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The Effectiveness of Hyperbaric Oxygen Therapy in an
Established Intracerebral Tumor Model

intraserebral Timér Modelinde Hiperbarik Oksijen Tedavisi

Etkinliginin Degerlendirilmesi

ABSTRACT

Objective: Gliomas are the most common brain tumor in adults.
Tumor-related endothelial cells are of neoplastic nature and have
malignant properties such as proliferation and invasion. Therefore,
antiangiogenic approaches have several advantages compared with
conventional chemotherapeutic approaches. The target of antian-
giogenic treatment is to ensure a decrease in systemic side effects
because there are endothelial cells and other supportive cells be-
longing to the vessel walls. The purpose of this study was to in-
crease the oxygenation of the environment with hyperbaric oxygen
therapy (HBOT) and to prevent the angiogenic effect of hypox-
ia-related factors. We also tried to prevent angiogenesis by using
sorafenib (SOR), which is a chemotherapeutic agent that blocks
the receptors of these factors. Also, this study compared the effect
of these both and to put into for their effect. In this regard, param-
eters such as the tumor size, vascularization rate, midkine (MK),
apoptosis- and angiogenesis-related transcription tumor necrosis
factor (TNF) alfa, and IL6 were compared in the relevant groups.

Methods: For this purpose, a convenient trial model was formed
and the following 4 groups were determined: The study popu-
lation was divided into four main groups: Gl-control group,
G2-group given HBOT, G3-group given SOR, G4-group given
HBOT and SOR. Ten rats were included in each group. After 2
weeks, the rats were sacrificed. After being sacrificed based on the
date and surgery determined, the tumor volume and vasculariza-
tion ratio were checked with light microscope. Serum samples
are evaluated by using ELISA for TNF-alpha, Interleukin-6 (IL-
6) and midkine (MK) levels.

Results: The underlying mechanism of HBOT by evaluating MK
levels was shown for the first time in this study. We have found
that HBOT potentializes the sorafenib efficacy. HBOT increased
MK levels and HBOT decreased anti-apoptotic TNF-o and IL-6
levels. MK levels show inverse correlation with TNF-a levels and
IL-6 levels. TNF-at and IL-6 levels are directly proportional.

Conclusion: There is a need for further studies to evaluate the
correct time of application of HBOT.
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OzZET

Amag: Gliomalar erigkinlerde en stk goriilen beyin tiimoriidiir.
Primer beyin tiimérlerinin yaklasik olarak 1/3’tinii olusturmak-
tadir. Genetik ve sitolojik bulgulara gore yiiksek grade gliomalar
oldukea heterojen etyopatogeneze sahiptirler. Hiperoksi-Sorafe-
nib ve bunlarin beraber etkinliklerinin ortaya konulmasi calis-
mamizin amacidir. Bu dogrultuda tiimér boyutu ,damarlanma
orani, midkine, apopitoz ve anjiogenezisle ilgisi olan TNF alfa
(Tumor necrosis factor alpha), IL 6 (Interlkin 6) seviyeleri ilgili
gruplarda kargilastirilds.

Yéntemler: Bu amag icin,genel kabul gormiis deney modeli ile
dort grup belirlendi. Bu popiilasyon Gl-kontrol grubu, G2-
HBOT verilen grup, G3-SOR verilen grup, G4-hem HBOT
hemde SOR verilen grup olarak dért ana gruba boliindii. 2 hafta
sonra ratlar sakrifiye edildi. Daha sonra tiimor voliimii ve damar-
lanma orani 15tk mikroskobu ile degerlendirildi. Alinan serum
6rnekleriyle ise Elisa metodu ile TNF-alpha, interlokin 6 (IL6)
ve midkine (MK) seviyeleri degerlendirildi.

Bulgular: HBOT VE SORAFENIB ve kombinasyonun tiimor
ici damarlanma oranini ve tiimér gapint azalttigi. HBOT un se-
rum MK seviyelerini arturdigt,anti apopitotik TNF-a ve IL-6
seviyelerini azaltug1 saptandi.

Sonug: Bu calismada HBO terapisi ile iyi bilinen ve yaygin
olarak kullanilan antineoplastik ajan sorafenib kombinasyon te-
rapisinin etkinligi aragtrildi. Bu ¢alismada ilk defa HBOT un
sorafenib ile sinerjistik etki gdsterdigi, HBOT un serum MK
seviyelerini arttirdigt,anti apopitotik TNF-o ve IL-6 seviyelerini
azaltug1 saptandu.

Anahtar Sézciikler: HBOT, sorafenib, IL6, GBM
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Giris

Gliomalar erigkinlerde en sik goriilen beyin tiiméridiir. Pri-
mer beyin tiimérlerinin yaklagik olarak 1/3’iinii olusturmak-
tadir. Genetik ve sitolojik bulgulara gore yiiksek grade glio-
malar oldukea heterojen etyopatogeneze sahiptirler. Hastalar
arasindaki sag kalim siiresi ve tedaviye yanittaki farklilik bu
genetik etiyolojik ¢esitlilige baglidir (1). Giintimiiziin ileri tet-
kik ve tedavi imkanlarina ragmen, bu tiimérler icinde en sik
goriilen ve en agresif davranan glioblastoma multiformenin 5
yillik yagam orani %5’ten azdir (2-4).

Hipoksi embriyogenez déneminde ve kanser dokusunun bii-
yliyiip gelismesinde ydnlendirici rol oynar. Hipoksi vaskiilari-
zasyona ve dolayisi ile tiimoriin boyutunda artisa sebep olan
bir ¢ok biiytime faktorii salgilatmaktadir. VEGF (vaskiiler
endotelial biiyiime faktorii) ve PDGF (trombosit tiirevli bii-
yiime faktoril) bu salinan faktorlerden yalnizca ikisidir. Hi-
poksi bunlarin diizeyini aruririr. Sorafenib isimli kemotero-
patik ajan bu iki fakeoriin reseptdr blokoriidiir. Bu ¢alismada
HBOT (hiperbarik oksijen tedavisi) ile ortamin oksijenizas-
yonunu arttirarak hipoksinin salgilatug fakedrlerin, tiimér
angiogenezisine olan etkisini 6nlemeyi amacladik.

Sorafenib tiimér hiicresi proliferasyonunu azaltan,oral yolla
kullanilan bir reseptér tirozin kinaz inhibitériidiir. VEGF ve
PDGEF reseptorlerini bloke eden sorafenib kullanarak anjioge-
nezisi dnlemeyi amagcladik.

Her iki etkinin kiyaslanmasi (hiperoksi-sorafenib) ve bun-
larin beraber etkinliklerinin ortaya konulmast ¢alismamizin
amacidir.Bu dogrultuda tiimér boyutu, damarlanma orani,
midkine, apopitoz ve anjiogenezisle ilgisi olan TNF alfa (Tu-
mor necrosis factor alpha), IL 6 (Interlskin 6) seviyeleri ilgili
gruplarda kargilagtirildi.

Yontemler

Deney Plan1

Bu calisma Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi BAP
destegi ile yapilmistir. Istanbul Universitesi Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisit (DETAE) Etik Kurulu tarafindan onay-
lanmigtir (Protokol numarast: 2011/03). Caligmada kulla-
nilan 9 haftalik, in-bred iiretim, 200-300 gram agirliga sa-
hip Wistar-albino erkek sican kullanildi. Hayvanlar 14 saat
151k: 10 saat karanlikta tutularak ticari sican yemi ile beslendi.

Caligma 4 ana grup olarak planlandi. Grupl kontrol grubu;
cerrahi islem yapilip, tiimér implantasyonu sonrasi tiimoral
dokunun dogal seyrine birakilan grup. Grup2 hiperbarik ok-
sijen tedavisi verilen grup; tarif edilen sekilde cerrahi miida-
hale edildi ve tiimér implantasyonu yapilds, 7. giin kranial
MR ile tiimér implantasyonu dogruland: 7. giinden sonra
hiperbarik oksijen tedavisine baglanildi. 2.5 ATAbasingta 90
dakika giinde iki defa hiperbarik oksijen tedavisi uygulandu.
Grup3 sorafenib verilen grup; tiimér implantasyonu yapila-
rak, 7. glin kranial MR ile tiimor implantasyonu dogrulandu.
7. giinde sorafenib adli ilag ile giinlitk 10 mg/kg dozunda oral

yol ile medikal tedaviye baglanildi. Grup4-hiperbarik oksijen
ve sorafenib verilen grup; tiimér implantasyonu yapilarak, 7.
giin kranial MR ile tiimér implantasyonu dogrulands. 7. giin-
de giinlitk 10 mg/kg sorafenib ile birlikte hiperbarik oksijen
tedavisine baglanildi. 14 giin oral yolla, giinliik tek doz sorafe-
nib ve 2,5 ATA basingta 90 dakika giinde iki defa hiperbarik

oksijen tedavisi uygulandi.

Cerrahi islem, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisiinde yapildi. Siganlara kranial anterior-parasagital
burr-hole ile sag frontal loblarina 10°sayida C6 sican glial
hiicre implante edildi. (Resim 1) Caligmada kullanilan sican
C6 glioma hiicre soyu (CCL-107) Amerikan Hiicre Kiileiir
Koleksiyonu (ATCC) hiicre bankasindan saglandi ve Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hiicre ve Doku Kiiltiirii
Laboratuvari’nda iiretildi. Implantasyon sonrast 7. giinde kra-
nial MR goriintiileme ile hiicre proliferasyonu dogrulandi.
Sag frontal lobda sinyal degisikligi pozitif olarak kabul edile-
rek gruplar olusturuldu. Hiperbarik Oksijen Tedavisi Istanbul
Universitesi Hiperbarik ve Oksijen ABD da deney hayvanlar:
kabininde uygulandi. 21. giinde dekapitasyon yapilarak se-
rum Ornekleri alindi (Resim 1).

ELISA ile TNF alfa, IL6 ve midkine seviyeleri bakildi. He-
motoksilen-Eozin boyama ile nekroz ve damarlanma oranla-
11 belirlendi. Tiimér alani (mm?) olarak hesaplandiktan sonra
kesit kalinlig; ile carpilarak tiimér hacmi saptandi. Timoér ici
damarlanma orani % olarak tiimér i¢i damar sayisi/total tiiméor
alam1 x100 formiilii ile belirlendi. Istatistiksel analiz icin SPSS
17.0 programu kullanilmigtir. Tiim verilerin istatistiksel analizi
varyans analizlerine gore Student t test kullanilarak yapilmustir

Resim 1. Cerrahi islemin sirali gosterilmesi ve sican kranial
MR'l ile dogrulanmasi.Neticede sakrifiye beyin dokusunda
timoral yapinin goésterilmesi.
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ve sonuglar ortalamatstandart hata (SD) olarak gosterilmigtir.
P<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Isik Mikroskobu ile Tiimér Hacmi ve Damarlanma Orani:
Yapilan tiim uygulamalarin tiimér hacmini kontrol grubu-
na (38+8,3mm?) gére azaltug: saptandi. Tek bagina SOR ve
HBOT uygulamast ile kiyaslandiginda tiimér hacminde en
yiiksek azalma kombinasyon grubunda saptand: (P <0,01,

P, <0,001) (Sekil 1).

HBOT

SOR

Kontrol grubunda tiimér i¢i damarlanma %6,1+0,7 ola-
rak saptandi. Bu damarlanma oraninmn tiim gruplarda azal-
dig1 saptandi. En yiiksek azalma kombinasyon grubunda
(%3,78+0,1; P, <0,001; P <0,01; P <0,01),
daha sonra sirastyla SOR grubu(%4,24+0,9; P, o, <0,05;
PLuor<0,0L P o iasion<0,01) ve HBOT grubu (%4,9+0,2;

sor<0,01; P

P <0,05; P <0,01) olarak saptan-
di (Sekil 2, Resim 2).

KONTROL KOMBINASYON

Elisa ile TNF Alfa ve IL 6 Seviyeleri: HBOT nin TNF-a
seviyelerini azaltug1 (p<0,01), Sorafenibin TNF-a seviyeleri-
ni arurdigini (p<0,05), kombinasyon grubu ve kontrol gru-
bunda ise TNF-a seviyelerinin benzer sonug verdigi bulundu

(p>0,05) (Sekil 3).

HBOT nin IL-6 seviyelerinde azalmaya yol acug (p<0,01),
Sorafenibin IL-6 seviyelerini arttirdi1 (p<0,05), kontrol gru-
bu ve kombinasyon grubunda bu degerlerin benzer oldugu

bulundu (Sekil 4).
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Elisa ile Midkine Seviyeleri: HBOT nin midkine seviyele-
rini en yiiksek oranda arturdig (p<0,01), Sorafenib grubu-
nunda ikinci olarak artturdigr (p<0,01) bunlara ragmen kom-
binasyon grubu ile kontrol grubunun benzer diizeyde oldugu

bulundu (p>0,05) (Sekil 5).
Tartigma

Hipoksi,neovaskiilarizasyonun temel yoneticisidir. Fetal do-
nemde doku gelisimine katk: saglayan bu fenomen tiimoral
dokuda ise tiimériin gelisimine katki ve tiimér dokusunun
tedaviye yanitinda azalma yoniinde olumsuz rol oynar (5-6).

Membranda yerlesim gdsteren proteinlere reseptor tirozin
kinazlar (RTK) denilmektedir. RTK siiperailesinde 58 trans-
membran protein bulunmaktadir. Bu reseptérler arasinda
insiilin reseptdrii, bityiime faktorleri (EGE VEGE PDGE
FGENGF) reseptorleri ve efrin reseptorleri (EphA, EphB)
yer almaktadir (7). Karsinogenez siirecinde ise, siirekli ve
kontrolsiiz RTK aktivitesi s6z konusudur (8). Sorafenib adlt
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SOR HEQT
Gruplar

Kantral
Sekil 4. Elisa yontemi ile serum IL6 seviyeleri (ng/mL). IL6
seviyelerindeki dedisim TNF alfa seviyelerindeki degisime
benzer bulundu.

B060

{ngfmil)
£

b
B

IL-

HORAHBOT

160
140
120

1,00

0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
ot SOR HBOT

Sekil 5. ELISA yontemi ile serum midkine seviyeleri. (ng/mL)
HBOT nin midkine seviyelerini artirdigi,kombinasyon grunu-
nun ise kontrol grubuna gére azalttigi bulundu
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kemoterapotik ilag,neovaskiilarizasyonu 6nleyen yeni nesil
antineoplastik ajandur.

Midkine (MK) bir karbonhidrat baglayan proteindir ve si-
tokin veya growth fakedr olarak da tanimlanir. Cesitli hedef
hiicrelerde; biiyiime, migrasyon ve gene ekspresyonunda go-
revi vardir. Reprodiiksiyon (¢ogalma), onarim gorevinin yani
sira bir ¢ok hastalikdada patolojik rol oynar. Yitksek oranda
MK seviyeleri tespit edilen hastalarin prognozunun MK se-
viyeleri diisitk olanlara gdre daha kétii olarak bulunmustur
(9,10). TNF-a ve IL-6 hem hiicre transformasyonunda hem
de neovaskiilarizasyonda ortaya ¢ikan moderatérlerdir (11).

Sonug

Bu ¢alismada HBO rterapisi ile iyi bilinen ve yaygin olarak
kullanilan antineoplastik ajan sorafenib kombinasyon tera-
pisinin etkinligi aragtirildi. Bu ¢aligmada ilk defa HBOT un
sorafenib ile sinerjistik etki gosterdigi, HBOT un serum MK
seviyelerini arturdig, anti apopitotik TNF-a ve IL-6 seviye-
lerini azaltu@: saptandi. Sorafenibin MK seviyelerini insan
T98G GBM hiicre kiiltiirlerinde azaltmasina ragmen bu
in vivo calismada arturmis oldugu saptandi. Ayni zamanda
HBOT nin, sorafenibin sitotoksisitesini azalttig1 ve tiimoral

doku iizerine etkisini potansiyelize ettigi bulundu. Molekiiler
diizeyde bilgilerimiz artdik¢a, gorevli molekiillerin bazi du-
rumlarda zit etki dahi gosterebildigi goriilmektedir. Patolojik
siire¢ dahi olsa hassas dengenin bir ¢ok kontrol mekanizmasi
altnda oldugunu gostermektedir. Bu mekanizmalarin aydin-
latilmast igin cok merkezli calismalara ihtiyag vardir.
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