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Amag: Glioblastoma (GBM) invaziv karakteriyle ortalama sag kalim siiresinin 1 y1l oldugu en dliimciil beyin tiimérleri arasinda yer
alir. Cerrahi operasyon, radyoterapi ve kemoterapiyi iceren standart tedavi sonrasinda bile niiksler cogunlukla yeniden goriillmektedir.
Ferroptoz, demir bagimli olarak farkli hiicresel molekiilleri hedef alan yeni tanimlanmis bir hiicre 6liimii seklidir. Valproik asit (VPA),
epilepsi tedavisinde kullanilan histondeasetilaz inhibitérii olan bir yag asididir. VPA, néroprotektif ve anti-tiimor etkileri sayesinde in
vitro ve in vivo modellerde tiimdr invazyonunu etkili bir sekilde baskilamaktadir. Bu ¢alismada, C6 hiicrelerinde VPA'nin ferroptoz
uyaricl bir ajan olarak antiproliferatif etkilerini arastirmay1 amacladik.

Yéntemler: ilk olarak, sitoksik VPA konsantrasyonunu 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi
belirledik. Ardinda, 24 saatlik VPA uygulamasiyla C6 hiicrelerindeki glutatyonperoksidaz 4 (GPx4), 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-
OHdG), glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) seviyelerini ELISA yéntemiyle uygun kitler kullanilarak élctiik.

Bulgular: C6 hiicreleri 0.1, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 mM VPA konsantrasyonlari ile 24 siireyle inkiibe edildi. 1 mM ve lizerindeki VPA
konsantrasyonlarinda hiicresel canlilikta istatiksel olarak anlamli diisiis olmustur (p<0.05). MTT analizi dogrultusunda IC25, IC50 ve
IC75 degerleri sirasiyla 2.8 mM, %5,6 mM ve 7.4 mM olarak belirlenmistir. VPA uygulanan C6 hiicrelerinde GPx4 ve GSH seviyelerinde
konsantrasyonuna bagimli sekilde artis olmustur. Ek olarak GPx4 ve GSH seviyelerindeki en fazla diisiis sirasiyla %64,4 ve %33,5 ile
7.4 mM VPA konsantrasyonunda tespit edilmistir (p<0.0001). Ote yandan, VPA uygulamasiyla C6 hiicrelerinde diisen antioksidan
kapasite ile birlikte lipit peroksidasyon biyobelirteci olan MDA seviyeleri artmistir. Benzer sekilde, VPA uygulamas: hiicresel
biitiinliigli bozarak, konsantrasyona bagli olarak 8-OHdG seviyelerinde artti.

Sonug: Sonuglarimiz, sigan Cé6 glioblastoma hiicrelerinde, VPA uygulamasinin ferroptoz sinyal yolagi ile baglantili bir sekilde hiicresel
canliligl baskiladigini desteklemektedir. Bununla birlikte, VPA'nin daha genis bir zaman araliginda diger in vitro ve in vivoglioma
modellerinde etkileri heniiz aragtirilmamistir. Bu nedenle, klinik uygulamalarda sag kalimi nasil etkileyecegi konusundaki belirsizlik
devam etmektedir.
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The effects of valproic acid on Cé6 glioblastoma cells viability via ferroptosis regulation

Abstract

Objective: Glioblastoma (GBM) is among the deadliest brain tumors with an invasive character and an average survival time of one
year. Even after standard treatment including surgery, radiotherapy and chemotherapy, recurrences are mostly re-appeared.
Ferroptosis is a newly defined form of cell death that targets different cellular molecules in an iron-dependent manner. Valproic acid
(VPA) is a fatty acid that is a histone deacetylase inhibitor used in the treatment of epilepsy. Thanks to its neuroprotective and anti-
tumor effects, VPA effectively suppresses tumor invasion in vitro and in vivo models. In this study, we aimed to investigate the
antiproliferative effects of VPA as a ferroptosis stimulating agent in C6 cells.

Method: Firstly, we determined the cytotoxic VPA concentration by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) analysis. Then, we measured glutathione peroxidase 4 (GPx4), 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG), glutathione (GSH) and
malondialdehyde (MDA) levels in C6 cells with 24-hour VPA treatment using appropriate kits by ELISA method.

Results: C6 cells were incubated with VPA concentrations of 0.1, 0.5, 1, 2, 4 and 8 mM for 24 hours. There was a statistically significant
decrease in cellular viability at 1 mM VPA concentrations and above (p<0.05). According to MTT analysis, IC25, IC50 and IC 75 values
were determined as 2.8 mM, 5.6 mM and 7.4 mM, respectively. There was a concentration-dependent increase in GPx4 and GSH levels
in C6 cells treated with VPA. In addition, the highest decreases in GPx4 and GSH levels were detected with 64.4% and 33.5% at the 7.4
mM VPA concentration, respectively (p<0.0001). On the other hand, MDA levels, a lipid peroxidation biomarker, increased with
increased antioxidant capacity in C6 cells with VPA treatment. Similarly, VPA treatment by disrupting cellular integrity increased
concentration-dependently in 8-OHdG levels.

Conclusion: Our results support that VPA treatment suppresses cellular viability in a manner associated with the ferroptosis signaling
pathway in rat Cé6 glioblastoma cells. However, the effects of VPA over a wider time range in other in vitro and in vivo glioma models
have yet to be investigated. Therefore, uncertainty about how it will affect survival in clinical practice remains.

Keywords: Glioblastoma, ferroptosis, valproic acid.

GIRIS
Glioblastoma (GBM), eriskinlerde merkezi sinir

sisteminin en sik gorilen, infiltratif blyime
ozelliklerine sahip en malign primer evre IV

peroksidasyonunu iceren bir dizi karmasik
hiicre ici degisiklikler tarafindan tetiklenir#.
Sitoplazmik serbest ferroz demir

beyin timorudur!. Baglica ozelligi, tam bir
cerrahi rezeksiyonu imkansiz kilan ytlksek
malignite ve invazyon yetenegidir. GBM
hastalarinin sag kalimi1 genellikle tanidan
itibaren 15 aydan azdir ve 5 yilhk
adjuvanradyoterapi ve kemoterapi ile kombine
cerrahiden sonra bile hayatta kalma orani
%10'un altindadir?. Cerrahi, radyoterapi ve

kemoterapideki son gelismelere ragmen,
glioblastoma i¢in etkili bir tedavi yoktur ve
klinik  sonucu iyilestirmek icin GBM

ilerlemesinin molekiiler mekanizmasinin ileri
diizeyde anlasilmasi esastir.

Ferroptoz apoptotik olmayan hiicre 6liimiiniin
bir formu olarak, hiicre oOliimiiniin yeni
tanimlanmis bir seklidir3. Apoptoz, nekroptoz
ve piroptoz ile karsilastirildiginda, ferroptoz
demir bagimli bir sekilde lipit

(Fe2+)metabolik olarak aktiftir ve DNA sentezi,
hiicre dongtlisu ilerlemesi ve anjiyogenezdahil
olmak tlizere bir dizi enzimatik siirecte yer
alabilir ve Fenton reaksiyonuna Kkatilabilir®.
Fenton reaksiyonu sirasinda Fe2+ hidrojen
peroksite baglanir, bu da hidroksit ve reaktif bir
oksijen tiirti (ROS) olan bir hidroksil radikalinin
olusmasina neden olur®. ROS iretimi, lipit
peroksidasyonuna ve membran gecirgenliginin
kaybina yol acar. Membranlardaki doymamis
coklu yag asitleri lipit peroksidasyonu i¢in ana
substrat olduklarindan ferroptoz ic¢in hayati
oneme sahiptir. Acil-KoAsentetaz uzun zincirli
aile tyesi 4 (ACSL4), ferroptoza yol acan

fosfolipitlerin  oksidasyon reaksiyonlarina
arttirdigindan, ferroptoz igin spesifik bir
biyobelirtectir’. Ferroptozun diger Onemli

biyobelirtec olan glutatyon peroksidaz 4
(GPx4), lipit peroksitlerini substrat olarak iki
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glutatyon (GSH) molekiili yardimiyla lipit
alkollerine déniistiiriir. Onceki calismalar,
glioblastoma hiicre hatlarinda artan ferroptoz
aktivitesinin artmasi tiimor biiyliimesinin ve
saldirganlifin azalmasina neden oldugunu
gostermeleri nedeniyle®10, ferroptoz mevcut
tedavilere yardimci olacak potansiyel bir
terapotik strateji olusturabilir.

Valproik asit (VPA), GBM dahil olmak iizere
beyin cerrahisi sonrasi nobet profilaksisinde
yaygin olarak kullanilmistir. VPA'nin ayrica,
bozulmus epigenetik modifikasyona neden olan
ve hiicre biiyliimesini baskilayan
histondeasetilaz (HDAC) aktivitesini inhibe
ettigi gosterilmistir!l. Dahast VPA'nin, DNA
onarimini baskilamay1 ve pro-
apoptotiksinyallemeyi aktive etmesiyle GBM
hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye
duyarl hale geldigi ortaya konmusturl2. Son
yillarda, VPA'nin noéroprotektif mekanizmasi ile
iligkili olabilecegi gosterilmistir. Travmatik bir
beyin hasari modelinde VPA'nin, Nrf2/ARE
sinyal yolunu aktive ederek antioksidatif
kapasitesi arttirdigi ve sonugta
noroproteksiyonu sagladig gosterilmistir3. Ote
yandan, lipit peroksidasyonu aracili oksidatif
hasarin noéronal hasarda 6nemli bir hasar tiirt
olabilecegi tahmin edilebilir. Ayrica VPA'nin
lipit peroksidasyonunu ve protein
oksidasyonunu engelleyerek noron hiicrelerini
oksidatif hasara karsi koruyabildigi
bildirilmistirl4. Bu da, VPA'nin lipit
peroksidasyonu tarafindan diizenlenen
ferroptozu inhibe ederek noroprotektif bir etki
tretebilecegini diisiindiirmektedir.

VPA, epileptik hastalarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmasina ragmen, etkilerin altinda
yatan hiicresel mekanizmalar hentiz tam olarak
bilinmemektedir. Daha da 6nemlisi, gliomadaki
kotl prognozu ve kemoterapi veya radyoterapi
direncini 6nleme de etkili hentiz etkin bir tedavi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, ferroptoz
ile bu prognostik/tanisal faktorler arasindaki
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iliski daha 6nce arastirilmamaistir ve ferroptozis
ile glioma arasindaki molekiiler iliski tizerine az
saylida calisma yapilmistir. Ek olarak, glioma
hiicrelerinde ferroptoz ile iliskili sinyal
yolaklar iizerinde etkili terapotik ajanlarla ilgili
¢cok az arastirma yapilmistir. Yukarida bahsi
gecen VPA'nin 6zellikleri goz ontline alindiginda,
bu calismada, C6 glioblastoma hiicrelerinde
VPA'nin ferroptoz sinyal yolag1 baglantili olan
GPx4, 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG),
GSH ve malondialdehit (MDA) gibi
biyobelitecler tizerindeki etkisini arastirmayi
amacladik. Ayrica, glioma hiicrelerindeki
ferroptozun  yeniden  programlanmasinin
alinda yatan potansiyel mekanizmalari
tetiklemede VPA’'nin roliinii ortaya ¢ikaran ve
glioma tedavisinde ferroptozisin roliini
gosteren verileri ortaya koyduk.

YONTEMLER
Hiicre kiiltiirii ve VPA inkiibasyonu

Sican C6 glioblastoma hiicre hatti, Amerikan
Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC, Rockville,
MD, ABD) satin alind1 ve %1 fetal sigir serumu

(FBS) ve  penisilin/streptomisin (100
[U/mL/100 1L/mL) ile takviye edilmis
Dulbecco'nun modifiye Eagle besiyerinde

(DMEM), 37°C'de %95 hava ve %5 CO2 igceren
nemli bir atmosferde prolifere olmasi saglandu.

Hiicreler (2 x 103), bir gece boyunca 96
kuyucuklu plakalara ekildi. Ustel biiyiime
fazindaki hiicreler%60-80 yogunluga
ulastiginda 0.1, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 mM VPA (Sigma-
Aldrich) konsantrasyonlarinda 24 saat siireyle
inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben, her bir
kuyucuga 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) soliisyonu
eklendi 4 saat 37°C'de inkiibasyona devam
edildi. Ardinda hiicre kiltiri ortamina,
dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edildi ve oda

sicakliginda 30 dakika karnistirildi. Hiicre
canliigl, 570 nm'de absorbans olciilerek
belirlendi.
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Biyokimyasal Analizler

Hiicreler (5 x 103) oncelikle 96 kuyucuklu
plakalarda 24 saat siireyle MTT sonuglarina
gore belirlenen [C25, IC50 ve IC75
konsantrasyonlar ile inkiibe edildi. Ardindan,
kiltir kabina yapisik hiicreler tripsin ile ayrildi
ve daha sonra siispansiyon halindeki hiicreler
santrifiij ile toplandilar. Hiicreler pH 7’de fosfat
tamponu (PBS) ile li¢ kez yikandi. PBS iginde
hiicreler yeniden slspanse edilerek li¢ kez
dondurma/¢6ziilme donglisiiniin
tekrarlanmasiyla  hiicrelerin  pargalanmasi
saglandi. Parcalanan hiicreler 4°C'de 15 dakika
1000xg'de santrifiij edilerek hiicre
kalintilarindan arindirildi ve elde edilen
slipernatant biyokimyasal analizler sirasinda
kullanildi.

GPx4 (MBS934198), 8-OHdG (CSB-E10526r),
GSH (MBS265966) ve MDA (MBS268427)
seviyelerinin biyokimyasal analizinde enzim
baglh  immiinosorbent deneyi  (ELISA)
yontemiyle ticari olarak mevcut kitler
kullanilarak gerceklestirildi. Kisaca, analizler,
nicel sandvi¢ enzim imminolojik teknigini
kullanilarak gerceklestirildi. Analizler sirasinda
GPX4, 8-OHdG, GSH ve MDA’ya ozgi
antikorlarla kaplanmisg mikroplakalar
kullanildi. Standartlar ve numuneler
pipetlenerek, kuyucuklara aktarildi ve
antikorlara baglanmas1 saglandi. Ardindan
baglanmamis molekiillerin uzaklastirmak icin
mikroplakalar 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandi. Bu islemi takiben kuyucuklara sirasiyla
biotin-konjuge antikorlar ve avidin-konjuge
yabanturpu peroksidazi eklendi. Kuyucuklara
substrat  sollisyonunun eklenmesiyle ilk
asamada baglanan GPX4, 8-OHdG, GSH ve MDA
miktarlariyla orantili olarak renk gelisir.
Ardindan renk olusumu stop soliisyonu ile
durduruldu ve rengin yogunlugu ireticinin
talimatlarina gore prosediirler takip edilerek
ilgili dalga boylarinda mikroplaka okuyucu
yardimiyla absorbans Olgtimleri
gerceklestirildi.

Supernatantlardaki protein icerigi Lowry ve
ark.1> yontemine gore belirlendi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin GraphPadPrism 7

programi kullanildi. Tim degerler (licli
tekrarlar olarak) ortalama * standart sapma
olarak ifade edilir. Ortalama degerlerin

normallik analizi Shapiro-Wilk normallik testi
ile gerceklestirildi. Deney gruplar1 arasindaki
farkliliklar1 belirlemek icin Tek Yoénli Varyans
Analizi (ANOVA) kullanildi, ardindan Tukey
Post hoc analizi yapildi. P<0.05, istatistiksel
olarak anlaml bir farki belirtmek i¢in kabul
edildi.

BULGULAR

Ik olarak, VPA'nin C6 hiicrelerinin canlihigini
engelleyip engellemedigini arastirdik. C6 hiicre
canliliklarinin farkli VPA konsantrasyonlarina
gore degisimi Sekil 1'de gosterilmektedir. C6
hiicre hatt1 24 saat stireyle 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 8 ve
16 mM VPA ile inkiibe edildi. MTT analizi
kullanilarak, hiicre canlilig, VPA
inkiibasyonunu takiben C6 hiicrelerinde 1 mM
ve uzerindeki VPA konsantrasyonlar1 énemli
olciide azaldi. 24 saatlik VPA uygulamasinin
MTT sonuclarina gore 0.1 ve 0.5 mM
konsantrasyonlari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlaml bir fark saptanmadi
(p>0.05). Ancak hiicre canlihginin %91,4
oldugu 1 mM konsantrasyonunda, kontrol ve
deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edildi (p<0.01). 2 mM VPA konsantrasyonunda,
hiicre canliligi daha da dramatik bir sekilde
%73,8'e diisiis gosterdi (p<0.001). Dahasi, 4 ve
8 mM VPA konsantrasyonlarinda hiicre canlilig
kontrol grubuna gore sirasiyla %59,7 ve %12,1
oraninda azalis gosterdi (p<0.0001). Son olarak,
16 mM VPA konsantrasyonunda hemen hemen
hic hiicre canlihigi saptanmadi (kontrolle
karsilastinlldiginda %3,8; p<0.0001). MTT
analizine gore, 24 saatlik VPA uygulamasi sonra
C6 hiicreleri icin IC25 konsantrasyonunu 2.8
mM, IC50 konsantrasyonunu 5.6 mM ve IC75
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konsantrasyonunu 7.4 mM oldugunu belirledik.

Sonraki biyokimya analizlerinde bu
konsantrasyonlar kullanilmistur.
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Sekil 1. Valproikasitin C6 glioblastoma hiicrelerindeki
hiicresel canlilik tizerindeki etkileri. * p<0.01; ** p<0.001;
*#* p<0.0001 kontrol ile karsilastirildiginda

GPx4 seviyeleri, artan VPA konsantrasyonuna
bagiml bir sekilde diisiis gostermistir (Sekil 2).
Kontrol seviyeleri ile karsilastirildiginda, GPx4
seviyeleri 2.8, 56 ve 74 mM VPA
konsantrasyonlarinda sirasiyla %35,8, %50,2
ve %64,4'1ik disiis gostermistir. VPA
uygulanan tim deneysel gruplar, kontrol
grubundan 6nemli bir fark gosterdi (p<0.0001).
GPx4'iin en yiiksek ortalama degeri kontrol
grubunda 187.3 pg/mg protein ve en diisik
ortalama deger 7.4 mM VPA grubunda 71.5
pg/mg protein’idi.
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Sekil 2. Valproikasitin uygulamasinin C6 glioblastoma
hiicrelerindeki GPx4 seviyeleri iizerindeki etkisi. *
p<0.0001 kontrol ile karsilastirildiginda
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IC25, IC50 ve IC75 konsantrasyonlarinda VPA
ile inkiibe edilen C6 hiicrelerindeki 8-OHdG
seviyeleri Sekil 3'de gosterilmektedir. 24 saat
boyunca 2.8, 56 ve 74 mM VPA
konsantrasyonlar ile inkiibe edilen hiicreler,
kontrol grubuna kiyasla 8-OHdG seviyelerinde
sirasiyla %20.3, %34,1 ve %55,8'lik istatistiksel
olarak anlaml bir artis gosterdi (p<0.0001).
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Sekil 3.Valproikasitin uygulamasinin C6 glioblastoma
hiicrelerindeki DNA hasari iizerindeki etkileri. * p<0.0001
kontrol ile karsilastirildiginda

GSH seviyelerindeki azalma, VPA uygulanan
hiicrelerde oksidatif ytlikiin artmasiyla yakindan
iliskilidir. 24 saat boyunca VPA
konsantrasyonlar1 (2.8, 5.6 ve 7.4 mM) ile
inkiibe edilen C6 hiicrelerinde GSH seviyeleri
diislis  gOstermistir (Sekil 4). GSH
seviyelerindeki maksimum diisiis, 7.4 mM VPA
uygulanan hiicrelerde gozlendi; bu deger,
kontrol grubunda tespit edilenden %61,4 daha
disiiktii (p<0.0001). Ayrica, 24 saat boyunca
sirasiyla 2.8 ve 5.6 mM VPA konsantrasyonlari
uygulanan C6 glioblastoma hiicrelerinde GSH
seviyelerinde %16,3 (p<0.001) ve %33,5
(p<0.0001) distsler gozlendi.
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Sekil 4.Valproikasitin uygulamasinin C6 glioblastoma
hiicrelerindeki antioksidan seviyeleri tizerindeki etkileri.
*p<0.001; ** p<0.0001 kontrol ile karsilastirildiginda

Lipit peroksidasyonunu belirlemek icin
hazirlanan hiicre lizatlarindan MDA seviyeleri
olciildii. Sekil 5'te gorildigi gibi, artan VPA

konsantrasyonlarina bagh olarak Ccé
hiicrelerinde = MDA  seviyelerinde  artis
gozlenmistir. 2.8, 5.6 ve 7.4 mM VPA

konsantrasyonlari uygulanan C6 hiicrelerindeki

MDA seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla
sirasiyla  %26,2, %37,5 ve %53,5 artis
gostermistir (p<0.0001).
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Sekil 5.Valproikasitin uygulamasinin C6 glioblastoma
hiicrelerindeki lipit peroksidasyonu iizerindeki etkileri. *
p<0.0001 kontrol ile karsilastirildiginda

TARTISMA

VPA, otuz yili agkin siiredir bir anti-konviilzan ve
duygu-durum diizenleyici olarak
kullanilmaktadir, ancak ¢oklu etkilerinin altinda
yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir.
Bu ¢alismada C6 hiicrelerinde hiicre cogalmasinin
konsantrasyon bagiml bir sekilde VPA tarafindan
baskiladigini gosterdik. GPx4 ve GSH seviyelerine
diistise eslik eden 8-OHdG ve MDA seviyelerindeki
artis, C6 glioblastoma hiicrelerinde hiicresel
bitinligli etkilemistir. VPA, diger o6lim
yolaklarma ek olarak GPx4 ve lipit
peroksidasyonu yoluyla ferroptoz aracili bir

sekilde  kanser  hiicresi  6limiine  yol
acabilmektedir.
Kanser hiicrelerinin onemli fizyolojik

islevlerinden biri olan hiicre ¢ogalmasi, biiytime,
gelisme, lireme ve kalitimin temelidir. Ayrica,
hiicresel migrasyon ve invazyon da baslica kanser
metastazinda yer alan malign tiimérlerin en
onemli  ozellikleridir’®. Cogu glioblastoma
hiicresinde ve glioma kok hiicresinde, VPA, hiicre
canliligini, tiimo6r heterojenitesine bagl olarak
degisen derecelerde doza (2-10 mM) ve zamana
bagl bir sekilde (24, 48, 72 ve 96 saat) baskiladig1
ortaya konmustur!’. VPA uygulamasi, glioma kok
hiicrelerinde laktat dehidrojenaz salinimindaki
bir artisla hiicre ¢ogalmasinda %10 ila %40
arasinda degisen istatistiksel olarak anlamli bir
azalmaya neden olmustur!8. Benitez ve ark.1® C6
hiicrelerinde azalan hiicresel proliferasyonu ve
artan hiicre 6limi arasindaki 6zel korelasyonu
daha da dogrulamistir. MTT analizlerine
dayanarak, C6 hiicreleri i¢in VPA IC50'sinin 24
saat boyunca 5.6 mM oldugunu bulduk. Yukarida
bahsi gecen calismalarla da tutarh bir sekilde,
GBM hiicre hattindaki VPA wuygulamasi hiire
proliferasyonunda konsantrasyona bagli bir
azalmaya neden oldugunu gosterdik.

Hiicre 6limiiniin yeni bir formu olan ferroptoz,
apoptoz, otofaji ve nekrozdan tamamen farkhdir
ve benzersiz morfoloji, gen ekspresyonu ve
molekiiler yolaklar ile karakterize edilir. Esasen,
ferroptoz, biyomembranlarin peroksidasyon
hasarina karsi ana koruyucu mekanizmasi olan
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GPx4'l etkisiz hale getirerek kanonik bir sekilde
veya kararsiz demir havuzunu artirarak kanonik
olmayan bir sekilde indiiklenebilirz0, Onceki
calismalar, GSH, GPx4 aktivite inhibisyonu ve
demire bagh ROS iiretimin asir1 artmasi ferroptozu
indiikleyen kritik faktorler oldugunu belirlemistir2.
Lipit peroksidasyonuna yol acan diger bir merkezi
mekanizma, GSH seviyelerindeki diisiisiin aracilik
ettigi sinyal yolagidir. GSH, lipit oksidasyon
tirtinlerini azaltmak ve ferroptozu bastirmak icin bir
substrat olarak kullanilirz2, GPx4, substrat olarak
GSH kullanarak lipit peroksitlerin lipit alkollere
dontstiirilmesinde dogrudan yer alir ve GPx4
yoklugunda veya aktivitesindeki azalis durumunda,
lipit peroksitlerinin birikimine ve hiicre 6liimiine
yol acan lipit membran hasarina neden olur?3. Yee ve
ark. GPx4 ve ACSL4 gibi temel diizenleyici genleri
maniplile ederek ferroptozu inhibe ederek GBM
saldirganligini azalttigini ve tiimor tasiyan farelerin
hayatta kalma siiresini uzattigini bildirmislerdir2+.

VPA’'nin anti-tiimor sitotoksisitesi yillarca galisilsa
da, tiimor hiicrelerinin bu kosullar altinda nasil
6ldiigli henliz tam olarak anlasilamamistir. Bu
calisma, C6 glioblastoma hiicrelerinin, artan lipit
hidroperoksitleri ve azalmis GSH seviyeleri ile
iliskili kisa dalli zincirli bir yag asidi olan VPA
uygulamasiyla?s, ferroptotik dliime maruz kaldigim
ortaya koydu. In vitro calismamiz, VPA'nin GPx4 ve
GSH seviyelerinin diismesine bagh bir sekilde DNA
hasar1 ile lipit peroksidasyonu Kkaynakli timor
hiicresi sitotoksisitesini aktive edebildigini gosterdi.
C6 glioblastoma hiicrelerinde, VPA konsantrasyonu
arttikca GPx4 ve GSH seviyelerindeki diisiistin
giderek daha fazla arttig1 gézlemi, hasarli/6lmekte
olan timor hiicrelerinin canliligl ile paralel bir
sekilde diistigi MTT sonuglarimiz tutarliydi.
Unutulmamalidir ki, bu c¢alismada sican C6
glioblastoma hiicre hattinin kullanilmasi nedeniyle
VPA kaynakli timor hiicresi ferroptozunun, insan
kaynakli glioblastoma hiicre hatlarinda ve in vivo
modellerde de  benzer  etkiler  gosterip
gostermediginin arastirilmasi gerekmektedir.

Ozetlemek gerekirse, C6 hiicrelerindeki VPA
uygulamasi, in vitro olarak dnemli ferroptoz aracili
anti-proliferatif etkiler gosterir. Bu nedenle, VPA'nin
radyoterapi veya kemoterapi ile kombinasyon
halinde, malign  gliomalarin  biliylimesinin
inhibisyonu icin dikkate deger bir yaklasim olabilir.
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Ferroptoz sinyal yolaginin kanser progresyonu ile
kesin mekanizmalar1 ve iligkisi belirsizdir, ancak
bunun daha iyi anlasilmasi, kanser Kkarsiti
tedavilerin sonucunu iyilestirmede umut verici bir
stratejiyi temsil edebilir. Kanser hiicrelerinin
kemoterapiye direnci kanser tedavisinde 6nemli bir
sorundur. Ferroptoz sinyal yolunun aktivasyonu,
ozellikle ila¢ direnci baglaminda kanser hiicrelerinin
6liimiine neden olabilir ve bu da kemoterapi
ilaclarina karsi kanser duyarhiligini artirabilir. Bu
nedenle, ferroptoz indiikleyicileri, tiimor ila¢ direnci
sorununa yeni ¢ozlimler saglayabilir. Kanser
tedavisine ferroptoz indiikleyiciler ile kemoterapiyi
entegre etmek, sinerjik bir yanit saglayarak
kemoterapi duyarlihgini tesvik edebilir. Ote yandan,
calismamizda VPA'ninferrotoz indiikleyici etkileri
sadece in vitro olarak arastirilmis olmasi en 6nemli
limitasyonlardan biridir. Ek olarak, GPx4 ve ACSL4
gibi ferroptoz diizenleyici genlerin ekspresyon
seviyelerinin analiz edilmemis olmasi ¢calismamizin
bir diger limitasyonudur. Ancak, elde ettigimiz
sonuglar bu alanda ¢alisan arastirmacilara, VPA'nin
C6 glioblastoma hiicrelerindeki toksik dozlar ve
ferroptoz  biyobelirtegleri tlizerindeki etkileri
hakkinda onemli kanitlar sundugunu
disinmekteyiz.Bu kapsamda, VPA etkinliginin
arastirildigr molekiiler temelleri olan hem in vitro
hem de iv vivo ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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