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OZET

Amag: Glioblastoma (GB), oldukca agresif ve malign bir
beyin timoradir. GB’nin  kuratif bir tedavi modalitesi
bulunmamaktadir. GB tedavisinin basarisinda radyoterapi
(RT) uygulamalarinin  roli  buyiktir. Bu  nedenle,
kemoterapStik potansiyeli bulunan molekillerin  RT  ile
kombine uygulanarak  hicrelerin  radyosensitivitelerinin
artturilmasina  yonelik  yaklasimlar  6nem  kazanmaktadur.
Epigenetik mekanizmalar hem RT hem de kemoterapi (KT)
yanttinda rol almaktadir. Bu calismada, bir histon deasetilaz
inhibitérii olan sodyum butiratin (SB) RT ile kombine
uygulandiginda GB  hiicrelerinde  radyosensitiveye  olan
etkisinin arastirilmast amaclanmustir.

Gereg ve Yontem: Bu amagla, LN-405 hiicre serilerine farkli
konsantrasyonlarda SB (0.,1, 2, 3, 4, 6 ve 8 mM) ve 8 Gy RT
ayrt ayrt  ve kombine bicimde uygulanmistir. RT
uygulamasinda, 3 boyutlu konformal teknik kullanidmugtir.
Inkiibasyondan 72 saaat sonra hiicre canlihgt MTT ile tespit
edilmistir.

Bulgular: SB konsantrasyonuna bagl ancak RT’den bagimsiz
hiicre canliligini azalttigr tespit edilmigtir. 0.5, 1 ve 2 mM SB
ve RT’nin kombine uygulandigi gruplardaki hiicre canliligi
yalnizca SB uygulanan gruplara gore sirastyla %31,4, %36.9 ve
%17.6 oranlarinda azaldig1 saptandi. Bu sonuglara gore 0.5, 1,
2, ve 8 mM konsantrayonlardaki SB’nin radyosensitiviteyi
arttirdig tespit edilmistir.

Sonug: Bu calisma, SB’nin konsantrasyona baglt olarak RT
uygulamalarinin  tedavici  edici  etkilerini  arttirabilecegini
gOstermistir. Ayrica, tek fraksiyonda akut radyasyon dozu
verilen ve hiicre serilerine RT uygulama yontemi agisindan 3
boyutlu konformal RT prosediirlerinin uygulanarak SB’nin
radyosensitiviteyi arttidigi ilk ¢alismadir.

Anahtar Kelimeler: Radyosensitivite, Glioblastoma, Sodyum
Butirat

Girig

Glioblastoma (GB), olduk¢a agresif ve malign bir
beyin timéridir. GB, Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
tarafindan Evre I\Y astrositom olarak
siniflandirlmigtir. Tim  primer beyin  timorlerinin

ABSTRACT

Objective: Glioblastoma (GB) is a highly aggressive and
malignant brain tumor. Currently there is no cure therapy for
GB . Radiotherapy (RT) has an important role in the success
of GB treatment. Therefore, the studies regarding with to
increase the radiosensitivity of cells by applying of the
combine of the molecules having chemotherapeutic potential
with RT gain importance. Epigenetic mechanisms play role in
both RT and chemotherapy response. The aim of this study
was to investigate the effect of sodium butyrate (SB), a histone
deacetylase inhibitor, onto the radiosensitivity when combined
with RT in GB cells.

Materials and Methods: For this purpose, different
concentrations of SB (0.5, 1, 2, 3, 4, 6 and 8 mM) and 8 Gy
RT were administered to LN-405 cell lines alone and in
combination. 3D conformal technique was used in RT
application. Cell viability was determined by MTT after
incubation 72h.

Results: It is detected that SB reduced cell viability on
concentration-dependent but RT-independent. Cell viability in
the 0.5, 1 and 2 mM groups of SB combination with RT
decreased compared to the groups treated with SB alone
31.4%, 36.9% and 17.6%, respectively. According to the
results, it is detected that SB increased radiosensitivity at 0.5,
1, 2, 8 mM concentrations.

Conclusion: This study showed that SB may increase the
therapeutic effects of RT applications depending on the
concentration. In addition, it is the first study to increase the
radiosensitivity of SB by applying 3-dimensional conformal
RT procedures in terms of the method of applying RT to the
cell series in which acute radiation dose is given in a single
fraction.

Key Words: Radiosensitivity, Glioblastoma, Sodium butyrate.

%30’ unu olusturan GB (1), her yasta gorillebilmesiyle
birlikte genellikle 55-60 yas araligindaki eriskinlerde
goriilmektedir (2). GB’ye neden olan risk faktorii veya
faktorleri tam olarak bilinmemekle birlikte GB
etkenleri baslica sigara, elektromanyetik dalgalar, aletji,
viral enfeksiyon (3) ve genetik yatkinlik (4) seklinde
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stralanabilir. GB, yiliksek proliferasyon ve infiltrasyon
yetenegi, genetik agidan kararsiz yapist, tedavilere
gosterdigi diren¢ ve ortalama 14,6 ay yasam suresi ile
en kotd prognoza sahip malign timor tiplerinden
biridir. GB tedavisi genellikle timor kitlesinin cerrahi
olarak  cikarilmasini  takiben RTZKT  seklinde
gerceklestirilmektedir.

GB’li hastalarda sagkalim siiresini artirmak icin; RT ve
RT’nin farkli fraksiyonasyon tirleri, adjuvan KT,
proton ve bor nétron yakalama terapisi (BNCT) gibi
parcactk tedavileri, RT ile kombine radyosensitif
ajanlarin  kullanimi,  sterotaktik  fraksiyone RT,
radyocerrahi, yogunluk ayarli RT (IMRT) gibi farklt
tedavi teknikleri uygulanmaktadir (5-7). GB’de RT ile
birlikte uygulandiginda faydali olabilecek diger tedavi
modalitelerini gelistirmek igin ¢esitli inhibitétlerden
(sisplatin, paklitaksel, kloroetilnitrostireler ve alfa
diflorometil ornitin poliamin) olusan kemoterapétikler

kullanlmistir.  Ancak  bu  kombine tedavi
secencklerinden  higbirinin =~ tek  basina  RT
uygulamasmna  kiyasla  belirgin = bir  Gstlinlik
saglayamadigt  gorilmektedir (7). Bu nedenle

ginimizde RT, GB tedavisinde halen cerrahi ile
birlikte etkin bir tedavi segenegidir. Son yillarda
yapilan bir calismada RT ile birlikte temozolomid
uygulanmasinin yalnizca RT uygulanmasina gore daha
iyi tedavi yanitlarinin oldugu saptanmugtir.

Genetik mutasyonlarin aksine epigenetik degisiklikler
geri doniisimlidir ve ilaglar tarafindan hedeflenebilir
(8). Epigenetik degisikliklerin geri donustiirtilebilir
olmast, kanser tedavisinde epigenetik
modifikasyonlara sebep olan ajanlarin  kullanimi
artmaktadir. GB, tek bir epigenetik modifikasyonun-
MGMT geninin metilasyonu- biyolojik degisikliklere
yol actigt ve bunun klinik olarak anlamli oldugu
belirlenen ilk tiimorlerden biridir. GB’de epigenetik
modifikasyonlara sebep olan ajanlar klinik ve pre-
klinik calismalarda kullanilmaktadir. Histon deasetilaz
inhibitér (HDACi)’leri hiicrenin biyiime, ¢cogalma ve
farklilasma  gibi  yolaklarinda  etkili  epigenetik
modifikasyonlatt etkileyen 6nemli molekillerdendir.

Sodyum bitirat (SB) GB tedavisinde pre-klinik fazda
olan bir HDACidir. SB’nin, kan beyin bariyerini
gecmesi GB tedavisinde kullanilabilme potansiyelini
arttirmaktadir. A172 GB hiicre hattinda SB’nin hiicre
proliferasyonunu  ve invazyonunu inhibe ettigj,
senesensi indikledigi (9) ve yine SB’nin vaskiler
endotelyal biyiime faktori sekresyonunun azaltti§
béylece GB dokularinda  anjiyogenezin inhibe
edilebilecegi, bildirilmektedir (10). Ayrica, SB farkh
molekilllerle  kombine edilerek  uygulandiginda
apoptozisi tetikledigi belirtilmektedir (11,12). Bu
veriler SB’nin GB tedavisinde kullanilabilecegini ve
terapotik etkinligini arttirmak icin yeni yaklasimlarin
o6nemli olabilecegini gostermektedir. Bu caligmada,

SB’nin LLN-405 GB hiicre serisinde radyosensitiviteye
olan olasi etkilerinin arastirilmast amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Kimyasal Maddeler: Hiicre kulturi sireclerinde
Dulbecco’s Modified Eagle Medyum (DMEM, [4.00
mM/L  Glutamine, 4500 mg/L Glucose, Sodium
Pyruvate] (Capricorn), FBS (Fotal Bovin Serum)
(Capricorn), L-Glutamin (Capricorn), Penisilin-
Streptomisin ~ (Capricorn)  ve  Tripsin-EDTA
(Capricorn), flasklar (Corning) ve Plaklar (Biologix),
3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium
Bromid (MTT) (Sigma M5655) ise SB (Sigma, B-
5857) maddeleri kullanilmigtir. SB; steril, distile, RNaz
ve DNaz’dan yoksun suda ¢6zinmustir.

Sitotoksisite Testi: SB’nin yalniz ve RT uygulamasi
ile birlikte LN-405 hicreleri tzerindeki olast
proliferatif ve/veya toksik etkisi MTT yontemi ile
belitlenmistir. Bu amacla, .N-405 hiicre dizilerine ait
hicrelerden 2 adet 96 kuyucuklu plaga, 8000
hiicre/kuyucuk oraninda hucre ekimi yapilmustir. Bu
hiicrelerin plaga yapismast i¢in hiicreler 37°C’de, %05
CO2’li etiivde bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda hiicrelerin hiicre déngiilerinin  esitlenmesi
amactyla 8 saat serum agligina birakilmustir. Serum
acligl sonunda, her iki plakta yer alan hiicrelere farkli
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 3, 4, 6 ve 8§ mM) SB
hiicre biyime medyumu igerisinde sunulmustur.
Plaklardan birine SB uygulamasini takiben agagida
ayrintili olarak verilen RT metodu ile tek fraksiyonda
8 Gylik RT dozu uygulamast yapilmistir. SB iceren
plak ile SB ve RT kombinasyon uygulamasi yapilan
plaklar 72 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda plaklarin her bir kuyucuguna MTT (5 mg/1
ml) eklenmis ve 3 saat inkiibasyona birakdmistir. 3
saatin sonunda her bir kuyucuga lizis soliisyonu
(1%Triton-X, 10% 0,1 mol/1 HCI, 89% Isopropanol)
eklenerek  formazan  kristallerinin = ¢6ziinmesi
saglanmustir. Lizis solisyonu eklenmesinden sonra her
bir kuyucugun 570 nm’deki absorbans degeri
Olclilmiis ve Graphad Prism programu kullanilarak
olast  proliferatif ~ve/veya toksik etki degeri
saptanmustir. Her bir konsantrasyon ve RT uygulamasi
icin 4 tekrar yapilmistir.

Radyoterapi: Hiicre iceren 96 kuyucuklu plagin her
bir kuyucugunun esit oranda RT dozu almasi ve in
vivo modelleri temsil edebilmesi amaciyla, RT
uygulamast Oncesinde yalnizca hiicre ve besi yeri
iceren 96 kuyucuklu bir plak similasyon materyali
olarak kullanildi. Bu similasyon materyali plak, tim
kuyucuklardaki htcrelerde homojen doz dagilimu
saglamak ve in vivo kosullart model olarak temsil
edilebilmesi  i¢in doku esdegeri bolus
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Sekil 1. Plaklarin 1ecm kalinhigindaki doku esdegeri bolus ile kaplanmasi

Sekil 2. Plagin CT-Simiilasyon kesitsel olarak konturlanmis bolus, plak ve hiicre ve besiyeri gérintiisii

(Boyutlar:12x8.5x1 cm’, fiziksel yogunlugu 1 g/cmd)
(Sekil 1) ile kaplandr (13).

Bu simtlasyon materyali plaktan, Siemens marka
Sensation 4 model CT-similator cihazi ile kesitsel CT
gorinttleri (2.5 mm kesit kalinligi) elde edildi. Elde
edilen kesitsel goriintiiler, Theratron 1000E kobalt-60
radyoterapi cihazinin  geometrik  ve dozimetrik
Ozellikleri tanimlandirilmis CMS XIO 3 boyutlu
radyoterapi tedavi planlama sistemine aktarildi. Her
bir kesitte plak, bolus ve hiicreler (besiyert ile birlikte)
ayrt ayrt konturlandr (Sekil 2). Konturlama islemi
tamamlandiktan sonra 1.25 MeV enerjili Co-60 foton
demetleriyle 3 boyutlu doz planlamasi yapild: (Sekil 3).
Karsilikli paralel alanlar (13x10 cm? alan boyutunda)
kullanilarak tim kuyulardaki hiicreler tek fraksiyonda
8 Gy'lik radyasyon dozu alacak sekilde planlama islemi
tamamlandi.

Tedavi planlama sisteminden; alan boyutu, SSD
(Source Skin Distance) mesafesi, 1sinlama acilar ve
1sinlama siireleri belitlenmistir. RT uygulamast yapilan
plaktaki tiim hiicreler, planlama prosediiriinden elde
edilen veriler ile 1s1nlanma islemi yapild: (Sekil 4).

Bulgular

SB uygulanan ve 72 saat inkiibasyona birakilan
hiicrelerde SB igin ICso (inhibitor of concentration)
degeri  saptanmamugstir.  Ancak bu  hiicrelerde
uygulanan SB’nin  konsantrasyonu artttk¢a hiicre
proliferasyonunun artan SB konsantrasyonuna bagh
olarak azaldig1 saptanmustir. Hiicre canliligi, 0.5 mM
SB uygulamasi sonrasinda kontrole gbre %05.8
oraninda azalirken, bu canliliktaki azalma orant 8mM
SB uygulamasinda kontrole gére %22.3 olarak
saptanmustir.

Kontrol gruplart karsilagtirildiginda; 8 Gy radyoterapi
uygulanan kontrol grubundaki hticre canliiginin SB ve
RT wuygulanmayan kontrol grubuna gore 9%716.4
oraninda azaldigir saptanmustir  (Sekil  5). RT
uygulamast SB’den bagimsiz hiicre Slimine neden
olmaktadur.

SB ve RT uygulamasmnin birlikte yapildigi gruplar
yalnizca SB uygulanan gruplarla karsilastirildiginda;
0.5, 1 ve 2 mM SB ve RT uygulanan gruplardaki hiicre
canlibiginin  yalnizca SB  uygulanan gruplara gore
sirastyla %31.4, %36.9 ve %17.6 oranlarinda azaldigt
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Sekil 3. Plaga 3 boyutlu RT tedavi planlamas: ve doz dagilim1

4, 6 ve 8 mM SB uygulamalarinda, SB tek basina
RT°den  bagimsiz hiicre canhihigini kontrole gore
strastyla %6.76, %11.1 ve %22.3 oraninda azaltmustir
(Sekil 5). Ancak bu konsantrasyonlardaki toksik etki
RT uygulanan kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise
hiicre canliligt 8mM SB ve RT uygulanan grupta
yalnizca RT uygulanan kontrol grubuna gore %30
oraninda azalmistir (Sekil 5). Bu veri, SB’nin artan
dozlarda RT ile birlikte hiicre canliligt tizerinde daha
toksik etki gosterebilecegine isaret etmektedir.

Tartisma

GB, kesin bir tedavi modalitesi bulunmayan,
radyoterapi ve kemoterapétik yaklagimlarina karsi
saptanmustir (Sekil 5). Bu sonuca gére, SB 0.5, 1 ve 2 direng gosterebilen bir beyin timoérd tipidir (2).
mM konsatrasyonlarinda radyosensitiviteyi Tedavi yaklasimlarina olan diren¢ GB’nin tedavi
arttirmaktadir. bagatisint disirmektedir. Hem KT nin hem de RT’nin

3mM SB ve 3mM SB + RT uygulanan gruplar GB  tedavisinde  sagkalim  siiresini  artirmasi
karsilastirildiginda, bu gruplardaki hiicre canliligi RT bakimindan  énemli - katkilar Qldugu bilinmektedir
uygulanmayan kontrol grubuna gore sirastyla %6.75 (14). Bu nedenle, GB tedavisinde, RT ve KT

Sekil 4. Hiicrelerin 1sinlama islemi

ve %0.14 oranlarinda azaltmis, RT uygulanan kontrol kombinasyonlarini barindiran yeni tedavi
grubuna gore ise hiicre canliigini %9.65 ve %10.2 stratejilerinin - gelistirilmesine  siddede  gercksinim
oraninda arttirmustir (Sekil 5). Buna gére, 3mM SB duyulmaktadir. Bu calisma, epigenetik modifiye edici
uygulamasi, RT°nin olasi toksik etkisini inhibe ajanlardan biri olan ve GB’de terapttik yaklasimlarda
etmigtir. kullanimina iligkin umut vaat eden veriler sunan
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Sekil 5. SB ile SB ve RT kombinasyon uygulamasinda, SB ve RT uygulanmayan kontrole gére GB hiicrelerinde %

canlilik degisimi

SB’nin terapétik etkinligine radyoterapinin katkisinin
saptanmast amactyla yapilmustir.

Epigenetik modifikasyonlara sebep olan ajanlar
genetik mutasyonlarin aksine epigenetik degisikliklerin
geri déntstirilebilir olmastyla 6nem kazanmaktadir.
Bazi  HDACilerin  radyo-koruyucu  olabilecegi
rapotlansa da (15) HDACilerin y-radyasyonun
oldurtct etkilerini hem timér hem de saglikl
hiicrelerde  arttirdiklart  bilinmektedir  (16). Bu
calismada  kullandan SB de pre-klinik fazda
arastirmalati devam eden bir HDACi’dit.

Bir¢ok ¢alismada SB’nin doza bagimli olarak hicre
olimine neden oldugu belirtilmistir (17-19). Bu
calismamizda da, SB’nin RT’den bagimsiz hiicre
canliligini  azalttigr tespit edilmistir. SB’nin  hicre
canliigt  tzerindeki bagimsiz  etkisi  agisindan
sonuclarimiz literatlr bilgisiyle uyumludur (18,19).

DAQY ve UW228-2 medullablastom hiicre hatlarinda

yapilan calismada, TSA’nun, SB’nin ve
suberoilanilid bidroksamik — asidin  (SAHA), DAOY
hiicre hatunda iyonize radyasyonun sitotoksik

etkilerini arttirdigini, Sonnemann ve ark. tarafindan
gosterilmistir  (20). Bu ¢alismamizda da SB RT
kombinasyonu SB’nin tek basina kullanimina gore
daha fazla toksik etki gstermistir.

SB’nin 5-azasitidin ile kombine olarak kullaniminda
MCF-7 ve RKO hticre hatlarinda radyosensitiviteyi
arturdigt  bildirilmisgtir  (17). Koprinarova ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada Hela hiicrelerinde 5mM
SB’nin 10 Gy’lik radyotepapi uygulamasindan 72 saat
sonra hiicre canlihigimt kontrole gére %50 oraninda
digiirdigia ve kontrol gruplarina ~ gdre

radyosensitiviteyi arttirdigt rapor edilmistir (16). Bu
¢alismada 8mM SB ve 8 Gy RT’nin birlikte verildigi
hiicrelerde saptanan hiicre canlihigindaki azalma
Koprinarova ve ark. tarafindan yapilan ¢alismayla
uyumludur (16).

Perona ve ark. tarafindan Nthy-ori 3-1, WRO ve
TPC-1 isimli tiroit kanser hiicre serileri Gzerinde
yapilan c¢alismada, 1.5 mM SBnin 1,3,5 ve 8 Gy
RT’nin toksik etkisini arttirdigr rapor edilmistir (21).
Bu calismada da, 8 Gy RT’nin SB ile bitlikte
uygulandiginda hiicre canliligs yalnizca SB kullanimina
gbre %31,3 oraninda azalmistir. Bu acidan, Perona ve
ark. her ne kadar fakl kanser tiiriine ait hiicre serisi
kullandmis olsa da bulgularimiz bu calisma ile
uyumludur.

Li ve ark. tarafindan U251 GB htcre serisinde 3mM
SB’ye kombine olarak 2, 4, 6 ve 8 Gylik RT
uygulamasindan 24 saat sonra yapilan MTT testinde
SB verilen gruplarda hiicre canliligimin  azaldigt
bildirilmistir (22). Li ve ark.’nin calismasinin sonugclari
SB’nin radyosensitiviteyi arttirmast  yOniyle bu
calismanin sonuglartyla uyumludur. Ancak Li ve ark.
3mM SB ve 8 Gylik RT kombinasyonunda da hiicre
canliliginin azaldigini belirtmistir. Calismamizda ise,
aynt konsantrasyonda SB ve aymt dozda RT
uygulamasinda SB’nin radyoprotektif etkisi oldugu
gbzlemlenmistir. Bu calismamizda SB ile hiicrelerin
inkiibasyonu 72 saat yapilmustir. Dolayistyla 3mM’lik
SB’de gorilen bu farklilik, 3mM’lik SB’nin yalnizca 24
saatlik uygulanmasindan ve HDAC/ilerin hiicre
spesifik  farkli  hiicresel =~ molekiler  etkiler
gbstermesinden kaynaklanabilecegi diistintlmektedir.
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Bir HDACI olan fenil butiratin U251 ve SKMG-3
hiicre serilerinde radyosensitiviteyi arttirdigi, U87 ve
D54 hiicre serilerinde ise radyosenstiviteyi arttirmadig
gOsterilmigtir (19). HDAC lerin epigenetik
mekanizmalar Uzerinden gosterdikleri etkiler htcre
tipine, kullanilan molekdillerin konsantrasyonlarina ve
uygulanma strelerine goére degisiklik gOsterebilir.

Bizim c¢alismamizda SB’nin 0.5, 1 ve 2 mM
konsantrasyonlarinda  radyosenstiviteyi — arttrip 3
mM’da  arttirmamasinin ~ sebebi =~ HDACi’lerin
konsantrasyona  baglt  etki  mekanizmalariyla
aciklanabilir.

RT wuygulamalarinin  in  vitro modellemelerinde,

hiicrelerin esit oranda homojen hedeflenen RT dozu
almasina dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu amagla
ileri diizey RT doz optimizasyonu sireglerinin
gelistirilmesine  6nem  verilmelidir.  Calismamizda
hiicrelerde hedeflenen homojen doz dagiliminin
saglanmast icin 7z vivo sartlara benzer 3 boyutlu RT
tedavi planlama siirecleri uygulanarak dozimetrik
optimizasyon saglanmistir.

Literatiirde GB’de radyoterapi ve HDACilerin
kombine kullanimina iliskin caligmalar
degerlendirildiginde bu calismamiz tek fraksiyonda
akut radyasyon dozu uygulanan tek calismadir. Akut
radyasyon doz kullanilmasinin sebebi ise bu modelin
hiicre serilerinde SB’nin  radyosensitif — etkisinin
goriilebilmesi i¢in en uygun model olmasindandir.

SB’nin radyosensitif niteliklerinin tam olarak ortaya
konmast icin farkli hiicre turlerinde ve kualtir
tiplerinde (primer, doku ve organoid gibi) farklt RT
dozlarinda ve farklt radyasyon tiirlerinde calismalarin
yapilmast gerekmektedir. Bu terapotik  yaklasimin
sundugu in vitro 6n veriler, epigenetik diizenleyici
aday kemoterapétiklerin RT uygulamalarinin tedavici
edici etkilerini arttirabilecegini géstermektedir. Bu
nedenle, ilgili alanda daha detayll radyoterapotik
molekiler ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

SB’nin GB’de radyosensitiviteyi arttirdigini gbsteren
literatirdeki ikinci olan bu ¢alisma, LN-405 GB
hicre serisinde SB’nin konsantrasyona bagli olarak
radyosensitiviteyi  arttrdiginin - gOsterildigi  ilk
calismadir. Ayrica hiicre serilerine RT  uygulama
yontemi acisindan 3 boyutu  konformal RT
prosediitlerinin uygulandig ilk calismadir.
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