 20
saat %5 CO2 37 °C ortaminda inkiibasyonun ardindan hiicreler tripsin yardimiyla
kaldirildi. Santrifiij sonrasinda iist sivi atildi ve hiicreler 500 pL. HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution) ile ¢oziildii. Ornekler akim sitometri igin kullanilan 5 mL’lik
polistiren tiiplere alindi. Tekrar 1500 rpm hizda 6 dakika santrifiij yapildi ve tist siv1
atildi. Her bir kosula daha dnceden ROS 6l¢iimii i¢in hazirlanan 2,5 uM C11 BODIPY
581/591 floresan boyas1 igeren HBSS soliisyonundan 390 uL eklendi. lyice
kanistirildiktan sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
ornekler alindi ve BD FACSCalibur™ akim sitometri cihazina gotiiriilerek 488 nm

dalga boyunda dl¢timleri yapildi.



3.2.3. Secilen Hedef Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Hedef genlerin ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in hiicre kiiltiiriinde erastin ve

ferrostatin ile inkiibe edilen hiicrelerden dnce High Pure RNA Isolation Kit (Roche) ile

total RNA izolasyonu yapilmis kalite ve miktar tayini yapildiktan sonra iScript™ cDNA

Synthesis Kit (Bio-Rad) ile ¢cDNA sentezi yapilmistir. Sentezlenen cDNA’lar ile

kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyon (qPZR) deneylerine gegilmistir.

Cikan sonuglar ile istatistiksel analiz yapilmistir.

3.2.3.1. RNA Izolasyonu
HEPG?2 hiicreleri tripsin-EDTA soliisyonuyla kaldirildiktan sonra total RNA

izolasyonu High Pure RNA Isolation Kit (Roche) ile yapildi. Kitin ¢alisma protokolii

asagidaki gibidir:

1- Hiicreler 200 pL 1X PBS igerisinde ¢oziildii.

2- Uzerlerine 400 uL parcalama soliisyonu eklendi ve 15 saniye vorteks
yapild.

3- Ornekler kitin icerisinden ¢ikan filtreli kolonlara alindi. 8000 g’de 15 saniye
santrifiij yapildi.

4- Daha sonra alt siv1 atildi. DNaz uygulamasinda her bir tiip i¢in 90 uL DNaz
inkiibasyon buffer ve 10 uL. DNazI karistirilarak eklendi. 15 dakika enzimin
etki etmesi beklendi.

5- 500 pL yikama soliisyonu I eklendi ve 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.

6- Altta toplanan sivi atildi ve 500 pL yikama soliisyonu II eklendi. Ayni
sekilde 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.

7- Altta toplanan siv1 atildi1 ve tekrar 200 pL yikama soliisyonu II eklenerek en
yiiksek hizda 2 dakika santrifiij yapildi.

8- Filtreli kolon temiz 1,5 mL’lik eppendorf tiipe alinarak 30 pL eliisyon buffer
eklendi ve 2 dakika beklendi.

9- 8000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek elde edilen RNA 6rnekleri kalite ve

miktar tayini yapildiktan sonra -80 °C’de saklanmak iizere kaldirildi.



3.2.3.2. RNA Kalite ve Miktar Tayini
RNA 6rneklerinin kalite ve miktar tayini NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™,

ABD) cihaz1 ile yapilmistir. Cihaz 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yiiklenen
Ornegin absorbansina goére Ol¢iim yapmaktadir. 1 pL yiikklenen RNA 0Orneginin
konsantrasyonu ve saflig1 6l¢iildii. Kaliteli RNA 6rnegi igin 260 nm/280 nm orani 1,9-

2,0 olarak belirlendi.

3.2.3.3. cDNA Sentezi

Ferroptoz kosulu olusturulmus hiicrelerden ve Alzheimer hastalarinin periferik
kanlarindan elde edilen total RNA, iScript™ c¢DNA Synthesis Kit (Bio-Rad) ile daha
kararl1 yap1 olan cDNA’ya ¢evrildi. RNA 6rneklerinin son konsantrasyonu 30 ng olacak

sekilde dH20 ile sulandirildi. Her bir RNA 06rnegi icin asagidaki gibi karisim hazirlandi.

RNA+dH20 :15 uL
5X iScript Reaksiyon Miksi 4 uL
iScript Ters Transkriptaz :1pL
Toplam :20 uLL

Hazirlanan tipler BioRAD T100™ Thermal Cycler cihazinda Tablo 3-5’de

gosterilen programa uygun sekilde inkiibe edilerek protokol sonlandirildi.

Tablo 3-5 : ¢cDNA sentez protokolii

Sicakhik Siire
Primer Baglanmasi 25°C 5 dakika
Ters Transkripsiyon 42°C 30 dakika
Ters Transkriptaz inaktivasyonu 85°C 5 dakika

Sogutma 4°C 10 dakika



3.2.4. Gercek Zamanh (Real-Time) Kantitatif PZR

Hedef genlerin anlatim diizeyleri SYBR Green I boyas1 kullanilarak gRT-PZR yontemi
ile belirlenmistir. Elde edilen verilerin normalizasyonda referans gen olarak GAPDH
kullanildi. Segilen genlerin primer dizileri Tablo 3-6’da verilmistir. gRT-PZR yontemi
her dongiide iiretilen DNA miktariyla beraber floresan sinyalinin artisinin 6l¢iilmesine
dayanmaktadir. Floresan sinyalinin hesaplanabilmesi i¢in gereken minimum dongi
sayisina esik dongiisii (Ct) adi verilir. Hedef genlerdeki ekspresyon diizeyinin rolatif
olarak hesaplamanmasi i¢in Delta Delta Ct (AACt) metodu kullanildi. Hedef genin Ct
degerlerinden referans olarak secilen genin Ct degeri ¢ikartilarak Delta Ci (ACt) degeri
elde edildi. AC; degerlerinden ¢aligmada kullanilan ve elde edilen C: degerlerinin
normalizasyonunu saglamak i¢in bir kalibrator olusturuldu. Bu kalibrator degeri elde
edilen C; degeri delta Ct (ACt) degerinden ¢ikarilarak delta delta Ct (AAC:) degeri elde
edildi. Kontrol ve hasta 6rneklerinin ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasinda non-

parametrik Mann-Whitney testi kullanildu.

gqPZR asagida verilen protokolle yapilmistir.

Predenatiirasyon 95°C 1 dakika
Denatiirasyon ~ 95°C 10 saniye

Baglanma 65°C 20 saniye >‘ 45 dongii

Uzama 72°C 10 saniye

Coziilme Egrisi  95°C 5 saniye
Analizi 65°C 1 dakika

97°C siirekli

Sogutma 40°C 20 saniye




Tablo 3-6. qRT-PZR’de kullanmilan primerler

Gen Ad1 Primer Dizisi
TM2D1 F: 5>-ACTGTACAAACTACACAGCTCATGTTT-3’
R: 5>-CCAACTTCGTTCCCAGTAAAA-3’
BNIP3L F: 5>-GATGCACAACATGAATCAGGA-3’
R: 5’>-CCATCTTCTTGTGGCGAAG-3’
GPX4 F: 5>-TGCATCGTCACCAACGTGGC-3’
R: 5°>-CTTCACCACGCAGCCGTTCT-3’
SLC7A11 F: 5>-TCTCCAAAGGAGGTTACCTGC-3’
R: 5°>-AGACTCCCCTCAGTAAAGTGA-3’
ACSL4 F: 5>-CATCCCTGGAGCAGATACTCT-3’
R: 5>-TCACTTAGGATTTCCCTGGTCC-3’
RAD21 F: 5’-AGCCACTGCCTGACTTAGATG-3’
R: 5>-TGGTTATCTCTTCCACTCTACTCTGAT-3’
HMOX-1 F: 5>-GACTCCCGCAGTCAGGCAGA-3’
R: 5°>-CGTGAGGGGCTCTGGTCCTT-3’
GAPDH F: 5’-GATGCTGGTGCTGAGTATGT-3’

R: 5’-GAGATGATGACCCTTTTGGC-3’



4. BULGULAR

4.1. Hasta Grubunun Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrollerin 6zellikleri Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1. Hasta ve kontrol grubunun o6zellikleri

Gruplar
OZELLIKLER Alzheimer (n=25) Kontrol (n=21)
Cinsiyet, N (%)
Kadin Lo () 9 (%428)
Erkek 13 (%52) 12 (%57,2)
Yas (Ort+SD) | 76.8+5.18 72.53+6.18
Baslangic Yas1 | 71.25+4.51
(Ort£SD)

4.2. HEPG2 Hiicre Hattinda Erastin ve Ferrostatin-1 Konsantrasyonlarimin
Optimizasyonu

Ferroptozu uyaran en diisiik optimum erastin konsantrasyonunu bulmak i¢in
10uM, 15uM, 20uM ve 25uM konsantrasyonda denemeler gergeklestirildi. (Sekil 4-1 /
Sekil 4-2). Bunun sonucunda, negatif kosul %100 olarak kabul edildiginde 10, 15, 20 ve
25 uM konsantrasyonlar igin canlilik oranlart sirasi ile %70,54, %72,92, %68,45 ve
%54,15 olarak hesaplandi (Sekil 4-3).



Sekil 4-1. HEPG2 hiicrelerinin 10X objektifteki mikroskopik goriintiisii.
(A) 10uM Erastin, (B) 15uM Erastin, (C) 1uL. DMSO ve (D) 1,5uL. DMSO

Belirtilen konsantrasyonda erastin ve DMSO ile 24 saat muamele edilen HEPG2 hiicrelerinin

mikroskopik goriniitiisii



Sekil 4-2. HEPG2 hiicrelerinin 10X objektifteki mikroskopik goriintiisii.
(A) 20uM Erastin, (B) 25uM Erastin, (C) 2uL. DMSO ve (D) 2,5nL. DMSO

Belirtilen konsantrasyonda erastin ve DMSO ile 24 saat muamele edilen HEPG2 hiicrelerinin

mikroskopik goriiniitiisii
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Sekil 4-3. HEPG2 hiicrelerinin 10, 15, 20 ve 25uM Erastin uygulamasi sonunda canhhk
oranlarinin negatife gore kiyaslanmasi

10, 15, 20 ve 25 pM konsantrasyonlar i¢in canlilik oranlari sirasi ile %70,54, %72,92, %68,45
ve %54,15 olarak hesaplandi.

Bu sonuglara gore optimum Erastin konsantrasyonu 25 pM olarak belirlendi ve
deney tekrarlandi (Sekil 4-4). Canlilik orani negatif kosul %100 kabul edilirse 25uM
Erastin eklenen kosulda %66,84, 2,5uL DMSO kosulunda %107,25 olarak hesaplandi
(Sekil4-5).

Sekil 4-4. HEPG?2 hiicrelerinin 10X objektifteki mikroskopik goriintiisii
(A) 2.5uL. DMSO, (B) 25uM Erastin ve (C) Negatif

Belirtilen konsantrasyonda erastin ve DMSO ile 24 saat muamele edilen HEPG2 hiicrelerinin

mikroskopik goriniitiisii
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Sekil 4-5. HEPG2 hiicrelerinin 25puM Erastin uygulamasi sonunda canliik oranlarinin
negatife gore kiyaslanmasi

Canlilik orani negatif kosul %100 kabul edilirse 25uM Erastin eklenen kosulda %66,84 olurken,
2,5uL DMSO kosulunda %107,25 olarak hesaplandi.

Optimum Erastin konsantrasyonunun belirlenmesi sonrasinda inhibitér madde
olan Ferrostatin-1 konsantrasyonunun belirlenmesine geg¢ildi. Ferrostatin-1 igin
literatiire uygun olarak 2uM secildi (Sekil 4-6). Canlilik oran1 negatif kosul %100 kabul
edilirse 25uM Erastin eklenen kosulda %61,48 olurken, 25uM Erastin+2uL Ferrostatin-
1 eklenen kosulda %86,54 ve 2,5uL. DMSO kosulunda %101,16 olarak hesaplandi
(Sekil 4-7).



Sekil 4-6. HEPG?2 hiicrelerinin 10X objektifteki mikroskopik goriintiisii.
(A) 25uM Erastin, (B) 25uM Erastin + 2uM Ferrostatin-1 eklenen (C) 2,5uL. DMSO
(D) Negatif

Belirtilen konsantrasyonda erastin, ferrostatin-1 ve DMSO ile 24 saat muamele edilen HEPG2

hiicrelerinin mikroskopik goriiniitiisii
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Sekil 4-7. HEPG2 hiicrelerinin 25pM Erastin ve 25uM Erastin +2 pM Ferrostatin
uygulamasi sonunda canlilik oranlarimin negatife gore kiyaslanmasi.

Canlilik oran1 negatif kosul %100 kabul edilirse 25uM Erastin eklenen kosulda %61,48 olurken,
25uM Erastint+2pulL Ferrostatin-1 eklenen kosulda %86,54 ve 2,5uL. DMSO kosulunda %101,16 olarak
hesaplandi.

Daha sonra erastin konsantrasyonu arttirilarak 35uM ve ferrostatin-1
konsantrasyonu arttirtlarak 2,5 pM olacak sekilde 6-kuyulu kiiltiir plate’i kullanilarak
tekrarlandi (Sekil 4-8). DMSO kosulunu aradan kaldirmak i¢in Erastin maddesine kiiltiir
medyumu ile ara stok yapildi. Toplam besiyerinde DMSO orani1 ihmal edilebilecek
diizeye getirildi. Canlilik orani sadece negatif kosula gore hesaplandi (Sekil 4-9).
Negatife gore canlilik oran1 35uM Erastin eklenen kosulda %56,27 olurken, 35uM
Erastin+2,5 uM Ferrostatin-1 eklenen kosulda %82,15 olmustur.



Sekil 4-8. HEPG2 hiicrelerinin 10X objektifteki mikroskopik goriintiisii.
(A) 35uM Erastin, (B) 35uM Erastin + 2,5 uM Ferrostatin-1 eklenen (C) Negatif

Belirtilen konsantrasyonda erastin, ferrostatin-1 ve DMSO ile 24 saat muamele edilen HEPG2

hiicrelerinin mikroskopik goriiniitiisti
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Sekil 4-9. HEPG2 hiicrelerinin 35pM Erastin ve 35uM Erastin +2,5 pM Ferrostatin
uygulamasi sonunda canlilik oranlarimin negatife gore kiyaslanmasi

Negatife gore canlilik oran1 35uM Erastin eklenen kosulda %56,27 olurken, 35uM Erastin+2,5
uM Ferrostatin-1 eklenen kosulda %82,15 olmustur.



4.3. Akim Sitometri Deneyleri

Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisii
Immunoloji anabilim dalinda bulunan BD FACSCalibur™ cihaz1 kullanilarak akim
sitometri deneyleri gerceklestirildi. Biitiin o6rnekler 488 nm dalga boyunda Cl11
BODIPY 581/591 floresan boyas: kullanilarak 6lgiildii. Ik énce 25uM Erastin + 2uM
Ferrostatin-1, 2,5uL DMSO ve negatif kosullariyla Ol¢iimler tamamlandi. Lipid
peroksidasyon miktarinin Olgiildiigi bu deneyde ferroptozun indiiklendigi erastin
kosulunda artig, inhibitér olan ferrostatin-1 eklendiginde diisiis beklenmektedir.
Omeklerin yaydigi floresan 1simaya gore kosullar arast anlamli bir degisim
goriilmemistir. 25 pM Erastin uygulanan hiicrelerin akim sitometri cihazinda dagilimi
Sekil 4-10’da gosterilmistir. Yapilan Olgiimlere gore erastin kosulunda lipid
peroksidasyonu negatife gore %5,43 artarken, erastin+ferrostatin-1 kosulunda %2,18
artmustir. Lipid peroksidasyon oranlarinda kosullar arasi bir degisim olmamistir (Sekil

4-11).
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Sekil 4-10. Akim sitometride hiicrelerin dagilimi

Sekildeki her nokta Olgiimili yapilan bir hiicreyi temsil etmektedir. Hiicrelerin dagilimu
boyutlarina gore degisir. Hiicre yogunlugunun tek bir yerde olmasi tek bir hiicre hatti oldugu anlamina

gelmektedir. Segilen bolge akim sitometri analizi igin gereken kapt almay1 temsil etmektedir.
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Sekil 4-11. Akim sitometri sonuglar:
Mor — kontrol, yesil- 25uM Erastin, mavi- 25uM Erastin+2uM Ferrostatin, kirmizi- 2,50 DMSO

Bu histogram analizinde y ekseni Ol¢iimii yapilan hiicrelerin sayisim1 gosteritken x ekseni lipid
peroksidasyonunu 6l¢en floresanin siddetini gostermektedir. Bu degerlere gore 25 uM erastin eklenen
kosulda lipid peroksidasyonunun %5,43 oraninda artt1g1 ve ferrostatin-1 eklenen kosulda %2,18 oraninda

arttigl gosterilmistir.

Daha sonra 35uM Erastin ve 2,5 uM Ferrostatin-1 konsantrasyonu kullanilarak
akim sitometri deneyi tekrarlandi. Hiicrelerin dagilimi Sekil 4-12°de gosterilmistir. Bu
deney sonucunda 35uM Erastin kosulunda kontole goére lipid peroksidasyon %46,93
olurken 35uM Erastin+2,5 uM Ferrostatin-1 kosulunda bu artis %14,15 olmustur (Sekil
4-13). Inhibitér madde uygulanan kosula gére gore sadece erastin uygulanan hiicrelerde

lipid peroksidasyonu 3 kat artis gosterilmistir.
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Sekil 4-12. Akim sitometride hiicrelerin dagilimi
Sekildeki her nokta Olciimili yapilan bir hiicreyi temsil etmektedir. Hiicrelerin dagilimu
boyutlarina gére degisir. Hiicre yogunlugunun tek bir yerde olmasi tek bir hiicre hatti oldugu anlamina

gelmektedir. Secilen bolge akim sitometri analizi i¢in gereken kap1 almayi temsil etmektedir.

250

10?
BODIPY FITC

Sekil 4-13. Akim sitometri grafigi
Mor — kontrol, yesil- 35uM Erastin, mavi- 35uM Erastin+2,5uM Ferrostatin, kirmizi- 3,5uL DMSO
Bu histogram analizinde y ekseni Ol¢limii yapilan hiicrelerin sayisim gosterirken x ekseni lipid

peroksidasyonunu 6lgen floresanin siddetini gostermektedir. Bu degerlere gore 35 uM erastin eklenen

kosulda lipid peroksidasyonunun %46,93 oraninda arttigi ve ferrostatin-1 eklenen kosulda %14,15

oraninda arttig1 gosterilmistir.



4.4. qRT-PZR Sonuglari

Alzheimer hastaligi ve ferroptozla iliskili genlerin ekspresyon degisimleri hiicre
kiiltiiri materyalerinde incelenmistir. BNIP3L, TM2D1, ACSL4, RAD21 ve HMOX-1
genleri bu tez projesi kapsaminda sadece hiicre kiiltlirli materyallerinde bakilmistir.
SLC7A11 ve GPX4 genleri ise hem hiicre kiiltiiriinden elde edilen cDNA’larda hem de

hasta gruplarinda degerlendirilmistir.

4.4.1. Hiicre Kiiltiirii Ekspresyon Sonuclar:
Hiicre kiiltiirii materyallerinden elde edilen cDNA’lar ile AH ve ferroptoz ile
iligkili aday genlerin 35uM Erastin, 35uM Erastin+2,5 pM Ferrostatin-1 ve negatif

kosullarindaki ekspresyon degisimleri incelenmistir.

RAD21 geninin ekspresyon diizeyinin 35uM Erastin kosulunda negatife goére
0,51 kat azaldigr 35uM Erastint+2,5 uM Ferrostatin-1 kosulunda ise 0,49 kat azaldigi
gorilmistiir (Sekil 4-14).
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Sekil 4-14. Hiicre Kiiltiirii materyallerinde RAD21 geninin anlatim diizeyi

RAD21 gen anlatimi 35uM Erastin ve 35uM Erastin+2,5 uM Ferrostatin-1 kosullarinda sirasiyla
0,51 kat ve 0,49 kat azalmustir.

SLC7A11 ekspresyonunun 35uM Erastin kosulunda negatife gore 3,16 kat arttig1
35uM Erastin+2,5 uM Ferrostatin-1 kosulunda ise 3,20 Kat arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4-
15).
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Sekil 4-15. Hiicre Kiiltiirii materyallerinde SLC7A11 geninin anlatim diizeyi

SLC7Al11 gen anlatimi 35uM Erastin ve 35uM Erastint2,5 uM Ferrostatin-1 kosullarinda
sirastyla 3,16 kat ve 3,20 kat artmustir.

BNIP3L ekspresyonunun 35uM Erastin kosulunda negatife gore 1,79 kat arttig
35uM Erastint2,5 uM Ferrostatin-1 kosulunda ise 1,74 kat arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4-
16).
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Sekil 4-16. Hiicre Kkiiltiirii materyallerinde BNIP3L geninin anlatim diizeyi

BNIP3L gen anlattimi 35uM Erastin ve 35uM Erastint2,5 uM Ferrostatin-1 kosullarinda
sirastyla 1,79 kat ve 1,74 kat artmustir.



ACSL4 ekspresyonunun 35uM Erastin kosulunda negatife gore 0,94 kat azaldigi
ancak 35uM Erastint2,5 uM Ferrostatin-1 kosulunda 1,07 kat arttigi goriilmistiir.
(Sekil 4-17).
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Sekil 4-17. Hiicre Kkiiltiirii materyallerinde ACSL4 geninin anlatim diizeyi

ACSL4 gen anlatimi 35pM Erastin kosulunda 0.94 kat azalirken 35uM Erastin+2,5 pM
Ferrostatin-1 kosullunda 1,07 kat artmustir.

TM2D1 ekspresyonunun 35uM Erastin kosulunda negatife gore 0,93 kat azaldigi
35uM Erastin+2,5 uM Ferrostatin-1 kosulunda ise 1,06 kat arttig1 belirlenmistir. (Sekil
4-18).
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Sekil 4-18. Hiicre Kkiiltiirii materyallerinde TM2D1 geninin anlatim diizeyi

TM2D1 gen anlatimi 35uM Erastin kosulunda 0.93 kat azalirken 35pM Erastin+2,5 uM

Ferrostatin-1 kosullunda 1,06 kat artmustir.



GPX4 ekspresyonunun 35uM Erastin kosulunda negatife gore 0,51 kat azaldigi
35uM Erastint2,5 uM Ferrostatin-1 kosulunda 0,57 kat azaldigi gosterilmistir (Sekil 4-
19).
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Sekil 4-19. Hiicre kiiltiirii materyallerinde GPX4 geninin anlatim diizeyi

GPX4 gen anlatimi 35uM Erastin ve 35uM Erastin+2,5 uM Ferrostatin-1 kosullarinda sirastyla
0,51 kat ve 0,57 kat azalmustir.

HMOX-1 geninin ekspresyonunda olduk¢a dramatik bir degisim gozlenmistir.
35uM Erastin kosulunda negatife gore 41,14 kat artig goriiliirken 35uM Erastin+2,5 uM
Ferrostatin-1 kosulunda 67,65 kat artig gosterilmistir (Sekil 4-20).
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Sekil 4-20. Hiicre Kkiiltiirii materyallerinde HMOX-1 geninin anlatim diizeyi

HOMX-1 gen anlatimi 35uM Erastin ve 35uM Erastin+2,5 uM Ferrostatin-1 kosullarinda
sirastyla 41,14 kat ve 67,65 kat artmustir.



HMOX-1 hari¢ diger hedef genlere bakildiginda negatife gore ekspresyon
diizeyinde en biiyiik artisin SLC7A11 geninde en biiyiik diisiisiin ise RAD21 geninde
oldugu goriilmiistiir. Ayrica erastin ve erastintferrostatin eklenen kosullarda gen

anlatim diizeyi degisimlerinin ayn1 yonde olmasi dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4-21).
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Sekil 4-21. Hedef genlerin hiicre kiiltiiriinde anlatim diizeyleri

Hiicre kiiltiirinde 35uM Erastin (mavi), 35uM Erastin+2,5uM Ferrostatin-1 (turuncu) ve
negatif (gri) kosullarinda hedef genlerin anlatimlari sekildeki grafikte gésterilmistir.



4.4.2. Hasta — Kontrol Grubunun Ekspresyon Sonuclar:

SLC7A11 ve GPX4 ekspresyon diizeyleri, 25 Alzheimer hastas1 ve 21 kontrolde
incelenmistir. SLC7A11 geninin ekspresyon diizeyinin Alzheimer hastalarinda kontrol
grubuna gore 1,177 kat arttigi goriildii ancak bu artigin istatiksel olarak anlamli
(p=0,783) olmadig1 belirlendi (Sekil 4-22).
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Sekil 4-22. Hasta-kontrol grubunda SLC7A11 geninin anlatim diizeyi

SLC7A11 gen anlatimi hasta grubunda kontrole gore 1,177 kat artmustir.

GPX4 ekspresyon diizeyinin Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna gore 1,22
artmis oldugu, ancak bu artigin istatiksel olarak anlamli (p=0,361) olmadig1 goriilmustiir
(Sekil 4-23).
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Sekil 4-23. Hasta-kontrol grubunda GPX4 geninin anlatim diizeyi

GPX4 gen anlatimi hasta grubunda kontrole gore 1,22 kat artmustir.



5. TARTISMA

Hiicre oOliimleri hastaliklarin patogenezlerinde rol oynayan ciddi bir
mekanizmadir. Arastirmacilar tarafindan uzun yillar boyunca hiicre 6liim sekli olarak
otofaji, nekroz ve apoptoz calismalari yapilmistir. Ferroptotik hiicre Oliimiiniin
tanimlanmasindan sonra arastirmalar da yon degistirmistir [22]. Ferroptoz yeni
kesfedilen kompleks bir mekanizmaya sahip hiicre 6lim seklidir. Ferroptoz belirteci
olan lipid peroksidasyonu ve demir metabolizmasindaki bozukluklar, Alzheimer
hastalarinin beyin dokusunda gosterilmistir [42]. Ancak ferroptozun AH’de néron

Olimiine giden siiregte nasil bir rol oynadig1 heniiz net olarak bilinmemektedir.

Tez calismamiz kapsaminda HEPG2 hiicre hattinda olusturulan ferroptoz
modelinde, AH ile iligkili genlerinin anlatim diizeylerindeki farkliliklarin belirlenmesi

ve saptanacak olas1 farkliliklarin ferroptoz ile iliskilendirilmesi hedeflenmistir.

RAD21, SLC7A11, BNIP3L ve GPX4 genlerinin HEPG2 hiicre hattindaki
ekspresyonlarinin erastin ve erastin ile ferrostatin-1’in birlikte uygulandigi kosullarda
ayn1 yonde degistigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, s6z konusu genlerin ekspresyonlarinin
erastinden etkilendigini ancak ferrostatin-1’den etkilenmedigini gostermektedir.
Ferrostatin-1 gen ekspresyonunu dogrudan degil ancak lipid peroksidasyonunu
diigiirerek etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Erastin, bir ferroptoz uyaricisidir. Hiicrede
sistem Xc-‘yi inhibe ederek lipid peroksasyonunu dnleyen GPX4 enziminin aktivitesini
azaltir. Lipid peroksidler hiicrede birikerek membrada bulunan lipidlere saldirirlar [23].
Membranin yapist bozulur ve hiicre Oliime gider. Ferrostatin-1’in etkisi ise bu
mekanizma tizerinden degildir. Olusan lipid peroksidleri yakalayarak detoksifiye
edilmesini saglar ve hiicreyi 6liimden kurtarir [22]. Bu yolakta bir gen ekspresyon
degisiminin olmamasi muhtemeldir. Bahsedilen mekanizmalar protein veya enzim
diizeyinde olan degisikliklerdir. Dolayisiyla sadece erastin eklenen kosulla
erastin+ferrostatin-1 eklenilen kosulun gen ifadesinin benzer sekilde degismesi kabul
edilebilir bir sonugtur. Ferrostatin-1 kosulu sadece hiicre kiiltiiriinde lipid
peroksidasyonunu diisiirerek erastinin ferroptozu indiiklediginin dogrulanmasi ig¢in
eklenmistir.  Ferrostatin-1’in hiicre i¢inde yaptig1 degisiklikler gen ekspresyonu

calismalariyla degil post-translasyonel deneylerle saptanabilir.



SLC7A11 ekspresyonunun erastin eklenen kosulda ekspresyonun artmis oldugu
goriilmiistiir. Bu durum erastinin sistem Xc™‘yi inhibe etmesi ile agiklanabilir. Erastin
sistem Xc ‘yi inhibe ederek sistinin hiicre i¢ine alinmasini engeller ve bu durumda hiicre
sistein ihtiyacin1 kompanse etmek i¢in negatif geribildirim mekanizmasi ile SLC7A11
genin  ekspresyonunu  arttirarak  bu ihtiyact karsilamaya calisir. SLC7Al11
ekspresyonunun erastin ve ferrostatinin birlikte uygulandigi kosulda sadece erastin
uygulanan  kosula gbére degismemesi, bu genin ekspresyonunun lipid
peroksidasyonundaki diisiisten etkilenmedigini géstermektedir. Bu durum ferrostatinin
lipid peroksidasyonunu farkli bir yolak {izerinden etkilemesi ile agiklanabilir. AH
patogenezinde AP birikiminin anahtar roli oldugu bilinmektedir. A fibrillerinin
etrafinda enflamasyon yanittan sorumlu mikroglia hiicreleri bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada mikroglia hiicrelerinde bulunan sistem Xc-‘den salinan glutamatin Af
toksisitesini arttirdigi gosterilmistir [59]. Bu baglamda hasta grubumuzda bakilan ve
sistem Xc-‘nin iiyesi olan SLC7A11 gen ifadesi kontrol grubuna gore 1,177 kat arttigi
goriilmiistiir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir ancak daha genis hasta

grubunda taranip bakilmasi gerekmektedir.

Daha 6nce TUBITAK 1001 (214S340) projesi kapsaminda AH hasta-kontrol
calisma grubumuzda yapilan BNIP3L gen ifadesinin AH hastalarinda kontrole gore
arttigi gosterilmistir. Bu tez projesi kapsaminda hiicre kiiltiirlinde yapilan gen
ekspresyonu ¢alismalarinda da BNIP3L gen ifadesinin arttigi goriilmiistiir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda, NIX olarak da bilinen BNIP3L geninin BNIP3 ile birlikte hiicre
Olimiinde rol oynadigi gosterilmigtir. Otofaji ve apoptoz iizerinde yapilan bu
calismalarda, BNIP3L nin mitokondri membraninda bulunan sitokrom ¢’nin salinimina
yol acarak oksidatif stresi arttirdigi ve hiicre 6liimiine neden oldugu bulunmustur. Bu
durumun temelinde yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilmamis olsa da bu &liimiin
tek bir yolaktan gerceklesmedigi ve birden fazla yolag: tetikleyebildigi belirtilmistir.
BNIP3L gen anlatiminin, erastin eklenen kosullarda artmasi genin ferroptotik hiicre
oliimiinde rol aliyor olabilecegini ya da ferroptozdan etkilendigini diisiindiirmektedir

[45, 60, 48, 61]. Ileri fonksiyonel ¢alismalarla genin ferroptozdaki rolii aydinlatilabilir.

GPX4 lipid peroksidayonunun engelleyen bir enzimdir [73]. Bu yiizden lipid
peroksidasyonu arttig1 erastin igeren kosullarda GPX4 ekspresyonunun azalmasi

beklenmektedir. Sistem Xc ‘nin inhibisyonu ile hiicre i¢in glutatyon diizeyi azalmakta



ve bu durum GPX4 aktivitesinin diismesine sebep olmaktadir. Bu tez g¢aligmasinda
HEPG?2 hiicrelerinin erastin ile inkiibe edilmesi sonucunda GPX4 anlatiminin diistiigii
gbzlemlenmis ve sonu¢ c¢alisma hipotezi ile uyumlu bulunmustur. Ferrostatin-1’in
gorevi daha once de bahsedildigi gibi lipid peroksidazlar1 detoksifiye etmektir. Sistem
Xc, ferrostatin-1’in dogrudan hedefi olmadigindan hiicre i¢i glutatyon seviyelerini
etkilemesi beklenmemektedir. Bu sebeple GPX4 anlatiminin ferrostatin-1 igeren
kosulda da, ferroptotik hiicre 6liimiiniin indiiklendigi kosula benzer olarak azalmasi
beklenmektedir. Hiicre kiiltiiriinde ferrostatin-1 kosulu tek basina denenmemis erastin
ile birlikte eklenmistir. Ferrostatin-1’in bu genin anlatimi1 {izerindeki etkisinin
belirlenebilmesi igin sadece Ferrostatin-1 igeren kosulun bakilmasi gerekmektedir.
Rocha ve ark.’nin AH iizerinde yaptig1 ¢alismada oksidatif stresteki gorevi nedeniyle,
beyinde GPX4 protein ifadesinin arttigindan bahsedilmistir [62]. Ayrica Hambright ve
ark.’nin yaptig1 ¢alismada GPX4 geninin noéron hiicrelerinde inaktive edilmesiyle, 12
haftalik farelerde hipokampal nérodejenerasyon saptanmustir [40]. AH hasta ve kontrol
grubunda GPX4 gen anlatimin kontrole gore arttigi goriilmiistiir. Bu artisin istatistiksel
olarak anlamli olmamasi noronda gerceklesen degisimlerin periferik kandaki gen

ifadesine yansimiyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bir niikleik fosfoprotein olan RAD21’in hiicre iginde DNA’daki ¢ift zincir
kiriklarini onarmada ve mitoz boliinme sirasinda kardes kromatidleri bir arada tutmakta
gorevli oldugu bilinmektedir. Apoptoz siirecinde kaspazlar DNA yikimindan
sorumludur. Chen ve ark. yaptigi ¢alismada RAD21’in de kaspazlarin substrati oldugu
gosterilmistir. Ozellikle RAD21 proteininin kaspaz-3 ve kaspaz-7 ile yikima ugradig
bulunmustur [63]. Daha nce TUBITAK 1001 (214S340) projesi kapsaminda AH hasta-
kontrol ¢alisma grubumuzda yapilan RAD21 gen ifadesinin AH hastalarinda kontrole
gore arttig1 gosterilmistir. Tez projesi kapsaminda yapilan hiicre kiiltlirlinde erastin ve
erastintferrostatin eklenen her iki kosulda da RAD21 azalmis oldugu goriilmiistiir. Bu
durum DNA tamirinden sorumlu olan RAD21’in ferroptozda da benzer bir
mekanizmayla yikima ugrayip ugramadigi sorusunu akillara getirmektedir. Diger
yandan hiicre 6liimiiniin gerceklestigi erastin kosulu hari¢ hiicrenin 6liimden kurtuldugu
ferrostatin-1 eklenen kosulda da gen ifadesinin azalmasi beklenmeyen bir sonug
olmustur. Diger genlerde agikladigi gibi ferroptozun kompleks bir yapida olmasi ve

erastinle ferrostatininin siireci farkli yerlerden etkilemesi RAD21 geninin ifadesindeki



diistise neden olabilir. Erastinin her iki hiicre kosulunda da bulunmasi ve erastinin hiicre

icinde etkiledigi muhtemel bir yikim mekanizmasi olmasi ihtimal dahilindedir.

TM2D1, B-amiloid peptidene baglanir. Daha 6nce laboratuvarimizda yapilan
TUBITAK 1001 (214S340) projesi kapsamimnda AH mekanizmasinda etkili oldugu
diistintiliip ekspresyon analizi yapilmis ancak bir fark goriilmemistir. Hiicre kiiltiiri
calismalarinda da ayni sekilde erastin, erastin+ferrostatin-1 eklenen kosullarda TM2D1
gen ifadesinnde bir degisim gorilmemistir. Genin bu yolaktan etkilenmedigi sonucu

c¢ikartilabilir.

Hiicre kiiltlirti materyallerinde yapilan gen ifadesi analizlerine gore en biiyiik
artts HMOX-1 geninde goriilmiistir. HMOX-1 gen ifadesi negatif kosula gore erastin
eklenen hiicrelerde 41,14 kat, erastin ve ferrostatinin beraber eklendigi hiicrelerde ise
67,65 kat artmistir. HMOX-1 hiicre i¢indeki hem bilesigini karbon monoksid, biliverdin
ve demire doniistiirmesiyle hiicrede demir kaynaginin olusmasina katkida bulunur.
HMOX-1 gen ifadesinin arttirtlmasi ya da siirekli hale getirilmesi ¢esitli hiicre hatlarinda
demir metabolizmasin1 olduk¢a etkilemektedir [75]. Kwon ve ark. HT-1080
fibrosarkoma hiicrelerinde yaptigi bir ¢alismada ayni sekilde ferroptoz erastin ile
indiiklenmistir. Yapilan calismada, bizim sonug¢larimizla paralel olarak HMOX-1
ekspresyonda artig gosterilmigtir. HMOX-1 geninin ekspresyonunun arttirilmasi da
ferroptoz siirecini hizlandirdig1 goriilmiistiir. Ancak yine ayni deneyde ferrostatin de
denenmis ve negatif kosula gore HMOX-1 gen ifadesini arttirdig1 ancak sadece erastin
eklenen kosuldan az oldugu gosterilmistir [56]. Hiicre tipinin degisik olmasi ve eklenen
ferrostatin-1 konsantrasyonunun degisik olmasi gen ifadesinin artisin1 degistirmis
olabilir. Yine de yapilan ¢alismada sonuglarimizla paralel olarak her iki kosulda da gen

ifadesinde artis gosterilmistir.

Son olarak ferroptozla ilgili olan genlerden ACSL4 agisindan her iki kosulda da
degisim goriilmemistir. ACSL4 ve erastinin etkiledigi yolaklarin farkli olmasi bir
degisim gormememizin sebebi olarak distiniilebilir. Erastin, etkisini ferroptozda
sistin/glutamat antiporterin1 inhibe ederek gosterirken ACSL4 lipid metabolizmasinda
gorev almaktadir. Hiicrede membranda bulunan lipidlerin sentezini yapan ve lipid
peroksidasyon igin substrat saglayan ACSL4’iin ferroptoz mekanizmasi i¢in ¢ok 6nemli

oldugu bilinmektedir ancak yapilan c¢alismalarda ferroptoz sonrast ACSL4’{in



degisimine protein diizeyinde bakildiginda anlamli olarak arttig1 gosterilmistir [64, 65,

66].

Sonug olarak, bu tez calismasi kapsaminda laboratuvarimizda ferroptotik hiicre
Oliimii HEPG2 hiicre hattinda basariyla olusturulmustur. Hiicre kiiltiirtinden elde edilen
materyallerden yapilan ekspresyon sonucunda BNIP3L ve RAD21 genlerinin ferroptoz
ile iliskili oldugu disiiniilmektedir. Ferroptoz metabolizmasinda rol oynayan genlerin
degisimi hiicre kiiltiiriinde beklenildigi gibi olmustur. Bu projeyi destekleyecek devam
caligmalarinda hasta-kontrol grubunun ve bakilacak gen sayisinin arttirilmasi ayrica gen
ekspresyon deneylerine eslik edecek protein deneylerinin de olmasi bu genlerin AH

tizerinde roliiniin aydinlatilmasi agisinda 6nemlidir.
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