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Yeni Bir Hiicre Oliim Sekli Olarak Ferroptozis

Ferroptosis as A New Cell Death
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ABSTRACT

Ferroptosis is a newly discovered cell death form originates from iron-dependent lipid peroxide accumulation, which
differs from traditional apoptosis and necrosis. This is characterized by cytological changes including cell death,
shrinkage of cell volume and increased mitochondrial membrane density. Morphologically, mitochondrial membrane
condensation, impairment or destruction of the mitochondria crista, and mitochondrial membrane rupture, and smaller
mitochondria than normal mitochondria can be seen. Ferroptosis can be induced by class of two small molecule
substances known as class 1 and class 2 ferroptosis inducers. In addition to these substances, it can also be induced by
drugs such as Sorafenib and artemisine derivative. In cancer cells and some normal cells, such as renal tubule cells, it
can be triggered by these drugs and class 1 and 2 ferroptosis inducers. Activation of mitochondrial voltage-dependent
anion channels and mitogen-activated protein kinases, increased endoplasmic reticulum stress, and inhibition of the
cystine-glutamate delivery system have been implicated in the induction of ferroptosis. This process is caused by the
accumulation of lipid peroxidation products and reactive oxygen species (ROS) detived from iron metabolism.
Ferroptosis may be inhibited by iron chelators (eg, Deferoxamine) and lipid peroxidation inhibitors (eg, Ferrostatin).
Ferroptosis plays an undeniable role in the proliferation of some tumor cells such as lymphocytoma, pancreatic ductal
cell cancer, renal cell carcinoma (RCC) and hepatocellular carcinoma (HCC).
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OZET

Ferroptozis, gelencksel apoptoz ve nekrozdan farklilik gésteren, demir bagimli lipid peroksit birikiminden kaynaklanan
ve yeni kesfedilen bir hiicre 6lim seklidir. Bu hticre 6limt, hiicre hacminin kiigiilmesi ve artan mitokondriyal membran
yogunlugu dahil olmak tzere sitolojik degisiklikler ile karakterize edilmektedir. Morfolojik olarak, mitokondriyal
membran yogunlasmasi ve ruptiirii, mitokondriyon kristalarinin kii¢tilmesi veya yok olmast ile mitokondri normalden
daha kiictik gorilebilir. Ferroptozis, sinif 1 ve siif 2 ferroptozis indiikleyiciler olarak bilinen iki kii¢iik molekil sinift
ile indiiklenebilir. Bu molekiillere ek olarak sorafenib ve artemisin tiirevi ilaglar tarafindan da uyarilabilmektedir. Kanser
hiicrelerinde ve bobrek tiibil hiicreleri gibi bazt normal hiicrelerde, bu ilaglar ve sinif 1 ve 2 ferroptozis indiikleyiciler
ile ferroptozis tetiklenebilmektedir. Mitokondriyal voltaj bagimli anyon kanallarinin ve mitojen ile aktive olan protein
kinazlarin aktivasyonu, endoplazmik retikulum stresinin artmast ve sistin-glutamat tagima sisteminin inhibisyonu da
ferroptozisin indiiklenmesinde rol oynamaktadir. Bu durum, demir metabolizmasindan tiretilen lipit peroksidasyon
drinlerinin ve reaktif oksijen tirlerinin (ROS) birikmesi ile olusmaktadir. Ferroptozis, demir selatorler (6rn.,
Deferoksamin) ve lipid peroksidasyon inhibitorleri (6rn., Ferrostatin) tarafindan inhibe edilebilir. Ferroptozis,
lenfositoma, pankreas duktal hiicre kanseri, renal hiicreli karsinoma (RCC) ve hepatoselliler karsinoma (HCC) gibi
bazi timér hiicrelerinin proliferasyonunda etkin bir rol oynamaktadir.

Anahtar kelimeler: Hiicre Slimd, ferroptozis, lipid peroksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri, demir selatorler

Giris

Dinyanin kabugundaki en yaygin dordiinct element olan demir (Fe), insan viicudunda ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir!. Oksijen transportunda, DNA biyosentezinde yer almasinin yanisira, ATP sentezinde
trikarboksilik asit (TCA) dongiist ve elektron transport zincirindeki gesitli proteinlerin yardimer faktéri
olarak hiicre sagkalimi i¢cin de gereklidir?. Ek olarak, demir, timér olusumu ve ilerlemesi ile yakindan iligkili
bulunmustur ve demir metabolizmasindaki bozukluklarin timér biytmesini kolaylastirabildigi rapor
edilmistir23. Ozellikle divalent demir varliginin, insanlarda doymus yag asitlerinin lipid peroksidasyonunu

buytk 6lciide hizlandirdig bilinmektedirt. Mitokondriyondaki oksidatif fosforilasyon sirasinda, hiicreler
ATP ile birlikte reaktif oksijen tiirleri (ROS) tretir. Hiicrenin anti-oksidasyon kapasitesini asan ROS
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seviyeleri, proteinlere, niikleik asitlere ve lipidler gibi biiylik molekiillere dogrudan veya dolaylt olarak zarar
veren, hiicre hasarina veya 6limiine yol acan oksidatif stres cevabina yol agabilir®. Bu yeni kesfedilen hticre
olim formu ferroptozis olarak adlandirilmaktadir. Ferroptozis, geleneksel anlamda apoptoz ve nekrozdan
farklidir ve demir bagimli lipid peroksidin birikmesinden kaynaklanmaktadiro.

Stockwell ve ark., cesitli kimyasal bilesiklerin timér hicreleri lzerindeki Oldiriich etkisini arastirmak
amacityla 2003 yilinda yayinladiklari bir ¢alismada, RAS-mutasyona ugramis timor hiicrelerinin geleneksel
apoptozdan farkls bir sekilde 6lmelerine neden olan yeni bir kimyasal bilesik, erastini tanimlamiglardir”. Ayni
arastirmacilar 2008'de, erastin ile aynt etkiye sahip iki yeni bilesik olan RSL3 ve RSL5'i kesfetmislerdir.
Bunlara ek olarak, hiicre 6lumunin, bir demir selator, desferrioksamin B-metan stlfonat (DFOM) ve bir
antioksidan olan E vitamini tarafindan inhibe edilebildigini ve bu durumun hticre i¢i demir ve ROS seviyesi
ile iligkili oldugunu dogrulamislardir8. Stockwell ve ark. demir-bagimh lipid peroksidlerin birikmesinden
kaynaklanan bu tip hiicre 6limiind tanimlamak i¢in “ferroptozis” terimini ilk kez 2012 yilinda
kullanmiglardir®. Daha sonra, sorafenib?, artemisinin!®!! ve siklik peroksit 1, 2-dioksolan (FINO2)!2 gibi
diger kimyasal bilesiklerin, ferroptozisi indiikleyebildikleri bildirilmistir. Ayrica, ferroptoziste anahtar
molekiiller olan XC ve GPx4 sisteminin uyarilmasinin altinda yatan mekanizmalar kismen ortaya
ctkardmistir!314. Son zamanlarda Xie ve ark. ferroptozis indikleyicileri, inhibitérleri ve diizenleyici
molekiillerin ayrintilh bir ézetini yaymnlamugslardir'. Bununla birlikte, ferroptoziste demirin rold, ROS ile
uyarilmasinin altinda yatan molekiler mekanizmalar ve insan hastaliklarinda ferroptozisin rolleri de dahil
olmak tizere bir takim sorular cevapsiz kalmaktadir. Bu derlemenin yazilmasindaki amag, ferroptozisin
molekiiler mekanizmasinin ve insan hastaliklarindaki roliniin daha iyi anlagilmasini saglamaktir.

Ferroptozisin apoptoz ve nekrozdan farklari

Hiicre 6lumi, ekzojen veya endojen kaynakl sitotoksisite sonucu meydana gelir. Hiicresel morfolojiye
dayanarak orijinal olarak tanumlanmig ve farklilasmis olan cesitli hiicre 6lim formlatt vardir. 1972'de Kerr
ve ark. "Apoptoz' olarak tanimlanan, bir tiir hepatotrofi ile iliskili 'otomatik olarak programlanmis' hiicre
Slimiind tanimlamistir'®. Bu durum, kromozom buiziilmesi, kromatin yogunlasmasi ve periferalizasyon gibi
tipik morfolojik degisiklikler ve yuvarlak veya oval sitoplazmik fragman olusumu ile karakterizedir®16. Daha
sonra, Schweichel ve Merker, 6ldiiriicti embriyo toksisiteleri olan ve olmayan sicanlarin gelisimleri sirasinda
embriyonik hiicrelerin limiind elektron mikroskobunda gézlemlemis ve bu programlanmis hiicre Slimiini
(PCD) g tipe ayirmuslardir!’. Clarke, hiicre Sliminiin pasif bir sekli olan tip III PCD nekrozu
tantmlamistir’S. Daha sonra, piroptoz, nekroptoz, parthanatoz, otofaji, onkoz ve ferroptoz da dahil olmak
tizere ¢ok sayida hiicre 6lim tiiri kesfedilmistir. Ferroptozis, hiicre morfolojisi, biyokimyast ve genetigi gibi
cesitli acilardan apoptoz, nekroz ve otofaji gibi diger hiicre 6liim tiplerinden oldukea farklidir®$. Ferroptozis,
apoptoz sirasitnda meydana gelen kromatin kondensasyonuna, nekroz sirasinda ortaya ctkan plazma
membran bitinliginin kaybina veya otofajiye baglt olarak meydana gelen cift membranlt otofajik vakuol
olusumuna benzer morfolojik degisimlere yol agmaz. Bunun yerine, 6ncelikle mitokondriyonda biiziilme ve
mitokondriyal membran yogunlugunda artisla kendini gsterir®. Ferroptozis, erastin, SAS ve RSL3 gibi ¢esitli
kiictik molekdller tarafindan indiklenebilir. Bununla birlikte, apoptozu ve nekrozu indiikleyen etkenler (N-
benzyloxycarbonyl- Val-Ala-Asp-fluoromethylketone (Z-VAD-FMK), Boc-Asp (OMe)-
fluoromethylketone (Boc-D-FMK), wortmannin and necrostatin-1), ferroptozisi indiikleyemezler. Bu
nedenle ferroptozisin altinda yatan mekanizmanin apoptoz ve nekrozdan farklt oldugu distniilmektedir®.
Ek olarak, hiicre 6limiine yol acan diger etkenlerle karsilastirildiginda, ferroptozis indikleyici olan kiictik
molekiiller, hiicre tiplerine karst belirgin olarak seciciditler. Her hiicre tipinde hiicre Sliimiine sebep
olmamaktadirlar’®.  Ayrica, ferroptozis indiikleyicileri, nekroptoz ve piroptoz gibi formlarin
indiikleyicilerinden farklidir®0. Alt1 mitokondriyal gen, RPL8, IREB2, ATP5G3, CS, TTC35 ve ACSF2,
ferroptozisin genetik regiilasyonunda rol oynar. Arastirmalar, bu altt genin, ferroptozis ile yakindan iliskili
oldugunu, ancak apoptoz, nekroz ya da otofaji gibi diger hticre 6lim tipleri ile ilgili olmadigini dogrulamigtir®.
Bu da, ferroptozun genetik diizenleyici mekanizmasinin apoptoz ve nekrozdan tamamen farklt oldugunu
distindirmektedir. Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan bir calismada, apoptoz ve nekrozdan farkli hiicre
olim tipleri olan ferroptoz ve otofajinin, bazt yaygin mekanizmalari paylastigi kesfedilmistir. Bu durum,
otofaji inhibitdtlerinin ve lizozomal aktivasyonun, sitoplazmik, lipid peroksitlerin olusumunu azaltarak
ferroptozisi baskilayabilecegini gésteren bir bulgu ile ortaya konulmustur.
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Ferroptozis’in Molekiiler Mekanizmasi

Sistem Xc'nin inhibisyonu ferroptozisi indiikler

Sistem Xc, bir hafif zincir (xCT, SLC7A11) ve bir agir zincir alt biriminden (CD98hc, SLC3A2) olusan,
distlfit baglt heterodimer yapida olan bir Na*? bagimli membran sistein-glutamat tastyicisidir?!. Hicre ici
glutamat, hiicre dist alana tasinirken, Xc sistemi hiicre dist sistini hiicre icine tasir, daha sonra glutatyon
(GSH) sentezi i¢in sistein haline doniisiir?2 Sistein’in hiicreye alimi, GSH sentezinin énemli bir adimidir ve
GSH iretimi, hiicrelerin, oksidatif stres yanitlarinin neden oldugu hasardan korunmasi igin kritik éneme
sahiptir. Sistem Xc inhibisyonu, htcrelerde SLC7A11'in upregiilasyonuna yol agmaktadir?? (Sekil 1). Yapilan
bir calismada sistem Xc inhibit6rii olan erastine benzer sekilde SAS, HT-1080 fibrosarkom hiicrelerinde
SLC7A11 ekspresyonunun upregiilasyonuna neden oldugu belirlenmistir?*. Ek olarak, yapilan bagka bir
calismada erastin, SAS veya glutamat ile yapilan tedavinin, sistein alimint ve GSH sentezleme kabiliyetlerini
onemli Ol¢ide azaltarak HT-1080 hiicrelerinde ferroptozise yol acabilecegini gOsterilmistir. Bu etki, b-
merkaptoetanol (b- ME)® tarafindan inhibe edilebilir, ¢ciinkd b-ME, sistein alimini arttirabilmektedir?>. Bu
bulgular ayrica yukarida bahsedilen indiikleyicilerin tetikledigi sistem Xc'nin ferroptoziste rol oynadigini
kanitlamistir. Erastin ya da SAS kaynakl ferroptozise ugrayan hiicreler, belirgin sekilde daha distik bir GSH
seviyesine sahiptir'3. Merkezi sinir sisteminde (MSS), glutamatin ndérotoksisitesi oksidatif demir
bagimlidir?e?7. Glutamat nérotoksisitesi, demir selatérler ve ferr-1 tarafindan inhibe edilebilir. Bu durum
glutamatin ferroptozise olast bir katilimini géstermektedir?e. Onceki arastirmalar glutamat toksisitesinin,
glutamat reseptorlerinin aktivasyonunun?® neden oldugu sistem Xc'nin inhibisyonundan kaynaklandigini
ortaya koymustur?>?’, Bununla birlikte, Wolpaw ve ark., kalsiyum selatorlerinin ferroptozisi etkilemedigini
bulmustur®. Bu durum glutamat reseptorlerinin - aktivasyonunun ferroptoziste yer almadigin
gostermektedir. Yapilan bu arastirmalar sonucu edinilen bulgular, sistem Xc ve ferroptozis arasindaki yakin
iliskiyi dolayli olarak kanitlamustir.
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Sekil 1. Sistem Xc ¢alisma mekanizmasi??
GPx4'tin dogrudan inhibisyonu ferroptozis’e yol agar

Hiicre digt sisteinin hiicrelere girisini 6nlemek ve hiicre ici GSH duzeyini digtirmek icin sistem Xc'yi
baskilamak, erastin lipid ROS birikiminin aracilik ettigi demir bagimlt hiicre 6limii olan ferroptozis ile
sonuclanmaktadir. GPx4 aslinda lipid peroksidasyonunun inhibitér bir proteinidir3! ¢iinktt H2O2 ve diger
yaygin kiictik molekiilli peroksitler ile kompleks lipid peroksitleri azaltir®2. GPx4, H2O2 ve organik H2O,'yi
suya veya karsilik gelen alkollere ayiran bir enzimdir® (sekil 2) ve GSH aktivasyonunda temel bir
kofaktordiir3. Bu nedenle, hiicre i¢ci GSH havuzunu titketerek, ferroptozis indiikleyicileri olan erastin ve
BSO, GPx4 aktivitesini dustriir ve sitoplazmik lipid ROS seviyelerini ylkseltir! ve sonug olarak hticrelerde
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ferroptozise neden olur. GPx ailesi, GPx1-8 dahil olmak tzere ¢esitli Uyelerden olusur® ve GPx4,
ferroptoziste digerlerinden daha 6nemli bir rol oynar'3. RSL3, GPx4'e dogrudan baglanabilen ve aktivitesini
engelleyebilen ve lipid peroksidlerin hticre i¢i birikmesine ve ardindan ferroptozise yol acan bir ferroptozis
indukleyicisidir®!3. Erastin ve RSL3'e ek olarak, ¢ok sayida arastirmada ferroptozis indikleyicisi
kesfedilmistir-7. Bu indukleyicilerin sekizi (DPI 7, DPI 10, DPI 12, DPI 13, DPI 17, DPI 18, DP19 ve
RSL3) erastine benzer sekilde GPx4 aktivitesini dogrudan baskilerken, DPI 2 GPx4'u etkilemez!3. Ek olarak,
GPx4 HT-1080 susturulmus hiicrelerde hiicre Gliimiine ve hiicrelerde lipid peroksit birikmesine neden
olabilir. RSL3 ile uyatilan ferroptozise benzer sekilde, bu tir hiicre dlimi DFOM (bir demir selatori),
U0126 (bir MEK inhibitérii) ve E vitamini (bir antioksidan) ile engellenebilir, bu da GPx4 aktivitesinin
engellenmesinin ferroptozisin baglica bir nedeni oldugunu gostermektedir!3. Ayrica, GPx4"un, erastin ve
RSL3 dahil olmak tzere cesitli ferroptozis indiikleyicileri tarafindan tetiklenen ferroptoziste anahtar bir
hedef olduguna inanilmaktadir!3.
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Sekil 2. GPx4’tin aktif hali ve inhbisyonu sonucu olusan durumlar3?
Ferroptozis sinyal yolaklar1

Demir metabolizmast ve lipid peroksidasyonu sinyalleri, ferroptozisin merkezi aracilart olarak giderek daha
fazla kabul gérmektedir?’. Ayrica, mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunun aktivasyonu,
ferroptotik kanser hiicresi Sliimtini uyarmaktadur.

Demir’in ferroptozise etkisi

Asirt demir seviyeleri, ROS tarafindan Fenton reaksiyonu iireterek ferroptozise katkida bulunurl5(Sekil 3).
Dolasimdaki demir, transferrine baglanarak ferrik demir (Fe+3) seklinde bulunur. Fe+3, membran proteini
transferrin reseptérii 1 (TFR1) yoluyla hiicrelere aktarilir ve daha sonra endozomlara yerlesir. Endozomda,
Fe+3, STEAP3"in ferrirediktaz aktivitesi ile Fe+2 ‘e indirgenir. Son olarak, iki degerlikli metal tastyict
(DMT1, ayrica SLC11A2 olarak adlandirilir), endozomdan Fe+2 salinimini ve sitoplazmada kararsiz bir
demir havuzu olusumuna neden olur. Asirt demir, ferritin hafif zincir (FTL) ve ferritin agir zincir 1 (FTH1)
iceren bir demir depolama protein kompleksi olan ferritin i¢inde depolanir. Demir’in disart verilmesine,
Fe+2 ila Fe+3'1 oksitleyebilen membran proteini, ferroportin (SLC11A3 olarak da adlandirilan bir demir
akis pompast) aracilik eder. Yapilan bir calismada Ras mutasyonu olan ferroptozise duyarlt hiicreler ile
ferroptozise direncli hticreler karsilastirilmis ve TFR1 ekspresyonun artmus, ferritin (FTL ve FTHI)
ekspresyonunun ise azaldigt gorilmistir’. Bu durum demir aliminin artmasinin ve dusiik demir
depolanmasinin ferroptozis sirasinda agirt demir yiiklenmesine katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir.
Yapilan calismalarda demir selatorleri (6rnegin, deferoksamin, desferrioksamin mesilat, siklopiroks olamin)
ile agir1 demir ylikiiniin azalmasi, erastin aractli ferroptozisi inhibe ederken, ekzojen demir kaynaklarinin (6rn.
ferrik amonyum sitrat, ferrik sitrat ve demir kloridheksahidrat), erastine bagl hiicre Slumind arttirdigy
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belirlenmistir6,8. Demir bagimli ferroptozis i¢in daha dogrudan kanitlar, demir metabolizmasinin ana
transkripsiyon faktorii olan IREB2'nin susturulmast ile belitlenmistir. IREB2 ekspresyonunun RNAI ile
baskilanmasi, demir metabolizmast ile iliskili gen ekspresyonunu (6rnegin F-box ve 16sin acisindan zengin
tekrar protein 5, demir-siilfiir kiime derleme enzimi, FTH1 ve FTL) 6nemli 6l¢iide arttirmakta ve erastin
kaynakli ferroptozisi stnirlandirmaktadir®S. Bu nedenle, ferroptozisin uyarilmast icin demirin alinmast ve
kullanilmasina dahil olan hiicresel sistemler gereklidir.
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Sekil 3. Ferroptozun molekiiler mekanizmalari ve sinyal yollar1!®

ROS (reaktif oksijen tiirlerinin) ferroptozise etkisi

Ferroptozis inditksiyonunun ROS ile iliskisinde birden fazla kaynak bulunabilmektedir!’>(Sekil 4). Demir
aracth ROS iretiminde Fenton reaksiyonuna ek olarak, nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH)
bagimli lipid peroksidasyonu ve Glutatyon (GSH) tiikenmesi de ferroptozisin uyarilmast i¢in 6nemlidir®13.
GPX4'in GSH tikenmesi ile inaktivasyonu ve lipid peroksidasyonu kaynakli ROS tretiminin artist ile
ferroptozis tetiklenmektedir’?. Mitokondriyal yag asidi metabolizmasi, ferroptozis icin gerekli olan spesifik
lipid 6nciillerini saglamaktadir. Ozellikle, ferroptoziste mitokondriyal yag asidi metabolizmast i¢in ACSF2
ve CS gereklidir. ACSF2 ve CS'nin susturulmasi, erastin kaynakli ferroptozisi inhibe etmektedir¢. Glikoz
metabolizmasina ek olarak, lipid dretimi, glutaminin a-ketoglutarattan (Sekil 4) dénlsimiinden
kaynaklanabilmektedir'5. Bu islem transaminaz inhibit6rii olan aminooksiasetik asit ile bloke edilebilir. ROS,
lipid membranlarin ¢coklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) ile reaksiyona girebilir ve lipid peroksidasyonunu
tetikleyebilir®®. GPX4 inaktivasyonunu takiben arasidonik asit (AA) ve diger PUFA'larin tikenmesi,
ferroptozisin iletlemesi icin gereklidir. ACSL4 asilatlart AA ve LPCAT3, asile edilmis AA'yt membran
fosfolipidlerine katalize etmektedir?*#. Boylece, ACSL4 ve LPCAT3"in bastrilmast, membrandaki bir dizi
hassas yag asidinin oksitlenmesini azaltabilir. Aksine, GPX4 eksikligi olan hticrelerde ferroptozise katkida
bulunan AA ile zenginlestirilmis oksitlenmis membranlar sergiler. GPX4 susturulmus hiicre ortaminda, AA
mediyatorlerinin salinmasi sirasinda spesifik olarak ferroptozis uyaranlart (6rn. RSL3 ve erastin) takip edilip
gbzlenmistir ancak apoptoz uyaranlari (6rnegin, TNFa ve staurosporin) gorilmemistir®. 5-, 12- ve 15-
hidroperoksikosatetraenoik asit (HPETE) ile tedavi, ferroptotik stireci hizlandirmaktadir3®. Mitokondriyon
icin bir lipid tagtma proteini olan sterol tagtyict protein 2'nin farmakolojik inhibisyonu, gegici olarak GPX4
negatif hiicrelerinin ferroptozisten kurtartlmasini saglar. GPX4 negatif hiicrelerinden lipid sinyallerinin
baslatilmasi, mitokondriyal matriksin disinda meydana gelir®. Bu nedenle, ferroptozis oksitlenmis lipid
mediyator salinimi ile iligkili olan ekstra-mitokondriyal lipid peroksidasyonu tarafindan tetiklenir. Erastine
direngli DU-145 kanser hiicrelerini kullanan bagka bir ¢alisma AKR1C1-3 dahil AKR1C aile genlerinin
upregillasyonunun  ferroptozis  direnci ile iliskili oldugunu g&stermektedir. AKRI1C1-3, 4-
hidroksinonenalin’in ¢esitli PUFA'lara oksidasyonunu katalize eder. Bu erastin-direncli DU-145 hiicreleri
ayrica sulfasalazin, sorafenib ve RSL3'e karst direnc sergiler. Bu durum rezistansin artmis sistem Xc-
aktivitesine bagli olmadigimi goéstermektedir. Asetil-CoA karboksilaz alfa (ACC1'1 kodlayan gen), bazt
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hiicrelerde ferroptozis icin gerekli degildir’®. ACC1'in RNAI ile susturulmasi veya ACC1'in 5-tetradesiloksi-
2-furonik asit ile inhibisyonu RSL3 ve erastin kaynakli ferroptozisi etkilememistir. AA ve linolenik asit gibi
PUFA'lar lipoksijenazlarin substradaridir (LOX). LOX, AA durumunda, PUFA'lart HPETE dahil olmak
tzere hidroperoksil ara maddelerine oksitler. Lipaz peroksidasyonu arttiginda PUFA'lar azalir. AA substrat
oldugunda, farkli LOX izozimleti katbonlar 5, 12 veya 15'de bir hidroperoksil grubu ekleyebilit ve bu
nedenle 5-, 12 veya 15-LOX olarak adlandirilir. Bununla bitlikte, 12/15-LOX, fetroptozis i¢in gerekli
gbrinmemektedir®.
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Sekil 4. Ferroptoziste Ros metabolizmasi1'
MAPK sinyal yolagi

MAPK'larin memeli ailesi cogunlukla ERK, p38 ve c-Jun NH2-terminal kinazi (JNK) igerir. Ras / Raf /
MEK / ERK yolunu bloke etmek Ras mutasyona ugramis kanser hiicrelerinde erastin kaynakli ferroptozisi
inhibe etmektedir41. Bununla birlikte, JNK ve p38, l6semi hiicrelerinde erastin kaynakli hiicre 6limi icin
o6nemli gériinmektedir. SP600125 (bir JNK fosforilasyon inhibitérii) ve SB202190 (p38 aktivasyonunun bir
inhibit6rii), HL-60 hiicrelerinde erastin tarafindan indiiklenen sitotoksisiteyi azaltmaktadir42. Bu bulgular,
belirli bir MAPK modilii ile iligkili ferroptotik yantlarin hiicre tipine 6zgii oldugunu géstermektedir15 (sekil
5).

GK

MAPK Pathway

SUG656, UD126 SB202190 SP600125

|

Erastin, RSLs  Erastin Erastin
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. ! !
ERK p38 JNK
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Sekil 5. Ferroptoziste MAPK yolag1's

Siilfiir transfer yolag:

Sulftr iceren proteinler memeli hiicrelerinde ¢cok 6nemlidir. Metionin, insan bedenleri i¢in gerekli olan ve
sadece besinlerden elde edilebilen kiikirt iceren bir amino asittir. Vicuttaki stlfiir transfer yolu yoluyla,
metionin Sadenosyl homosisteine ve sisteine donustiirilebilir. Sistein yetmezligi kosullar1 altinda,
homosistein, sistein havuzunu kikiirt aktarim yolu boyunca tamamlayacak sekilde sistatiyonine (sistein
onculll) donustaralur?. Cesitli calismalar, memelilerde stlfir iceren amino asitlerin %40'1ndan fazlasinda
bulunan sistein’in besinlerden geldigini gOstermigtir##. Viicuttaki sistein daha ¢ok GSH, anti-oksidatif
peptidler, tioredoksin (Trx), vb. sentezlemek icin kullanilmaktadir. Bunlardan GSH, hiicresel oksidasyon
rediiksiyon dengesini korumak icin 6nemli bir faktérdiir. GSH, hiicrelerdeki lipid peroksitlerin ve organik
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hidroperoksit triinlerinin GPx4 yoluyla indirgenmesine aracilik eder. Boylece, GPx4'in ferroptoziste
merkezi bir diizenleyici rol oynamasini saglar'. Oksidatif stres kosullarinda sistatiyonin-b-sentetaz
aktivasyonu, metionin’in sistein’e dénlsimini ve silfur aktarim yollar1 tzerinden GSH sentezini
arturmaktadir. Béylece hiicreleri oksidatif stres yanitinin neden oldugu yaralanmalardan korur. Son
zamanlardaki arastirmalar, kitkiirt aktarim yollarinin gen ekspresyonunun upregiile edilmesinin, ve sisteinil-
tRNA sentetaz (CARS) kaybinin erastin ile uyarilmus ferroptozisi inhibe edebildigini ancak RSL3 veya BSO
ile indiklenmis ferroptozisi engellemedigini ortaya koymusturt. Bu, silfir transfer yollarinin, htcre
ferroptozisinde negatif diizenleyici rol oynadigini géstermektedir.

HSF1-HSPB1 yolag:

Is1 soku proteinleri (HSP'ler), hiicresel iskeletin yapisint diizenleyen ve kontrol eden molekiiller olarak
bulunmugsturt’ ve anormal sekilde katlanmis proteinleri stabilize etmektedirs. Al HSP ailesi vardir:
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve kigik HSP'ler. Ist soku faktorleri (HSF'ler) HSP sentezini
diizenleyen transkripsiyon faktorleridir®. HSPB1 ayrica fare HSP25 veya insan HSP27 olarak bilinir. Son
zamanlardaki arastirmalar, erastinin HSPB1 mRNA ve proteinin ekspresyonunu artirabildigini ve HSF1-
HSPB1 yolunun insan servikal kanser hiicreleri, osteosarkom hiicreleri ve prostat kanseri hiicrelerinde
erastin kaynakli ferroptozisi negatif bir sekilde diizenleyebildigini bulmustur®. HSF1 ve HSPB1 inhibisyonu,
hiicrelerdeki demir ve ROS konsantrasyonlarini arttirmakta, sonugta timor hiicrelerinin biiylimesini
bastirmaktadir. Bu durum HSPB1 fosforilasyonunun hiicre ferroptozisini 6nleyebilecegini gostermektedir
ciinki fosforile HSPB1, hiicreler tarafindan demir ve lipid ROS'un alimint inhibe etmektedir5?.

Ferroptozisi diizenleyen diger yolaklar

Ferroptozis birgok yolak tarafindan diizenlenmektedirs! (sekil 6). Ornegin, glutamat ve transferrin,
hicrelerde ferroptozisi glutamin yolu ve hiicre ylzeyindeki transferrin reseptorleri araciligtyla
diizenleyebilmektedir>233, 2016 yiinda Sun ve arkadaglart yaptiklart ¢alismada, p62-Keap1-NRF2 yolunun,
NRF2'nin ekspresyonunu diizenleyerek karaciger kanser hiicrelerinde ferroptozise duyarliligs diizenledigini
bulmuslardir>*. Ayni yil icerisinde yakin tarihli bir calismada, Hasegawa ve arkadaslart MUC1-C / xCT
yolunun negatif dizenleyici rol oynayabildigini ve ti¢lii negatif meme kanseri (TNBC) hiicrelerinin erastin
kaynakli ferroptozisini inhibe edebilecegini bulmuslardir®. Hem oksijenaz-1 (HO-1) énemli bir hiicre ici
demir kaynagidir. Kwon ve ark. HO-1in lipid peroksidasyon reaksiyonunu indiikleme ve hiicresel
ferroptozise neden olma yetenegini kanitladigi gibi erastin kaynakl ferroptotik hiicre élimiinde de 6nemli
rolii oldugunu 2015 yilinda yaptiklart calismada belirlemislerdir>®(Sek. 1).
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Sekil 6. Ferroptozisi diizenleyen mekanizmalar5!
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Ferroptoz Indiikleyiciler

Erastin

Erastin tarafindan tetiklenen hiicre 6liimii olan ferroptozis, antioksidanlar (6rn., A-tokoferol, biitillenmis
hidroksitoliien ve B-karoten) ve demir selatotleri (6rn., Deferoksamin) tarafindan 6nemli Slciide inhibe
edilebilmektedir. Bu durum erastin kaynakli ferroptozis icin ROS ve demir bagimli sinyallerin gerekli
oldugunu gostermektedir®10(Sekil 3)15. Demir veya mitokondriyal yag asidi metabolizmasini diizenleyen alti
gen, Ozellikle erastin kaynakli ferroptozis icin gereklidir®. Bu genler arasinda ribozomal protein L8, demir
cevabt olan element baglayict protein 2 (IREB2), ATP sentaz FO kompleks alt birimi C3, sitrat sentaz,
tetratrikopeptid tekrar alant 35 ve andacyl-CoA sentetaz aile tyesi 2 (ACSF2) bulunmaktadir®. RAF /
MEK/ERK sinyallemesinin aktivasyonu, onkojenik Ras tastyan timor hiicrelerinde erastin kaynakl
ferroptozis icin 6nemli gériinmektedir4!. In vivo olarak, piperazinin, kanser gelisimini inhibe etmek icin
erastinden daha iyi stabiliteye ve suda ¢6ziinirliige sahip oldugu gosterilmistir!3. Erastinin direkt molekiiler
hedeflerinden biri mitokondriyal voltaj bagimli anyon kanallaridir (VDAC) 41 (Sekil 4)'5. Erastin, BJeLR
hucrelerinde VDAC2 / 3'e dogrudan baglanabilir. VDAC2 ve VDAC3'in susturulmast ancak VDACI
susturulmamast erastin direncine yol agar*l. Ayrica, erastin, ER stres cevabinin aktivasyonu ile sistin /
glutamat antiporter sistem Xc - aktivitesini (Sekil 1), dogrudan inhibe ederek glutatyon (GSH) seviyesini
distirme 6zelligine sahiptir. Bu siireg ferroptozis sirasinda ROS birikimini hizlandirabilir®.

RSL3 ve RSL5

Demir, ROS ve MEK, onkojenik Ras tagtyan timor hiicrelerindeki RSL3 ve RSL5 kaynakl ferroptozis igin
gereklidir8. RSL5 icin VDAC2 / 3 gerekli iken RSL3 kaynakli ferroptozis icin gerekli degildir8. RSL3,
GPX4'in dogrudan inhibitéradir, fakat sistem Xc - 'nin degildir'®. GPX4'e baglandiktan sonra RSL3,
lipidlerden ROS tiretimini arttirmak icin GPX4'4 etkisiz hale getirir!3. Boylece en az iki tip RSL vardir bunlat;
Erastin ve RSL5 gibi tip I RSL'ler, ferroptozisi inditklemek i¢in upregiilatértleri (6rn., VDAC ve sistem Xc-)
hedefleyebilir. RSL3 gibi Tip II RSL'ler, downregilatér diizenleyicilerini (6rn., GPX4) inhibe edetrek
ferroptozisi tetikleyebilmektedir. Yapilan bir calismada protein-sentez inhibitéri sikloheksimid’in RSL5 ile
indiklenen ferroptozisi inhibe edemedigi ancak RSL5' 6nemli 6l¢tide inhibe ettigi belitlenmistir. Bu durum
Tip I RSL'nin neden oldugu ferroptozis icin protein sentezinin gerekli oldugunu gostermistir®.

Butiyoninsulfoksimin

Butiyoninsulfoksimin (BSO), GSH sentezi i¢in sinirlayict enzim olan y-glutamil sistein sintetazin geri
dontstimsiz bir inhibitéridir (Sekil 3)15. BSO, azaltlmis GPX aktivitesi ve artan ROS seviyeleri ile GSH
sentezini inhibe etmekte ve Ras-mutasyona ugramis hicrelerde ferroptozise yol agmaktadir!3.

Asetaminofen

Asetaminofenin, GSH tiikenmesine neden olan ve karaciger hasarint artiran N-asetil-p-benzokinon imin
olarak tanimlanmistir (Sekil 3)!>. Nekroz ve apoptoza ek olarak, asetaminofen, fare hepatositlerinde
ferroptozise neden olurken, HepG2 karaciger kanseri hiicre hatlarinda ferroptozise neden olmamaktadir>”.
Ferrostatin-1'in asetaminofen ile indiiklenen hiicre Sliimiine karst koruyucu etkisi, asetaminofen veya GSH
tiikenmesinin azaltilmis metabolizmasindan kaynaklanmamaktadir?’.

Sorafenib

Sorafenib, hepatoselliler karsinom (HCC) hucreleri gibi belirli kanser hiicrelerinde ferroptozise neden
olur?38. Sorafenib ile uyarilan ferroptozis Ras, RAF, PIK3CA ve p53'in onkojenik durumundan bagimsiz
olarak ortaya ¢ikmaktadir®®. Bununla bitlikte, yapilan bir calisgmada Rb'nin (prototip tim6r baskilayict gen)
ve NRF2'nin ekspresyonu, HCC'de sorafenib kaynakli ferroptozisi inhibe edebildigi belitlenmistirs338. Bu
streg, upregile edilen ER stres ile iligkilidir®. Yapilan baska bir calismada 87 sorafenib analogunun yapi
aktivite iligkileri analizi yapilmis ve sorafenibin kinaz olmayan bir hedef yoluyla sistem Xc - aktivitesini inhibe
ettigini géralmustirs.
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Artesunat

Eling ve ark. (2015), artesunatin secici olarak K-Ras-mutant pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC)
hticre dizilerinde ferroptozisi indiikledigini ancak insan pankreatik duktal epitel hiicreleri veya vahsi tip K-
Ras PDAC hiicrelerinde ferroptozisi indiklemedigini belirtmislerdiré!. Ayni arastirmacilar ferroptozisin
demir gelatorii deferoksamin tarafindan inhibe edildini ve eksojen lizozomal demir ile ise ferroptozisin
artugint gérmiglerdir®: Demir selatérii deferoksamine ek olarak, ROS inhibitotleri (6rn., Trolox ve
ferrostatin-1) PDAC hiicrelerinde artesunat kaynakli ferroptozisi 6nemli 6l¢tide inhibe eder ancak bu durum
nekrostatin-1 icin gegerli degildir®'. Baska bir calisma ise artesunat dahil 10 artemisin tirevinin, kanser
hiicrelerinde hicre Slimine katkida bulunan, demirle iligkili cok sayida mRINA seviyesini degistirdigini
gostermistir'®,

Sonug

Son yillarda yapilan arastirmalarda, insan ve hayvan hastaliklarini anlagilmast ve tedavisi i¢in ferroptozis ve
diger hiicre 6lim tiplerinin anlasilmasi ve bunlarin inhibisyon ve aktivasyonu ile ilgili detaylt arastirmalarin
yapilmasi 6nem kazanmustir. Yapilan ¢alismlarda, ferroptozisin Huntington hastaligt (HD), periventrikiiler
l6komalazi (PVL) ve renal fonksiyonel hasar dahil olmak tzere gesitli insan hastaliklariyla olan yakin
iliskilerini ortaya ¢ikarmistir#:62, Ayni zamanda bu ¢alismalar, diffiiz biyik B hiicre lenfomast (DLBCL),
RCC, karaciger kanseri, servikal karsinom, osteosarkom ve prostat adenokarsinoma hiicreleri gibi bir dizi
timoér hiicresinin ferroptozise karst ¢cok duyarlt oldugunu géstermistir!350. Bu calismalar 1s1ginda timér
olusumunda, progresyonunda ve tedavisinde ferroptozisin rolleri acikliga kavusturulmaya caligiimaktadir.
Cesitli calismalar, timér hiicrelerinin 6ldirilmesinde ve timér biylimesinin bastirilmasinda ferroptozisin
roliinti dogrulamustir. Yapilan calismalar ferroptozis indiikleyicisi olan erastinin, temozolomid, sisplatin,
sitarabin ve doksotrubisin / Adriamycin gibi kemoterapétik ilaglarla bitlikte uygulandiginda kemoterapinin
etkinligini arttirabildigini géstermistir®®64. Ayni zamanda yapilan bagka bir ¢alisma ise timor ksenogreft
modellerinde erastin, piperazin ve RSL3%in timérlerin biyiimesini engelledigi goriilmiistiir!3. Ek olarak,
artemisin tiirevlerinin, ferroptozise duyarlt hastaliklari tedavi etmek i¢in kullanilabilecegini distindiiren demir
bagimli hiicre dlimiini, dzellikle de ferroptozisi indiikleyebilmektedir!®!!. Sonug olarak ferroptozisin daha
detayl aragtirilmast, 6zellikle hiicre 6ltim kaynakl hastaliklarin anlagilmast ve tedavisine 15tk tutacaktir.
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