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OSTEOSARKOMDA IN VIVO KSENOGRAFT MODELDE LOKAL 

REKÜRRENSI ÖNLEME 

Nihat Demirhan DEMĠRKIRAN, Sağlık Bilimleri Ensitüsü, Ġnciraltı Mahallesi DEÜ 

Sağlık YerleĢkesi, ĠZMĠR 

ÖZET 

Amaç: Osteosarkomlar genelde çocukluk ve genç eriĢkin yaĢlarda görülmekte ve 

çok agresif seyretmektedir. Bu tümörlerin tedavisinde ekstremite koruyucu cerrahi 

ile büyük baĢarılar sağlanmıĢtır. Ancak mikroskobik düzeyde kalabilen rezidü 

tümörler rekürrens olasılığını arttırmaktadır. Cerrahi dıĢında osteosarkom tedavisinde 

kullanılan yüksek doz metotreksat, sisplatin kemoterapi rejimlerine rağmen de rezidü 

tümör görülmektedir. Bu nedenle yeni tedavi yaklaĢımlarına ihtiyaç duyulmaktadır. 

Bu çalıĢmada cerrahi rezeksiyon sonrası lokal olarak bu bölgeye konulacak kemik 

çimentosu içindeki kadmiyum ile rezidü tümör ve rekürrens olasılığı önlenmesi 

üzerine etkinliği in vivo hayvan modelinde test edilmiĢtir. 

Yöntem: K7M2 tümörijenik  osteosarkom hücre hattı in vitro hücre kültürü ile 

çoğaltılmıĢtır. Daha sonra  atimik nude farelere tümör hücre hattından in vitro 

üretilen tümör hücreleri subkutan verilerek atimik nüde farede ksenograft tümör 

modeli oluĢturulmuĢtur. Tümör oluĢtuktan sonra, kontrol tümör, total rezeksiyon, 

totale yakın rezeksiyon, totale yakın rezeksiyon sonrası serum fizyolojik içeren 

kemik çimentosu uygulanan grup ve totale yakın rezeksiyon sonrası kadmiyum 

içeren kemik çimentosu uygulanan grup; her grupta 7 fare olacak Ģekilde rastgele 

eĢleĢtirilmiĢtir Fareler tümör bölgesinde rekürrens takibi için 15 gün takip edilmiĢtir. 

Sakrifikasyon sonrası her grupta rezidü tümör histopatolojik olarak 

değerlendirilmiĢtir.  

Bulgular: Subkutan enjeksiyon sonrası bir ay içinde tümör oluĢmuĢtur. Total 

rezeksiyon, totale yakın rezeksiyon, totale yakın rezeksiyon ve serum fizyolojik 

içeren kemik çimentosu uygulanan grupların tümünde rekürrent tümör gözlenmiĢtir. 

Totale yakın rezeksiyon ve kadmiyum içeren kemik çimentosu uygulanan grupta hiç 

ya da küçük tümör oluĢumu saptanmıĢtır. Sistemik toksisite bulgusu gözlenmemiĢtir. 

Sonuç: Bulgularımız, kemik çimentosu içinde lokal kadmiyum uygulamasının 

cerrahi sonrası osteosarkomun lokal tedavisine katkıda bulunabileceğini 

desteklemektedir. Postoperatif ortopedik biyomekanik malzemeler içinde lokal 

tedavi, osteosarkomda rekürrensi önlemede katkı tedavi seçeneği olabilir.  

 

Anahtar Kelimeler: Osteosarkom, kadmiyum, lokal tedavi 
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PREVENTION OF LOCAL RECURRENCES OF OSTEOSARCOMA IN 

XSENOGRAFT IN VIVO MODEL 

Nihat Demirhan DEMĠRKIRAN, Institute of Health Sciences, Ġnciraltı Mahallesi 

DEÜ Sağlık YerleĢkesi, ĠZMĠR 

İNGİLİZCE ÖZET 

Aim: Osteosarcoma which is very aggressive, usually occurs in childhood and young 

adulthood. Limb salvage surgery has provided successful results in the treatment of 

these tumors. However, residual tumor which may remain at the microscopic level, 

increases the likelihood of recurrence. Apart from surgery, the residual tumor is 

observed despite the high-dose methotrexate, cisplatin chemotherapy regimens. 

Therefore, new approaches are needed for the treatment of osteosarcoma. The aim of 

the study was to evaluate the preventive efficacy of cadmium in cement was placed 

locally after surgical resection on residual tumor and recurrence in an in-vivo animal 

model. 

Method: K7M2 tumorigenic osteosarcoma cell line was cultivated in vitro. Then, the 

xenograft tumor model was formed by giving the tumor cells subcucateously to 

athymic nude mice. After tumor growth; control tumor, total resected tumor group, 

subtotal resected tumor group, subtotal resected group with saline in cement and 

subtotal resected group with cadmium in cement groups were formed randomly with 

7 animals in each group. Animals were observed for 15 days for recurrences in tumor 

site. After sacrification, the presence of residual tumor was checked 

histopathologically in each group.   

Results: Tumor was formed within one month after subcutanous injection. Recurrent 

tumor was formed in all animals in subtotal resected group, subtotal resected group 

with saline in cement. No or small tumor formation was observed in cadmium group. 

No systemic toxic effect was observed. 

Conclusion: Our data suggest that local application of cadmium in cement might 

help local therapy of osteosarcoma after surgery. Postoperative local treatment with 

agents within orthopedic biyomechanic substances might be an option of additive 

treatment to overcome the recurrences in osteosarcoma.  

Keywords: Osteosarcoma, cadmium, local therapy 



3 

 

1. GİRİŞ VE AMAÇ  

1.1. Problemin Tanımı  

Osteosarkom (OS) malign osteoblastların proliferasyonu ile karakterizedir. 

Diferansiyasyon derecesine göre osteoid üretimi gösterebilir (1, 2). 

Hematolojik  olmayan  primer  malign  kemik  tümörlerinin  ikinci  en  sık  

görülenidir  (%20-22).  Kemikte görülen  tüm  maligniteler  gözönüne  alınırsa,  

metastatik  lezyonlar  ve  miyelomlardan  sonra  gelir. Osteosarkomların  çoğu  

primerdir;  önceden  bilinen  herhangi  bir  kolaylaĢtırıcı  faktör  olmaksızın, 

kendiliğinden ortaya çıkar. Sekonder osteosarkomlar ise Paget hastalığı, radyasyon 

görmüĢ kemik, kemoterapi, travma, yabancı cisim (ortopedik implant) zemininde 

görülürler. Herediter retinoblastom, Li- Fraumeni sendromu ve Rothmund-Thomson 

sendromu genetik yatkınlık oluĢtururlar (3-5). 

Bin dokuz yüz yetmiĢlerden önce OS amputasyon yöntemi ile tedavisi 

gerçekleĢen, kısa sağkalımlı, ve metastatik hastalığa bağlı olarak % 80 oranında 

hastanın öldüğü malign bir hastalıktı. Kemoterapi (indüksiyon ve adjuvant) 

protokollerinin geliĢmesi, cerrahi yöntemler ve radyolojik evreleme çalıĢmalarındaki 

ilerlemeler ile birlikte günümüzde hastaların %90 ile %95 oranındaki kesimi 

ekstremite koruyucu rezeksiyon ve rekonstrüksiyon yaklaĢımları ile tedavi 

görmektedir. Bu yaklaĢımlar ile tedavi gören hastaların uzun dönem yaĢama Ģansı ve 

kür oranı, lokalize (metastaz olmayan) hastalıklarda, %60-80 düzeyine yükselmiĢtir 

(6-8).  

Osteosarkoma tedavisinde kullanılan neo-adjuvan kemoterapilerin 

uygulanması sonucunda klinik sonuçlarda belirgin bir iyileĢme görülmüĢtür. Buna 

karĢın post-operatif geliĢen rekürrensler ortak bir sorun olarak varlığını 

sürdürmektedir. Bu rekürrens durumu genellikle ameliyat sonrası ilk iki yıl içerisinde 

ortaya çıkmakta ve bu takip süresinin uzamasıyla birlikte rekürrens olasılığı 

azalmaktadır. Nadir olmakla beraber beĢ yıl içinde de görülebilmekte ve bu durum 

osteosarkomun geç rekürrensi olarak tanımlanmaktadır (9, 10). Bu nedenle post-

operatif hastalarda rekürrensi önleyecek yeni yaklaĢım arayıĢları önem taĢımaktadır. 

Bu nedenle in vivo deney hayvanı çalıĢmaları gereklidir. 
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 Kadmiyum (Cd) endüstride uzun süredir kullanılan ve toksik etkileri iyi 

bilinen bir geçiĢ metalidir. GümüĢ beyaz renkli, seramik, pil, elektrik ve akü 

sanayisinde kullanılan bir element olan kadmiyum, çinko bileĢikleriyle beraber 

doğada kadmiyum sülfür olarak bulunur. Japonya‟da kadmiyuma aĢırı maruziyet 

sonrası osteomalazi ve osteoporotik lezyonlara eĢlik eden ağır renal yetmezlik ile 

karakterize “itai-itai hastalığı” tanımlanmıĢtır. Yüksek seviyede Cd maruziyeti 

kalsiyum metabolizmasını bozar ve böbrek taĢı oluĢmasına sebep olur. Osteoporoz 

ve kemiklerin yumuĢaması Cd ile kontamine olmuĢ bölgelerde çalıĢan yada yaĢayan 

insanlarda yaygın olarak görülür. Japonya‟da Çinko ve kurĢun madenlerinden 

kaynaklanan Cd „un çevredeki toprakları kontamine etmesi sonucunda “itai-itai 

hastalığı” meydana geldiği bildirilmiĢtir. Bu hastalık hala o yörelerde 50 yaĢ üstü 

kadınlarda yaygındır. Kemiklerde ağrı, osteoporoz ve böbrek yetmezliği ile 

karakterize olmaktadır. Kadmiyum aslında kronik maruziyette karsinojenik olarak 

bilinen bir ajandır. Ancak birçok antikanserojen ajanın toksik ve uzun vadede 

karsinogenezi tetikleyici olabileceği de bilinmektedir.  Kadmiyum; böbrek, iskelet 

sistemi ve solunum sistemi üzerine toksiktir. Genelde doğada düĢük 

konsantrasyonlarda bulunur ancak insan aktiviteleri bu toksik metalin çevredeki 

konsantrasyonunu arttırmaktadır. Kadmiyum, Cd++ olarak bulunur ve oksidasyon-

redüksiyon reaksiyonlarına uğramaz. Cd toksisitesinin mekanizması tamamen 

anlaĢılmıĢ değildir. Cd, lipit peroksidasyonu ve glutatyon tüketimi ile sonuçlanan 

ROS oluĢumunu indükler. Cd gastrointestinal yolla iyi absorblanmaz (% 1.5-5) 

ancak inhalasyon yolu ile çok daha iyi absorblanır (~ %10). Cd birincil olarak 

karaciğere daha sonra da böbreklere dağılır. Bu iki organ absorbe olan dozun 

yaklaĢık yarısına karĢılık gelir. Cd kan-beyin bariyerini veya plasentayı çok az 

miktarda aĢabilir. Cd birincil olarak idrar ile elimine olur ve yarılanma ömrü (t 1/2 ) 

10 ile 30 yıl arasında değiĢmektedir.Kadmiyumun osteoblastlar da dahil olmak üzere 

birçok hücrede hem invivo hem invitro olarak apoptozu tetiklediği bilinmektedir.  

 Akut Cd toksisitesi temel olarak lokal iritasyon sebebiyle oluĢur. Ġnhale 

edilen Cd, solunum yolu iritasyonu ile birlikte göğüs ağrısının eĢlik ettiği ağır 

pnömoni, mide bulantısı, baĢ dönmesi ve ishale sebep olur. Toksisite ölümcül olan 

pulmoner ödeme doğru ilerleyebilir. Mideye ulaĢan Cd bulantı, kusma, salivasyon, 

ishal ve abdominal krampları indükler. Kadmiyumun böbreklerdeki ilk toksik etkisi, 
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düĢük-molekül-ağırlıklı proteinlerin atılımının artmasıdır. Cd aynı zamanda 

glomerülar hasar ve filtrasyonun azalmasına sebep olur. Kadmiyuma uzun süreli 

inhalasyon yolu ile maruz kalan iĢçiler akciğer fonksiyonunda azalma 

göstermektedir. Kronik obstrüktif akciğer hastalığı, kadmiyuma maruz kalan 

iĢçilerdeki ölüm oranını arttırır. Vitamin D eksikliğinin eĢliğinde kadmiyuma maruz 

kalınması kırık ve osteoporoz riskini arttırır. Bu durum muhtemelen böbreklerdeki 

Ca2+ ve fosfatın regülasyonunu olumsuz yönde etkilemesinden kaynaklanmaktadır.  

 Kadmiyuma maruz bırakılan MG-63 osteosarkom hücrelerinde apoptoz 

oluĢtuğu gözlemlenmiĢ ve kadmiyumun oksijen radikallerini arttırması sonucu, p38 

mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolağını aktive edip, ekstraselüler sinyal regule 

kinaz  (ERK) 1/2 yolaklarını baskılaması sonucu apoptoza yol açtığını ortaya 

koyulmuĢtur. Kadmiyumun kemik metabolizmasını sıçan Osteosarkom modelinde, 

kalsiyum metabolizmasını kollajen sentezinin bozarak ve istenmeyen protein kinaz C 

aktivasyonu yoluyla da etkilediği bildirilmiĢtir. Daha  önce  kadmiyumla  ilgili  

yapılmıĢ  olan  deney  hayvanı  çalıĢmalarına bakıldığında 1991 yılında Waalkes ve 

arkadaĢlarının Fischer türü sıçanlarda kadmiyumum subkutan uygulamasının kronik 

karsinojenik ve toksik etkilerini değerlendirdiği görülmektedir (11). Bunun haricinde 

kadmiyumun kemik çimentosu  içine  absorbe  edilerek yapılmıĢ bir kanser çalıĢması 

da literatürde yer almamaktadır. Bu çalıĢmada kadmiyumum DNA hasarı oluĢturarak 

lokal olarak ameliyat sonrası bölgede kalmıĢ olabilecek tümör hücrelerini öldürücü 

ya da proliferasyonlarını azaltıcı etkisinin olup olmadığı değerlendirilmiĢtir. Bu 

amaçla ön çalıĢmalar yapılmıĢtır. 
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1.2. Araştırmanın Amacı 

Bu çalıĢmada kadmiyumum DNA hasarı oluĢturarak lokal olarak ameliyat 

sonrası bölgede kalmıĢ olabilecek tümör hücrelerini öldürücü ya da 

proliferasyonlarını azaltıcı etkisinin olup olmadığı değerlendirilmiĢtir.  

1.3. Araştırma Soru ve Hipotezleri 

Bu araĢtırmanın ana hipotezi, kadmiyumun ameliyat bölgesine lokalize 

uygulanmasının sonucunda osteosarkom nüksünü önlediği Ģeklindedir. Buna 

dayanarak araĢtırmada Ģu soruların yanıtları aranmıĢtır:  

1. Tümöre karĢı kadmiyumun apoptoz ve nekroz üzerindeki etkisi sadece kemik 

çimentosu uygulanmasından farklı mıdır?  

2. Lokal uygulanan kadmiyumun etkisi kemik çimentosu ile azalmakta mıdır?  

3. Kemik çimentosu içinde uygulanan kadmiyum sistemik olarak yan etki 

oluĢturmakta mıdır?  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Osteosarkoma Tanımı  

Osteosarkom (OS) atipik, malign osteoblastların osteoid yapımı ile 

karakterizedir. Herhangi bir tümörün içinde ufak bir sahada dahi atipik 

osteoblastların osteoid yaptığı görülürse bu tümörün tamamı osteosarkom olarak 

adlandırılır (1, 2). 

Hematolojik olmayan primer malign kemik tümörlerinin ikinci en sık 

görülenidir (%20-22). Kemikte görülen tüm maligniteler gözönüne alınırsa, 

metastatik lezyonlar ve miyelomlardan sonra gelir. Osteosarkomların çoğu primerdir; 

önceden bilinen herhangi bir kolaylaĢtırıcı faktör olmaksızın, kendiliğinden ortaya 

çıkar. Sekonder osteosarkomlar ise Paget hastalığı, radyasyon görmüĢ kemik, 

kemoterapi, travma, yabancı cisim (ortopedik implant) zemininde görülürler. 

Herediter retinoblastom, Li-Fraumeni sendromu ve Rothmund-Thomson sendromu 

genetik yatkınlık oluĢtururlar (3-5).   

1970‟lerden önce osteosarkom amputasyon ile tedavi edilen, sağkalımı kısa, 

hastaların %80‟inin metastatik hastalıklardan öldüğü bir hastalıktı. Ġndüksiyon ve 

adjuvan kemoterapi protokollerinin geliĢmesi, cerrahi teknikler ve radyolojik 

evreleme çalıĢmalarındaki ilerlemelerle hastaların %90-95‟i artık ekstremite 

koruyucu rezeksiyon ve rekonstrüksiyon ile tedavi görmektedir ve bu hastaların uzun 

dönem yaĢama Ģansı ve kür oranı, lokalize (metastaz olmayan) hastalıklarda, %60-

80‟e yükselmiĢtir (6-8). 

Osteosarkoma tedavisinde kullanılan neo-adjuvan (ameliyat öncesi tümörü 

küçültme amaçlı) kemoterapilerin uygulanması sonucunda klinik sağkalımda belirgin 

bir iyileĢme görülmesine karĢın post-operatif geliĢen rekürrensler ortak bir sorun 

olarak varlığını sürdürmektedir. Bu rekürrens durumu genellikle ameliyat sonrası ilk 

iki yıl içinde ortaya çıkmakta ve bu takip süresinin uzamasıyla birlikte rekürrens 

olasılığı azalmaktadır. Nadir olmakla beraber beĢ yıl içinde de görülebilmekte ve bu 

durum osteosarkomun geç rekürrensi olarak tanımlanmaktadır (9, 10). Bu nedenle 
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post-operatif hastalarda rekürrensi önleyecek yeni yaklaĢım arayıĢları yer almaktadır. 

Bu nedenle in vivo deney hayvanı çalıĢmaları önem taĢımaktadır. 

2.2. Osteosarkom Epidemiyolojisi 

OS, malign mezenkimal hücrelerle birlikte histolojik osteoid üretim 

bulgularına sahip nadir bir sarkomdur (11). OS, ergenlik döneminde en sık görülen 

üçüncü kanser olup, daha yaygın görülen lenfomalar ve beyin tümörlerinden sonra 

gelmektedir. On beĢ yaĢın altındaki bir milyon çocuk baĢına yıllık 5,6 vaka 

görülmektedir (12-14). Ġnsidansının en fazla olduğu yaĢamın ikinci on yılındadır (15, 

16). BeĢ yaĢından önce OS nadir olarak görülmektedir (17). OS, hücre döngüsü 

düzenlemesinde bilinen kalıtsal kusurlarla iliĢkili birkaç vaka ile birlikte sporadik 

olarak ortaya çıkabilmekte, ancak tümör örneklerinin yaklaĢık % 70'i kromozomal 

anormallik sergilemektedir. Bunlar genellikle tümör baskılayıcı genlerdeki veya 

DNA helikazlarındaki mutasyonları içermektedir (18). 

2.3. Osteosarkom Tipleri 

 Dünya Sağlık Örgütü‟nün kemik tümörlerinin histolojik sınıflandırması, 

OS‟yi merkezi, intramedüller ve yüzey tümörlerine bölerek her grup altında bir dizi 

alt tipe ayırmaktadır (19) (Tablo 1). 

 

Tablo 1. Osteosarkom tipleri (19) 

Grup Alt Tipleri 

Konvansiyonel (intramedüller) 

osteosarkom 

Osteoblastik 

Kondroblastik 

Fibroblastik 

Epiteloid 

Dev-hücreli 

Küçük hücreli 

Telanjiektatik 

Korteks-ilişkili osteosarkom Parosteal 

Dediferansiye parosteal 

Periosteal 

Yüksek-grade yüzey 
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Ġntrakortikal 

Düşük-grade (merkezi) osteosarkom  

Osteoblastom- benzeri osteosarkom  

Hastalık-ilişkili osteosarkom  

 

 

2.4. Osteosarkom Tanısı 

Osteosarkom tanısı koymak için kullanılan teknoloji ve teknikler son birkaç 

on yılda geliĢmiĢtir (20). Herhangi bir Ģüpheli kemik lezyonu için, tüm kemiğin ve 

bitiĢik eklemin en az iki röntgen görüntüsünün alınmasını içeren bir preoperatif 

görüntüleme protokolü izlenmelidir. Radyografilerde, kemik metafizinde ortaya 

çıkan ve osteoblastik ve / veya osteolitik bölgeler, periost reaksiyonu ve yumuĢak 

doku kitlesi ile ortaya çıkan hastalık olarak tanımlanmıĢ bir lezyon gösterilecektir 

(21-23). 

 Manyetik rezonans görüntüleme (MRG), lezyonun yumuĢak doku ve 

nörovasküler yapılara yayılımını, kemik iliği replasman seviyesini, lezyonları 

dıĢlama ve sınırlayıcı eklemin içine uzanmasını değerlendirmek için kullanılmaktadır 

(21-23). Bilgisayarlı tomografi (BT) taramaları kortikal düzensizlikler, kırık 

bölgeleri, mineralizasyon ve nörovasküler tutulumun tanımlanmasında yararlıdır (21-

23). Hastalığın kemoterapiye histolojik tepkisini değerlendirmek ve ilerlemesiz 

sağkalımı öngörmek için PET taramalarının kullanılmasını önermektedir (23). 

 OS tanısında biyopsi önemlidir. Nihai tümör rezeksiyonu biyopsi yolunu 

içermelidir, çünkü bu bölge tümör hücreleriyle kontamine olabilmektedir. Cerrah 

gelecekteki bu cerrahiye dahil edilecek bir biyopsi yolunu seçmelidir (22). Tercihen, 

biyopsiyi yapan cerrah, daha sonrasında rezeksiyonu gerçekleĢtiren aynı cerrah 

olmaktadır; eğer bu mümkün değilse, deneyimli bir radyolog biyopsiyi görüntüleme 

yardımı ile yapabilir veya deneyimli bir cerrah radyolojik rehberlik olmadan 

perkütan biyopsi yapabilmektedir (23, 24). 

 Biyopsi yapıldıktan sonra frozen kimi zaman tamamlanmaktadır. Histolojik 

olarak OS, osteoblastik, kondroblastik veya fibroblastik olarak ortaya çıkacaktır (25, 

26). Birçok tümör, üç hücre tipinin ve matrisinin özelliklerini göstermektedir (25). 
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Bulgular kas-iskelet sistemi patolojisinde tecrübesi olan bir patolog tarafından 

gözden geçirilmelidir (26). 

 OS için tanısal bir laboratuvar testi yoktur; ancak, tam kan sayımı, temel 

metabolik panel, böbrek ve karaciğer fonksiyon testleri ve idrar tahlili, kemoterapiye 

baĢlamadan önce hastanın temel organ iĢlevini değerlendirmek için faydalıdır. 

2.5. Osteosarkom Evrelemesi 

Osteosarkomda kullanılan evreleme sınıflandırması, Enneking sistemi olarak 

da bilinen Kas Ġskelet Sistemi Tümör Derneği evreleme Ģemasıdır. Bu sistem, bir 

tümörün düĢük veya yüksek dereceli (I veya II) olup olmadığını, tümörün intra veya 

ekstra bölümler arası (A veya B) olup olmadığını ve herhangi bir metastaz olup 

olmadığını belirler (III). Evre IA, kortikal olan düĢük dereceli bir tümörü, IB ekstra 

kortikal olan düĢük dereceli bir tümörü, IIA ise kortikal olan yüksek dereceli bir 

tümörü ve IIB, yüksek dereceli bir tümörü, ekstra-kortikal. Metastatik hastalık 

hastayı otomatik olarak evre III kategorisine yerleĢtirir (22, 23, 27). En sık olarak, 

OS hastaları evre IIB'de tanı almaktadır (22) (Tablo 2). 

 

Tablo 2. Osteosarkom evreleri 

Enneking’ e göre OS’ un Kas-İskelet Sistemi Tümör Derneği evrelemesi 

Evre I DüĢük-grade, metastaz yok 

IA Intra kompartmental 

IIB Ekstra kompartmental 

Evre II Yüksek-grade, metastaz yok 

IIA Intra kompartmental 

IIB Ekstra kompartmental 

Evre III DüĢük- ve yüksek- grade, metastaz var 
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2.6. Osteosarkom Tedavisi 

OS için konvansiyonel tedavi, neoadjuvan ve adjuvan kemoterapinin ve 

cerrahinin bir kombinasyonundan oluĢmaktadır (29). Kemoterapi uygulanmadan 

önce, cerrahi amputasyonda dahi yüksek dereceli konvansiyonel osteosarkomda % 

20'den daha az sağkalım sözkonusudur, bu da cerrahi öncesi mikrometastazların 

(tipik olarak pulmoner) varlığını göstermektedir (30). DüĢük dereceli tipik olarak tek 

baĢına eksizyon ile tedavi edilebilir ve nihai patoloji düĢük dereceli olduğunu 

doğrularsa kemoterapi uygulanmamaktadır. 

2.6.1. Cerrahi tedavi 

 Tümör cerrahisinin amacı, tümörün geniĢ eksizyonu ile hastalığın tamamen 

rezeksiyonunu yapmaktır (31). Cerrahi seçenekler amputasyona karĢı ekstremite 

kurtarma Ģeklinde ayrılabilmektedir.  

Ekstremite kurtarma cerrahi teknikleri, OS'li hastaların% 85-90'ı için güvenli 

bir tedavi metodolojisi sağlamaktadır (32, 33). Rezeksiyon ve rekonstrüksiyon da 

dahil olmak üzere, ekstremite kurtarmanın iki temel adımı vardır. Rezeksiyon, 

hastalığın ortadan kaldırılması için çok önemlidir. Önceki biyopsi alanı ve 

yollarından en az 2 cm boĢluk içermelidir.  

Rekonstrüksiyon, uzuv kurtarmada bir sonraki adımdır. Klavikula veya 

proksimal fibula gibi ağırlık taĢımayan kemiklerin, sadece eksizyonun fonksiyonel 

eksikliğe neden olmadığından rekonstrüksiyon gerektirmediğine dikkat edilmelidir 

(34). Ağırlık taĢıyan kemiklerde rekonstrüksiyon uygulamaları ise, endoprotetik 

replasman ve biyolojik rekonstrüksiyon Ģeklinde ayrılabilmektedir. Biyolojik yer 

değiĢtirme, allogreft, otogreft, geri dönüĢümlü otogreftler ve allogreft protez 

kompozit rekonstrüksiyonlarını içeren ikincil ekstremite rekonstrüksiyonlarıdır. 

2.6.2. Kemoterapi tedavisi 

Osteosarkom için standart tedavi Ģu anda neoadjuvan kemoterapi, cerrahi ve 

adjuvan kemoterapidir. Neredeyse tüm tedavi rejimlerinde bulunan dört kemoterapi 

maddesi, lökovorin kurtarma, doksorubisin, sisplatin ve ifosfamid ile birlikte 

metotreksat içermektedir. Metastatik hastalığı olan hastalar da etoposit ile tedavi 

edilebilmektedir. Neoadjuvan kemoterapiye tümör nekroz yanıtı tedaviye verilen 
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toplam yanıtı belirlemektedir (35). “Doz yoğunluğu” yaklaĢımı da önemlidir. 

Lokalize OS'lu hastaların 703 çizelgesini geriye dönük olarak incelenmiĢ ve 

ameliyattan sonra kemoterapiye devam etmek için 21 günden fazla bekleyenlerin 

ölüm oranlarının anlamlı derecede yüksek olduğu bulunmuĢtur. Doz yoğunluğunu 

korumak için ameliyat sonrası ilk 21 gün içinde kemoterapinin yeniden baĢlatılması 

önerilmektedir (36). 

2.6.3. Radyoterapi 

Radyasyon tedavisi, Ģüpheli etkinliği ve buna bağlı enfeksiyon riski nedeniyle 

OS'nin tedavisinde tartıĢmalı bir role sahiptir. DüĢük maliyetli rekonstrüktif 

modaliteye ek olarak ilginç bir uygulama Japonya'da popüler hale gelmiĢtir. 2013 

yılında yayınlanan bir çalıĢmada, ekstracorporeal ıĢınlama (ECI) aldıktan sonra 

sarkomlu (37'si OS olan) 101 hastayı geriye dönük olarak incelemiĢ ve ümit verici 

sonuçlar elde edilmiĢtir. ECI ilgili kemiğin blok rezeksiyonu, her kemik segmentinin 

50 Gy radyasyonla tedavisi ve kemiğin nihai replantasyonundan oluĢmaktadır. ECI 

hastalık rekürrensini önlemede etkili olan, düĢük bir enfeksiyon riski taĢıyan düĢük 

maliyetli bir tedavi olarak önerilmektedir (37). 

2.7. Kadmiyum  

Kadmiyum kronik maruziyette karsinojenik olarak bilinen bir ajandır. Ancak 

birçok antikanserojen ajanın toksik ve uzun vadede karsinogenezi tetikleyici 

olabileceği bilinmektedir.  Daha önce kadmiyumla ilgili yapılmıĢ olan deney hayvanı 

çalıĢmalarına bakıldığında 1991 yılında Waalkes ve arkadaĢlarının Fischer türü 

sıçanlarda kadmiyumum subkutan uygulamasının kronik karsinojenik ve toksik 

etkilerini değerlendirdiği görülmektedir (38). Kadmiyumun kemik dokusu üzerine 

direk etkileri literatürde tanımlanmıĢtır. Fetal ratlarda kemik resopsiyonunu arttırdığı, 

embriyonik civciv femur kültürlerinde kalsifiye ankalsifiye osteois dokuyu azalttığı, 

embriyonik civciv tibialarında kalsiyum salınımını arttırdığı görülmüĢtür (39, 40). 

Kadmiyuma maruz bırakılan osteosarkom hücrelerinde apoptoz oluĢtuğu  ve 

kadmiyumun kemik metabolizmasını sıçan Osteosarkom modelinde, kalsiyum 

metabolizmasını kollajen sentezinin bozarak ve istenmeyen protein kinaz C 

aktivasyonu yoluyla da etkilediği bildirilmiĢtir. 
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Bunun haricinde kadmiyumun deney hayvanında kemik çimentosu içine 

absorbe edilerek yapılmıĢ bir kanser çalıĢması da literatürde yer almamaktadır. Bu 

çalıĢmada kadmiyumum DNA hasarı oluĢturarak lokal olarak ameliyat sonrası 

bölgede kalmıĢ olabilecek tümör hücrelerini öldürücü ya da proliferasyonlarını 

azaltıcı etkisinin olup olmayacağı test edilmiĢtir.  

 

2.8. Kemik Çimentosu 

Yaygın olarak kemik çimentosu olarak anılan Polimetilmetakrilat (PMMA), 

50 yıldan uzun süredir ortopedik cerrahi prosedürlerde kullanılmaktadır. Daha 

öncesinde Gluck 1870‟li yıllarda diz protezi fiksasyonunda alçı ve kolofan (reçine) 

ile oluĢturduğu çimentoyu kullanmıĢtır (41). Alman biliminsanı Rohm PMMA ürünü 

olan plexiglası 1933 yılında tariflemiĢtir (42). PMMA toz polimeri ve sıvı 

monomerinin benzoil peroksid ile karıĢtırılarak sertleĢmesi ise 1936‟da Kulzer 

tarafından ortaya konmuĢtur (43). Ancak bu tepkimenin gerçekleĢmesi için karıĢımın 

100 °C‟ye ısıtılması gerekmekteydi. PMMA‟nın klinik kullanıma girebilmesi ancak 

Degusa ve Kulzer tarafından oda sıcaklığında tepkimeyi sağlayabilecek bir baĢlatıcı 

ekleme sonrasında olmuĢ ve baĢlangıçta diĢ hekimleri tarafından yaygın olarak 

kullanılmıĢtır (44). Ortopedide kemik çimentosunun ilk kullanan ise 1958 yılında diĢ 

hekimlerinin bu malzemesini kendi adıyla ünlenen çimentolu kalça protezi 

uygulamalarında tarif eden Charnley olmuĢtur (45).  

PMMA; karıĢtırıldığında ısı açığa çıkaran (ekzotermik) bir tepkimeye yol 

açan sıvı haldeki metilmetakrilat monomeri ve toz haldeki polimerden oluĢmaktadır. 

KarıĢtırılma öncesinde tepkime oluĢmasını engellemek için stabilizatör amaçlı 

hidrokinon içermektedir. Tepkimenin oda sıcaklığında oluĢabilmesini sağlamak için 

tozun içerisine baĢlatıcı benzoil peroksid ve hızlandırıcı olarak toludin sıvının 

içerisine eklenmektedir (41). Bunun yanında kemik çimentosunun röntgenlerde 

görüntülenebilmesini sağlamak amacıyla radyoopak baryumsülfat veya 

zirkonyumdioksitten faydalanılmaktadır (46). Kemik çimentosu içerisine sonradan 

veya üretim aĢamasında baĢta gentamisin, vankomisin, tobramisin olmak üzere 

antibiyotikler de eklenebilmektedir (47). Ancak kemik çimentosuna eklenecek her 

malzemenin biyomekanik dayanıklılığı da değiĢtireceği unutulmamalıdır. 
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Kemik çimentosu yapıĢtırıcı değil tutunucu bir malzemedir. Ortopedik 

cerrahide kemiğin içerisine girerek implantı sabitlemekte ya da boĢlukları 

doldurmakta kullanılmaktadır. Uygulama sonrası doku içerisinde oluĢan ekzotermik 

tepkimenin ısı artıĢı ile protein denatürasyonu, damar uçlarında termal koagulasyon 

ve monomerlerin hücre toksisitesi gibi lokal etkileri de mevcuttur (48).  

Kemik çimentosunun boĢluklar içeren yapısı ilaçların ilgili bölgeye lokal 

olarak uygulanmasını sağlamaktadır. Çimento içine katılan ilaçların dokuda yavaĢça 

salınarak uzun süre yüksek konsantrasyonlarda etki göstermesi hedeflenmektedir. 

Kemik çimentosunun bu amaçla kullanımının en yaygın Ģekli ortopedik 

enfeksiyonların tedavisinde kullanılan antibiyotikli çimento uygulamalarıdır. Bunun 

yanı sıra son yıllarda ortopedik tümörlerin tedavisinde metotreksat, doksorubisin, 

sisplatin gibi ilaçların kemik çimentosu içerisinde uygulanmaları üzerine çalıĢmalar 

yapılmaktadır (49,50). Yine kemik çimentosu içerisine bifosfonatların (pamidronat, 

zolendronik asit) eklenmesi de multipl miyelom, dev hücreli tümör ve metastatik 

karsinomlarda izlenen osteolizi tedavi etmek için denenmektedir (51). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Araştırmanın Tipi 

Subkutan ksenograft nude fare osteosarkom tümör modelinde cerrahi 

rezeksiyon sonrası lokal olarak bu bölgeye konulacak kemik çimentosu içindeki 

kadmiyum ile rezidü tümör ve rekürrens olasılığı önlemesi üzerine etkinliğinin 

edilmesinin amaçlandığı bu çalıĢma deneysel çalıĢma olarak planlandı.  

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

AraĢtırmanın hücre kültürü bölümü, sakrifikasyon sonrası 

immünohistokimyasal, akımsitometrik ve diğer analizler Dokuz Eylül Üniversitesi 

Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim dalında, in vivo deney hayvanı modeli 

deneyleri, cerrahi giriĢimler ve sakrifikasyon Dokuz Eylül Üniversitesi Deney 

Hayvanları Anabilim Dalı Laboratuvarı‟nda gerçekleĢtirildi. AraĢtırmaya Ekim 

2017‟da baĢlandı ve veri toplama iĢlemi Aralık 2018‟de sonlandırıldı.  

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi/Çalışma Grupları  

Dokuz Eylül Üniversitesi Deney Hayvanları Anabilim Dalı Laboratuvarı‟nda 

üretilen nude farelerle deneysel olarak gerçekleĢtirildi. Atimik nude farelerin 

onkoloji araĢtırmalarında tümör modeli oluĢturma açısından sağladığı pratik 

avantajlar nedeniyle literatürde yapılan araĢtırmalar sonucunda model indüksiyonu 

açısından nude farelerin kullanıldığı görülerek bu model seçildi. 

ÇalıĢmada 8 haftalık ortalama ağırlıkları 30 gr olan,  35 adet diĢi atimik nude 

fareler rastgele seçilerek, her biri 7 fare içeren beĢ grup oluĢturuldu. 

Grup K      (n: 7) : Kontrol tümör grubu 

Grup I     (n: 7) : Totale yakın tümör rezeke edilip takip edilen Fare grubu 

Grup II   (n: 7) : Totale yakın tümör rezeke edilip kemik çimentosue kadmiyum 

emdirilerek lokal salınımı yoluyla uygulanan Fare grubu 
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Grup III    (n: 7) : Totale yakın tümör rezeke edilip kemik çimentosue SF emdirilerek 

lokal salınımı yoluyla uygulanan Fare grubu 

Grup IV   (n: 7) : Total tümör rezeke edilip takip edilen Fare grubu 

3.4. Çalışma Materyali 

Ortalama ağırlıkları 30 gr olan, 8 haftalık 35 adet diĢi atimik nude fare Dokuz 

Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları AraĢtırma Laboratuarından 

(DEÜTFDHAD) sağlandı. Fareler çalıĢma süresince oda ısısında (20 ± 2 ºC) ve 

12‟Ģer saatlik aydınlık / karanlık ortamında tutulup, steril edilebilen pellet fare yemi 

ile beslendi, steril suya serbestçe ulaĢabilmeleri sağlandı. ÇalıĢmaya baĢlamadan 

önce fareler bir hafta süreyle bu ortamda izlenip ortama uyum göstermeleri sağlandı. 

Diğer materyaller:  

 Tunel kit 

 Annexin v fitc apoptosis detection kit 

 Ġnkübatör ana kartı (thermo için) 

 Kemik kemik çimentosui 

 Atimik nude fare 

 Tüp rakı renkli plastik 

 Kriyotüp kutusu (cryo box) 

 Mikrofiltre 70 mikrom steril 

 Otoklav bandi buhar 

 Petri kutusu 15mm çapında 

 Alüminyum folyo 

 Fare yemi (patojenlerden arındırılmıĢ tip) - 5 kg 
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 Otomatik pipet seti (0,5-10; 10-100; 100-1000 ul) 

 Pipet tabancası 1-100 ml (pipette aid) 

 Manuel pipet steril 2 ml 

 Manuel pipet steril 10 ml 

 Hücre kazıyıcı (cell scraper) 

 Lam saklama (taĢıma) kutusu, 100 lamlık 

 Penisilin / streptomisin 

 D-PBS (dulbecco fosfat tamponlu tuz çözeltisi) 

 K7M2 osteosarkom hücre hattı 

 RPMI-1640 medıum 500 ml 

 FBS fötal dana (fetal bovıne) serum inaktive edilmiĢ 100 ml 

 DMEM [dulbecco's modıfıed eagle medıum] 500 ml. 

 Pastör pipeti 3 ml 

 Gazlı bez (7.5x7.5 cm) 

 Lam 100lük 

 Pipet ucu mavi 0-1000 mikrol 

 Flask 75 cm2 

 Pipet ucu sarı 20-200 mikrol 

 Filtreli santrifüj tüpü 4 ml (24 adet/paket) 
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 Yüzey kapaklı kuyucuklu slayt 

 Flask 25 cm2 

 Kriyovial steril, polipropilen 2 ml. 

 Lamel 24x50 100lük 

 Eldiven pudrasız lateks 

 Lam polilizin kaplı 

 Ġnsülin enjektörü (100 ad/kutu) 

 Bistüri ucu no:24 (100 ad/kutu) 

 Deney hayvanları altlığı 

 Kadmiyum standart solüsyonu 

 Tripsin EDTA solüsyon 

 L-glutamin 

 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 

Araştırmanın bağımlı değişkeni: Tümör boyutundaki değiĢim, apoptoz, nekroz, 

canlılık 

Araştırmanın bağımsız değişkeni: Gruplar 

3.6. Veri Toplama Araçları  

3.6.1. Hücre kültürü ve Kadmiyum emdirilmiş kemik çimentosunun in vitro 

değerlendirilmesi 

Kullanılan ajanların in vivo osteosarkom nude fare modelindeki etkisinin 

belirlenmesinden önce doz optimizasyonları için K7M2 hücre hattında canlılığına 

etkisinin in vitro araĢtırılması gerekmektedir. Bu nedenle hücreler %10 fetal bovin 
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serum içeren DMEM ortamında (%1 L-Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin‟li) 

kültüre edildikten sonra 37°C %5 CO2 inkübatöre kaldırılmıĢtır. Hücreler yaklaĢık 

2x10
6
 düzeyine eriĢtiğinde tripsin-edta solusyonu ile flask yüzeyinden kaldırılarak 96 

kuyucuklu plate içine 6 kuyucuk/ grup ve kuyucuk baĢına 5000 hücre olacak Ģekilde 

ekildi. Bu plate, hücrelerin kuyucuklar içinde tutunması için 24 saat beklendikten 

sonra hücrelerin kalkmamasına dikkat edilerek üst fazlar pipetlenip uzaklaĢtırılacak 

ve kadmiyum sülfatın farklı dozları (0, 0.1 uM, 0.25 uM, 0.5 uM, 1 uM, 2 uM, 2.5 

uM, 4 uM, 5 uM) verilerek; Plate 24 saat 37°C %5 CO2 inkübatöre kaldırıldı. 

Ġnkübasyon süresi bittiğinde WST-1 ile hücre canlılığı tayini yapıldı. Kemik 

çimentosu içinden salınımı en uygun olacak doz aĢağıda detayları verilen 

optimizasyon deneylerimize göre belirlenerek hayvan deneyi için rehber alındı.  

MG-63 ve K7M2 osteosarkom hücre hatları sırasıyla MEM ve DMEM kültür 

ortamları içerisinde (%10 FBS, %1 penisilin- streptomisin ve %1 L-glutamin ilaveli) 

37°C „de %5 CO2 koĢullarda inkübe edildi. Deney grupları için hedeflenen hücre 

sayısına ulaĢıldıktan sonra 10 mg/ml dozdaki kadmiyum ve PMMA kemik çimentosu 

(Biomet Bone Cement, Biomet Orthopedics Warsaw, Indiana, ABD) ile iki farklı in 

vitro uygulama yapıldı. Ġlk grupta kadmiyum çözeltisi 5–10–15–20–25–50–100–

200–300–400–500 kat seyreltilerek dondurulmuĢ haldeki çimentoya emdirildi ve 

hücrelerin bulunduğu kuyucuklarda 24 saat bekletildi. Bir diğer uygulama Ģekli ise 

20 kat seyreltilmiĢ dozdaki kadmiyum çözeltisinin toz haldeki kemik çimentosu 

polimerine eklendikten sonra sıvı monomeri ile karıĢtırılarak hazırlanmasını takiben 

hücre hattını içeren kuyucuklara sayısı artan sement parçaları eklendi ve 24 saat 

sonra değerlendirildi. Süre sonunda sementler kuyucuklardan çıkarılarak WST-1 

yöntemi ile hücrelerin canlılıkları değerlendirildi. Diğer taraftan sementsiz sadece 

kadmiyum çözeltisinin seyreltilmiĢ dozları da MG-63 hücrelerine uygulanarak 24 

saat sonunda hücre canlılığı değerlendirildi. Kadmiyum eklenmeden sadece kemik 

çimentosunun hücre hatlarına uygulandığı grup ise çalıĢmanın son grubunu 

oluĢturdu. Her üç gruba da uygulanan çimento Ģekillerinin por yapıları da 

mikroskobik düzeyde incelendi.  

Her iki osteosarkom hücre hattında da kadmiyumun hücre proliferasyonunu 

doz bağımlı olarak azalttığı tespit edildi. Tek baĢına kadmiyum uygulandığında MG-
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63 hücrelerinde 5 ve 10 kat seyreltmeler en yüksek anti-proliferatif etkiyi gösterdi 

(%25 ve %42 canlılık. Kadmiyumun donmuĢ çimentoya emdirilerek uygulandığı 

grupta ise daha yüksek seyreltmelerde, tek baĢına uygulandığı aynı seyreltme 

koĢullarına göre daha etkin anti-proliferatif etkinlik görüldü. Kadmiyum eklenip 

karıĢtırılarak hazırlanan çimentonun uygulandığı grupta ise; donmuĢ çimentoya 

emdirilerek uygulandığı gruptan daha yüksek sitotoksik etki tespit edildi. Sementin 

kadmiyumsuz uygulandığı grupta ise %80‟lere ulaĢan yüksek canlılık gözlendi. 

3.6.2. Fare ksenograft modelinin oluşturulması 

ÇalıĢmada 8 haftalık ortalama ağırlıkları 30 gr olan,  35 adet diĢi atimik nude 

fareler Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları AraĢtırma 

Laboratuarında (DEÜTFDHAL) hepafiltre ile havalandırması olan özel bir odada 

tutularak ve serbestçe yem ve suya ulaĢmaları sağlandı. Fareler çalıĢma boyunca oda 

ısısında (20±2ºC) ve onikiĢer saatlik aydınlık/ karanlık ortamda tutulup, steril 

edilebilen pellet fare yemi ile beslenmesi ve steril suya serbestçe ulaĢabilmeleri 

sağlanmıĢtır. ÇalıĢmaya baĢlamadan önce fareler bir hafta süreyle bu ortamda izlenip 

ortama uyum göstermeleri sağlandı. 

Atimik nude farelere 1x10
6
 hücre/mL K7M2 osteosarkom hücresinin femur 

içine enjeksiyonu ile tümör geliĢimi sağlandı.  OluĢturulan tümör hacmi 150 mm3‟ e 

ulaĢtığında (yaklaĢık 10 gün) her bir grupta n=7 olacak Ģekilde fareler randomize 

edilerek, hayvanlarda 15 günlük süreç içerisinde tümör oluĢumu tespit edilmeyenlere 

aynı miktardaki K7M2 hücreleri subkutan sağ kalça üzerine enjekte edilerek tümör 

oluĢumu değerlendirilmeye alındı. 

ÇalıĢma grupları oluĢturulmadan önce çalıĢma optimizasyonu için alınan 5 

farede tümör oluĢumu optimize edildi. Kemik çimentosu içine kadmiyum 

emdirildikten sonra hayvandaki adaptasyonu ve salınımı izlendi. 

Cerrahi giriĢim klas 2 kabinette hepafiltre çalıĢırken gerçekleĢtirildi. 

GiriĢimsel iĢlemler öncesinde farelere ketamin 35mg/kg, ksilazin 5mg/kg 

kombinasyonu ile genel anestezi uygulandı. Batikonla lokal insizyon yeri temizliği 

sonrası cilt ciltaltı kesilip tümör görülerek ve gruplara göre tümü ya da 15 mm3 
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tümör kalacak Ģekilde opere edildi. Hemostaz sağlanıp, lokal maddeler uygulanıp 

steril sütürlerle kapatıldı.  Post operatif bakım IVC kafeslerde yapıldı. 

3.6.3. Kimyasallar 

Kadmiyum: Sigma A.ġ.‟den temin edildi. 1 cc SF ve Kadmiyum kemik 

çimentosu içine emdirilerek kemik çimentosuin post-operatif yerleĢtirilmesi ile lokal 

salınımı gerçekleĢtirilerek hayvana uygulandı. 

Kemik Çimentosu: Dokuz Eylül Üniveristesi Ortopedi ve Travmatoloji 

Kliniğimizde cerrahi uygulamalarda rutin kullanımda olan Biomet Bone Cement 

(Biomet Orthopedics Warsaw, Indiana, ABD) deney grubuna uygun biçimde 

kadmiyum ve SF eklenerek kullanıldı. 

3.6.4. Farelerin araştırmadan çıkarılma kriterleri 

ÇalıĢma süresince sepsis geliĢmesi, veterinerin uygun görmesi halinde ve 

uyaranlara belirgin derecede azalmıĢ yanıt verme durumunda fareler çalıĢmadan 

çıkarılmak üzere gözlemlendi. Ağırlığının % 15‟inden fazlasını kaybeden hayvanlar 

çalıĢma dıĢı bırakılması ve böyle bir durumda her bir grupta 5 adet fare olması 

sağlanana dek yeni farelerle çalıĢmaya devam edilmesi ve kayıplardan etik kurulun 

haberdar edilmesi planlanmıĢtı. Ancak çalıĢma süresince takiplerde kaybedilen veya 

çalıĢmadan çıkarılmak durumunda kalınan hiç hayvan olmamıĢtır.  

3.6.5. Farelerin sakrifikasyonu, organ ve dokuların disseke edilmesi 

Operasyondan 15 gün sonra fareler sakrifiye edildi. Fareler feda edilmeden 

önce eter inhalasyon anestezisi Ģeklinde uygulandı. Farelerin organ ve dokuları 

disseke edilerek, rezidü tümör yatağı disseke edilip formol içine konarak ıĢık 

mikroskobik analizlere ayrıldı. 

3.6.6. Parafin Kesitte Tunel İle Apoptoz Analizi 

Kesitler, bir gece 60ºC etüvde tutulup soğutulduktan sonra 2 Ģer defa 30 dk 

ksilen içerisinde bekletildi. Hayvanın kodu, alınan örnek ve  lamın üzerine kurĢun 

kalemle yazılarak kaydedildi. Parafin kesitler sırasıyla; %96, %80,  %70 ve %60'lik 

etil alkolde ikiĢer dk tutulup fosfat tamponunda 5 dk yıkandı. Kesitlerin çevreleri 
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sınırlayıcı kalem ile çizilip 1:500 dilüsyon oranındaki Protinaz K solüsyonu 

damlatılarak 15 dk oda sıcaklığında tutuldu. PBS solüsyonu ile 3 defa 5 „er dk 

yıkamanın ardından endojen peroksit blokajı yapıldı. (% 3 H2O2) (5 dakika). PBS 

solüsyonu ile 3 defa 5‟er dk yıkamadan sonra equilibration tampon solüsyonu ile 5 

dk oda sıcaklığında yıkandı. Her bir kesit için 77 µl tampon solüsyonuna 33 µl  TdT 

eklenerek örnek baĢına 100 µl TdT solüsyonu hazırlanmıĢ oldu ve kesitler üzerine 

damlatıldı. TdT konmuĢ kesitlerin üzerine solüsyonun iyice yayılması için plastik 

lamel konularak 37°C sıcaklıkta 1 saat bekletilerek süre sonunda reaksiyon durdurma 

tampon solüsyonu hazırlanarak (1 ml durdurucu yıkama tamponu ve 34 ml distile su 

karıĢtırılarak) 10 dk oda sıcaklığında yıkandı. Anti-digoxigenin konjugatı ile 30 

dakika oda ısısında bekletildikten sonra PBS solüsyonu ile 3X5 dk yıkanıp DAB 

solüsyonu damlatıldı ve 5 ile 10 dk kadar kapalı ve nemli kutuda bekletildi. PBS 

solüsyonu ile 3 defa 5‟er dk yıkandıktan sonra distile su ile de yıkama yapıldı ve 

Mayer‟in hematoksileni ile çekirdek boyanması kontrol edilerek 1-5 dk boyama 

yapıldı. Distile su ile yıkamanın ardından sırasıyla %80, %96 ve %100‟lük etil 

alkolde 1‟er dakika bekletilip kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5‟er dakika ksilende 

ĢeffaflaĢtırıldı ve lamel kapatma solüsyonu kullanılarak kesitler kapatıldı. 

3.6.7. Değerlendirme yöntemleri 

Steril koĢullarda sakrifiye edilen fareler sırttan açılarak tümör dokusu  

alınmıĢtır.  Gerekli doku takip iĢlemlerinden sonra dokularda histopatolojik 

incelemelerle değerlendirmeler yapılmıĢtır.  TUNEL yöntemi Parafin bloktan 

hazırlanan 5 mikrometre kalınlıkta polilizin kaplı lamlardaki TUNEL yöntemi ile 

apoptoz boyaması yapılmıĢtır. Değerlendirme 5 farklı alanda 1000‟er hücrede sayım 

yapılıp yüzde ortalama olarak kaydedilmiĢtir. Tümör dokusundaki nekrotik alanlar 

ıĢık mikroskobu  altında  değerlendirilmiĢtir.  Ayrıca lokalize olarak yerleĢtirilen 

kadmiyumun sistematik olarak bir etkisinin olup olmadığı sakrifikasyon sırasında 

alınan karaciğer, böbrek dokularında histopatolojik olarak ve TUNEL yöntemi ile 

değerlendirilmiĢtir. 
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3.6.8. Anneksin V- propidyum iyodür boyama protokolü ile akım sitometrik 

apoptoz değerlendirilmesi 

Kontrol grubu olan farelerin tümörleri ve diğer gruplardaki eksizyon sırasında 

alınan (primer) ve eksizyon sonrasında tekrarlayan, nüks tümör örnekleri taze olarak 

RPMI hücre kültür ortamında akım sitometri çalıĢmasına hazırlandı. Tümörler 

medium içerisinde küçük parçalara ayrılıp filtreden geçirilerek tek hücre 

süspansiyonu elde edildi. 1200 rpm de 5 dk santrifüj edilen hücreler 200 ul PBS 

içerisinde resüspanse edildi. Her örnek için 100 „er ul hücre süspansiyonu doğru 

kapılama amaçlı kullanılacak, boyasız “unstained” tüpüne aktarıldı. Kalan 100 ul ise 

anneksin V ve PI boyaması için diğer 5 ml lik polistren akım sitometri tüpüne alındı. 

Boyama boyunca tüpler buz içerisinde muhafaza edilerek, ıĢıktan korumak amaçlı 

tüplerin etrafı alüminyum folyo ile sarıldı. Boyama yapılacak tüplere FITC konjuge 

edilmiĢ olan Anneksin V „den 5 „er ul, PI „dan 10 „ar ul eklendi. Tüpler +4 °C  „de 15 

dk karanlık ortamda inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sırasında taze olarak 10x 

Anneksin V bağlayıcı tampon dilüe edilerek PBS ile 1x lik konsantrasyona getirildi. 

Ġnkübasyon sonunda 1x anneksin bağlayıcı tampondan tüm tüplere (unstained ve 

anneksin V- PI içerenlere) 400 „er ul eklendi. BD Accuri C6 akım sitometri cihazı ile 

tüpler uygun kapılamalar alınarak apoptoz, nekroz ve canlılık açısından 

değerlendirildi.  

3.7. Verilerin Değerlendirilmesi 

Bu çalıĢmada elde edilen verilerin istatistik analizi, SPSS istatistik 

programının 24.0 versiyonu kullanılarak gerçekleĢtirildi. Veriler ortalama±standart 

sapma biçiminde verildikten sonra iki grup arası karĢılaĢtırmalar nonparametrik 

Mann-Whitney U; ikiden fazla gruplar arası Kruskal Wallis testleri ile yapıldı. P 

değeri 0.05‟den düĢük olarak anlamlılık düzeyinde kabul edildi.  

3.8. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Bu araĢtırmada deney hayvanı kullanıldığı için tümör oluĢum süresinin 

standart olmaması, eĢ zamanlı olarak tüm grupların sakrifikasyonunun 

gerçekleĢtirilememesi gibi araĢtırma sınırlılıkları ile karĢılaĢıldı. Ancak ksenograft 
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çalıĢmalarında bu sınırlılıklar sıklıkla karĢılaĢıldığı için araĢtırma bulgularına 

olumsuz bir etkisinin olmadığı göz önünde bulundurulmuĢtur.  

 

3.9. Etik Kurul Onayı 

Tüm çalıĢmalar Dokuz Eylül Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu‟nun 41/2014 protokol no‟lu 01.07.2014 gün ve 

01/13/2014 sayılı etik kurulu onayı doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir.
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4. BULGULAR 

4.1. Apoptoz Bulguları 

Kontrol grubundaki hayvanlar 1/17, 2/17, 12/17, 13/17, 24/17 ve 34/17 olarak 

kodlandı. Bu hayvanlarda herhangi bir ek uygulama yapılmadığı için sadece ilk 

tümörlerinde apoptoz, nekroz ve canlılık değerlendirildi. Buna göre; apoptoz 

yüzdeleri sırasıyla % 6,9, % 1,1, % 3,8, % 2,3, % 4,5 ve % 2,1 olarak bulundu. 

Nekroz oranları sırasıyla; %1,8, %9,7, %3,1, %4,3, %2,1 ve % 4 olarak bulundu.  

Total eksizyon yapılan gruptaki hayvanlar 10/17, 11/17, 14/17, 15/17 ve 

16/17 olarak kodlandı. 10/17 kodlu hayvanın tümör dokularından yeterli sayıda akım 

sitometri analizine uygun hücre elde edilemediğinden verisi bulunmamaktadır. Bu 

hayvanlarda totale eksizyon yapıldığı zaman toplanan tümör dokuları ilk tümör 

olarak adlandırıldı. Bu tümörlerde apoptoz oranları sırasıyla; %3,3, %0,4, %1,8 

ve %0,4 olarak bulundu. Nekroz oranları ise sırasıyla; %4,1, %4, %2,6 ve %1,7 

olarak bulundu. Total eksizyon sonrası tekrar geliĢen tümör ise nüks olarak 

adlandırıldı. Bu tümörlerdeki apoptoz oranları sırasıyla; %0,9, %1,8, %0,4 ve %0,7 

olarak bulundu. Nekroz oranları ise sırasıyla; %4,2, %3, %3,8 ve %5,1 olarak 

bulundu.  

Totale yakın eksizyon yapılan gruptaki hayvanlar 3/17, 4/17, 5/17, 6/17, 7/17 

ve 8/17 olarak kodlandı. Bu hayvanlarda totale yakın eksizyon yapıldığı zaman 

toplanan tümör dokuları ilk tümör olarak adlandırıldı. Bu tümörlerde apoptoz 

oranları sırasıyla; %3,3, %10,8, %1,9, %3,7, %0,1 ve %3,6 olarak bulundu. Nekroz 

oranları ise sırasıyla; %3,9, %9,7, %11,7, %1,2, %2,1 ve %2,1 olarak bulundu. 

Totale yakın eksizyon sonrası tekrar geliĢen tümör ise nüks olarak adlandırıldı. Bu 

tümörlerdeki apoptoz oranları sırasıyla; %0,2, %0,5, %1,9, %2,3, %3 ve %4,3 olarak 

bulundu. Nekroz oranları ise sırasıyla; %2,2, %3,7, %4,2, %1,3, %3,5 ve %1,9 

olarak bulundu.  

Totale yakın eksizyon yapılan ve ardından serum fizyolojik ile hazırlanmıĢ 

kemik çimentosu inoküle edilen gruptaki hayvanlar 19/17, 20/17, 21/17, 22/17, 

23/17, 32/17 ve 33/17 olarak kodlandı. Bu hayvanlarda totale yakın eksizyon 
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yapıldığı ve serum fizyolojik ile hazırlanmıĢ kemik çimentosu inokülasyonu öncesi 

toplanan tümör dokuları ilk tümör olarak adlandırıldı. Bu tümörlerde apoptoz 

oranları sırasıyla; %3,8, %0, %1,3, %0, %0,8 , %0,2 ve %0,2 olarak bulundu. Nekroz 

oranları ise sırasıyla; %6,6, %0,1, %8,5, %0,2, %10, %5,9 ve %4,4 olarak bulundu. 

Totale yakın eksizyondan sonra serum fizyolojik ile hazırlanmıĢ kemik çimentosu 

inokülasyonu ardından tekrar geliĢen tümör ise nüks olarak adlandırıldı. Bu 

tümörlerdeki apoptoz oranları sırasıyla; %7, %4,8, %1,3, %0, %1,3, %1,3 ve %0,5 

olarak bulundu. Nekroz oranları ise sırasıyla; %3,5, %4, %4,7, %0, %6,2, %30,7 

ve %4,9  olarak bulundu.  

Totale yakın eksizyon yapılan ve ardından kadmiyum ile hazırlanmıĢ kemik 

çimentosu inoküle edilen gruptaki hayvanlar 25/17, 26/17, 27/17, 28/17, 29/17, 

30/17 ve 31/17 olarak kodlandı. Bu hayvanlarda totale yakın eksizyon yapıldığı ve 

kadmiyum ile hazırlanmıĢ kemik çimentosu inokülasyonu öncesi toplanan tümör 

dokuları ilk tümör olarak adlandırıldı. Bu tümörlerde apoptoz oranları 

sırasıyla; %0,9, %14,2, %10,3, %3,1, %2,6, %1,2 ve %0 olarak bulundu.  

Nekroz oranları ise sırasıyla; %1,8, %7,4, %3,5, %7,6, %2,1, %1 ve %0 

olarak bulundu. Totale yakın eksizyondan sonra kadmiyum ile hazırlanmıĢ kemik 

çimentosu inokülasyonu ardından tekrar geliĢen tümör ise nüks olarak adlandırıldı. 

Bu tümörlerdeki apoptoz oranları sırasıyla; %1,6, %9,4, %4,9, %5,2, %2,8, %3 

ve %0,5 olarak bulundu. Nekroz oranları ise 

sırasıyla; %4,5, %5,1, %5,2, %7,3, %2,6, %1,5 ve %3,6 olarak bulundu.  

Tüm gruplardaki canlılık yüzdelerinin ortalamaları değerlendirildiğinde 

kontrol grubunda canlılık ortalama %90,6 bulundu. Total eksizyon grubundaki ilk 

tümörlerin canlılık ortalaması %95,3 iken nüks tümörlerinde %94,6 bulundu. Totale 

yakın eksizyon grubundaki ilk tümörlerin canlılık ortalaması %90,2 iken nüks 

tümörlerinde %93,8 bulundu. Totale yakın eksizyon yapılan ve ardından serum 

fizyolojik ile hazırlanmıĢ kemik çimentosu inoküle edilen gruptaki hayvanların ilk 

tümörlerindeki canlılık ortalaması %93,3 iken nüks tümörlerinde %92,2 bulundu. 

Totale yakın eksizyon yapılan ve ardından kadmiyum ile hazırlanmıĢ kemik 

çimentosu inoküle edilen gruptaki hayvanların ilk tümörlerindeki canlılık 
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ortalaması %91 iken minimal nüks tümörlerinde %87,9 bulundu. Ġlgili grafik Ģekil 1 

de görülmektedir.  

 

Şekil 1. Tüm gruplardaki canlılık yüzdelerinin ilk ve nüks tümörlerde ortalama 

dağılımları 

Uygun kapılamalar ardından tespit edilen kontrol grubuna ait dot plot analiz 

diyagramları Ģekil 2 de gösterilmektedir. 
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Şekil 2. Kontrol grubunun dot plot analizi 

Uygun kapılamalar ardından tespit edilen total eksizyon grubuna ait dot plot analiz 

diyagramları Ģekil 3 de gösterilmektedir. 
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Şekil 3. Total eksizyon grubunun dot plot analizi 

Uygun kapılamalar ardından tespit edilen totale yakın eksizyon grubuna ait dot plot 

analiz diyagramları Ģekil 4 de gösterilmektedir. 
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Şekil 4. Totale yakın eksizyon grubu dot plot analizi 
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Uygun kapılamalar ardından tespit edilen totale yakın eksizyon yapılan ve ardından 

serum fizyolojik ile hazırlanmıĢ kemik çimentosu inoküle edilen gruba ait dot plot 

analiz diyagramları Ģekil 5 de gösterilmektedir. 
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Şekil 5. Totale yakın eksizyon yapılan ve ardından serum fizyolojik ile hazırlanmıĢ 

kemik çimentosu inoküle edilen gruba ait dot plot analizi 

Uygun kapılamalar ardından tespit edilen totale yakın eksizyon yapılan ve ardından 

kadmiyum ile hazırlanmıĢ kemik çimentosu inoküle edilen gruba ait dot plot analiz 

diyagramları Ģekil 6 de gösterilmektedir. 
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Şekil 6. Totale yakın eksizyon yapılan ve ardından kadmiyum ile hazırlanmıĢ kemik 

çimentosu inoküle edilen gruba ait dot plot analizi 

 

4.2. Histomorfolojik Değerlendirme Bulguları 

Kontrol grubu olan farelerin tümörleri ve diğer gruplardaki eksizyon sırasında 

alınan (primer) ve eksizyon sonrasında tekrarlayan, nüks tümör örnekleri parafin 

bloka alınıp daha sonra parafin kesitleri histomorfolojik açıdan değerlendirildiğinde 

Ģu bulgular elde edildi. ġekil 7 de görüldüğü üzere kontrol grubunda vasküler yapılı, 

agresif, kasa invaze olmuĢ indiferansiye tümör bulunmaktadır. Totale yakın eksizyon 

grubunda ilk ve nüks tümörlerin her ikisi de kontrol gurubu ile benzer Ģekilde agresif 

ve invaziv yapıdadır. Total eksizyon yapılan grupta geniĢ çaplı bir eksizyon yapılmıĢ 

olmasına karĢın opere olan 7 farede de iki hafta sonunda nüks tümör görülmektedir. 

SF ile birlikte uygulanan kemik çimentosu etrafında eksizyon sonrası iki haftada 

nüks tümör görülürken kadmiyumlu kemik çimentosu uygulanan grupta belirgin 

nekroz görülmektedir. 
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Şekil 7. Tümör dokusu mikroskobik kesitler, A: kontrol grubu B ve C: totale yakın 

eksizyon grupları, B: eksizyon olan tümör C: aynı bölgede 2 hafta sonra oluĢan 

tümör. D ve E: total eksizyon grubu. D: eksize olan tümör E: 2 hafta sonra aynı 

bölgede oluĢan tümör. F ve G: Total eksizyon sonra kemik çimentosu + SF 

uygulanan grup. F: ilk eksize olan tümör G: Kemik çimentosu etrafında 2 hafta sonra 

oluĢan nüks tümör. H ve I: Total eksizyon sonrası kemik çimentosu + kadmiyum 

uygulanan grup, H: ilk eksize olan tümör, I: Kemik çimentosu etrafında iki hafta 

sonra oluĢan nüks tümör 

 

Kemik çimentosu ve kadmiyumun birlikte uygulandığı grupta sakrifikasyon 

sırasında alınan diğer dokular (kalp, akciğer, böbrek, karaciğer, beyin) sistemik etki 

bakımından değerlendirilmek üzere iĢleme alındı. Sonuç olarak patolojik bulguya 

rastlanmadı. Ayrıca önemli bir bulgu olarak, kadmiyumun lokal uygulanmasının 

sistemik bir etkiye sebep olmadığı görüldü (ġekil 8).  
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Şekil 8. Kemik çimentosu + kadmiyum uygulanan grupta organların mikroskobik 

kesitleri.  A: karaciğer; B: böbrek; C: akciğer; D:beyin.  

 

4.3. Fare Ksenograft Modelinde Tümör Oluşum Bulguları:  

Belirtilen gruplardaki hayvanlar kemik çimentosu uygulandıktan onbeĢ gün 

sonra sakrifiye edilerek tümör dokuları ve diğer organları toplandı. Tümör dokuları 

histo-morfolojik, immünohistokimyasal ve akım sitometrik analizler için kullanıldı. 

Beyin, kalp, böbrek, akciğer ve karaciğer organları da yan etki ya da metastaz 

bakımından değerlendirilmek üzere parafin kesitleri alınarak incelendi. 

Yapılan değerlendirmelere göre kontrol grubu ile total eksizyon grubu 

arasında makroskobik olarak belirgin bir fark gözlenmedi (Ģekil 9). Her iki grupta da 

tümör geliĢimi benzer görüldü. Kemik çimentosu uygulanan gruplar 

değerlendirildiğinde ise makroskobik olarak Ģekil 10 „a görüldüğü üzere SF ile 

birlikte hazırlanarak uygulanan kemik çimentosu grubunda büyük nüks tümörlerin 

geliĢtiği gözlendi.  
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Şekil 9. Totale yakın eksizyon sonrası SF „li kemik çimentosu uygulanan farede 

tümör geliĢimi (S: kemik çimentosu, T: tümör) 
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Şekil 10. Totale yakın eksizyon sonrası SF „li kemik çimentosu uygulanan farede 

tümör geliĢimi (S: kemik çimentosu, T: tümör) 
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Şekil 11. Totale yakın eksizyon sonrası Kadmiyumlu kemik çimentosu uygulanan 

farede tümör geliĢimi (S: kemik çimentosu, T: tümör) 
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5. TARTIŞMA 

 Bu çalıĢmada cerrahi rezeksiyon sonrası lokal olarak uygulanan kemik 

çimentosuna emdirilmiĢ kadmiyum ile rezidü tümör ve rekürrens olasılığını önlemesi 

üzerine etkinliği in vivo hayvan modelinde test edilmiĢtir. ÇalıĢmanın sonuçları  

subkutan ksenograft nude fare osteosarkom tümör modelinde cerrahi olarak subtotal 

rezeksiyon sonrası lokal olarak bu bölgeye konulacak kemik çimentosu içindeki 

kadmiyumun rezidü tümör ve rekürrens olasılığını azalttığını göstermiĢtir. Kontrol 

grubu ile total eksizyon grubu arasında makroskobik olarak belirgin bir fark 

gözlenmeyerek, her iki grupta da tümör geliĢimi benzer izlenirken; diğer taraftan 

kemik çimentosu uygulanan gruplar değerlendirildiğinde ise makroskobik olarak SF 

ile birlikte hazırlanarak uygulanan kemik çimentosu grubunda büyük nüks 

tümörlerin geliĢtiği gözlenmiĢtir. SF ile birlikte uygulanan kemik çimentosu 

etrafında eksizyon sonrası iki haftada nüks tümör görülürken kadmiyumlu kemik 

çimentosu uygulanan grupta bunun aksine belirgin nekroz görülmüĢtür. 

ÇalıĢmamızın bir diğer önemli bulgusu da, kadmiyumun lokal uygulanmasının 

hayvan modelinde sistemik bir etkiye yol açmadığının görülmesidir. Kemik 

çimentosu ve kadmiyumun birlikte uygulandığı grupta sakrifikasyon sırasında kalp, 

akciğer, böbrek, karaciğer ve beyinden alınan doku örneklerinde sistemik etki 

yönünden patolojik bulguya ve uzak metastaza rastlanmamıĢtır.  

 Osteosarkom önceleri amputasyon ile tedavi edilen, sağkalımı kısa, 

hastaların büyük kısmının özellikle akciğer metastazları sonucu kaybedildiği agresif 

bir hastalık olarak kabul edilirken; indüksiyon ve adjuvan kemoterapi protokollerinin 

geliĢmesi, cerrahi teknikler ve radyolojik evreleme çalıĢmalarındaki ilerlemelerle 

hastaların %90-95„i artık ekstremite koruyucu rezeksiyon ve rekonstrüksiyon ile 

tedavi görmektedir. Bu hastaların uzun dönem yaĢama Ģansı ve kür oranı, lokalize 

(metastaz olmayan) hastalıklarda, %60-80„e yükselmiĢtir (6-8). Osteosarkoma 

tedavisinde kullanılan neo-adjuvan (ameliyat öncesi tümörü küçültme amaçlı) 

kemoterapilerin uygulanması sonucunda klinik tedavi baĢarısında belirgin bir 

iyileĢme görülmüĢtür. Buna karĢın post-operatif geliĢen rekürrensler ortak bir sorun 

olarak varlığını sürdürmektedir. Bu nedenle post-operatif hastalarda rekürrensi 

önleyecek yeni yaklaĢım arayıĢları önem taĢımaktadır. Bu amaçla farklı ilaçların, 
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taĢıyıcı malzemeler içerisinde lokal olarak uygulanması üzerine çalıĢmalar 

yapılmaktadır.  

 PMMA kemik çimentosu farklı antineoplastik ilaçların lokal 

uygulamalarının incelendiği çalıĢmalarda literatürdeki en yaygın kullanılan taĢıyıcı 

malzeme olarak göze çarpmaktadır. Kondroblastomlar gibi benign veya lokal agresif 

tümörlerin cerrahi tedavileri sonrası adjuvan kryoterapi veya fenolizasyon gibi 

uygulamalar nüksü azaltmak için denenmektedir (52). Ancak Osteosarkom gibi 

malign tümörlerin geniĢ rezeksiyonu sonrası daha büyük defektler oluĢmakta ve hem 

bu boĢlukların doldurulmasında, hem de rekosntruksiyonu sırasında uygulanan 

ortopedik implantın kemiğe tutunmasında PMMA çimentolar yaygın olarak klinik 

kullanımdadır. Bu nedenle de invivo ve invitro çalıĢmaların büyük kısmı taĢıyıcı ajan 

olarak PMMA‟yı incelemiĢtir. ÇalıĢmalardaki PMMA içerisine uygulanan tüm 

antineoplastik ilaçların kemik çimentosundan salınabildiği ve tümör hücreleri üzerine 

inhibitör bir etki yaptıkları bildirilmiĢtir (53). Biz de bu baĢarılı literatür sonuçları 

ıĢığında, cerrahi uygulamalarımızda da sık olarak kullandığımız PMMA kemik 

çimentosunu çalıĢmamızda kadmiyumu taĢıyıcı araç olarak tercih ettik. 

 Kemik çimentosundan ilaç salınımının uygulamadan hemen sonra çok 

yüksek olduğu ve zaman içerisinde azalma eğiliminde olduğu konusunda literatürde 

bir fikir birliği mevcuttur. Bu amaçla bazı yazarlar kemik çimentosu içerisine 

chitosan veya mannitol gibi ajanları uygulayarak bu süreyi uzatmayı 

amaçlamıĢlardır. Liu  ve ark. kemik çimentosu içerisine metotreksat ekleyerek 

yaptıkları çalıĢmada chitosanın ilaç salınımı süresini uzattığını ve kemiğe daha iyi 

entegrasyonu sağladığını bildirmiĢlerdir (54). Danorubisin katılmıĢ kemik 

çimentosunun atimik nüde fareler ve wistar cinsi sıçanlar üzerinde incelendiği bir 

diğer çalıĢmada ise karıĢıma mannitol eklenmesinin hem invivo, hem de invitro ilaç 

salınımını %90‟lara varan oranda arttırabileceği gösterilmiĢtir (55). Ancak bu 

eklenen malzemelerin kemik çimentosunun biyomekanik özelliklerini ne kadar 

değiĢtirdiği yönünde bir çalıĢma yapılmamıĢtır. Biz invivo uygulama öncesinde 

yürüttüğümüz invitro ön çalıĢmalarda farklı dozlarda kadmiyumun kemik çimentosu 

içerisinden salınımını inceledik. MG-63 ve K7M2 osteosarkom hücre hatları dört 

gruba ayrılarak ilk gruba kadmiyumun dondurulmuĢ kemik çimentosuna emdirilmiĢ 

hali; ikinci gruba ise kadmiyumun toz haldeki çimentoya eklendikten sonra 
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karıĢtırılarak hazırlanmıĢ Ģeklini artan sayılarda hücre hatlarına uyguladık. Sementin 

kadmiyumsuz uygulandığı grupta %80‟lere ulaĢan en yüksek oranda canlılık 

gözlendi. Kadmiyum eklenip karıĢtırılarak hazırlanan çimentonun uygulandığı 

grupta; donmuĢ çimentoya emdirilerek uygulandığı gruptan daha yüksek sitotoksik 

etki tespit ettik. Sonuç olarak bu ön çalıĢmalar ile kadmiyumun dondurulmuĢ 

çimento içerisine emdirilerek ya da çimento hazırlığı sırasında kemik çimentosuna 

eklenmesi ile uygulanabileceği ve her iki Ģekilde de Osteosarkom hücreleri üzerine 

sitotoksik etkiye sahip olduğunu gösterdik (56). Ön çalıĢmada elde ettiğimiz yüksek 

salınım değerleri ve sitotoksik etki üzerine; diğer taraftan eklenecek her malzemenin  

çimentonun biyomekanik özelliklerini de bozabileceğini düĢünerek; çimentoya 

salınımı arttırmak için ayrıca bir malzeme eklemeye ihtiyaç olmadığı sonucuna 

ulaĢtık ve çalıĢmamızda PMMA içerisine sadece kadmiyum ekleyerek lokal 

etkilerini inceledik.  

 Kadmiyum aslında kronik maruziyette karsinojenik olarak bilinen bir 

ajandır. Ancak birçok antikanserojen ajanın toksik ve uzun vadede karsinogenezi 

tetikleyici olabieceği bilinmektedir. Daha önce kadmiyumla ilgili yapılmıĢ olan 

deney hayvanı çalıĢmalarına bakıldığında 1991 yılında Waalkes ve arkadaĢlarının 

Fischer türü sıçanlarda kadmiyumum subkutan uygulamasının kronik karsinojenik ve 

toksik etkilerini değerlendirdiği görülmektedir (11). Bunun haricinde kadmiyumun 

deney hayvanında kemik çimentosu içine absorbe edilerek yapılmıĢ bir kanser 

çalıĢması literatürde yer almamaktadır. Bu çalıĢmada kadmiyumum DNA hasarı 

oluĢturarak lokal olarak ameliyat sonrası bölgede kalmıĢ olabilecek tümör hücrelerini 

öldürücü ya da proliferasyonlarını öldürücü etkisinin olup olmayacağı test edilmiĢtir.  

 Kadmiyum endüstride uzun süredir kullanılan ve toksik etkileri iyi bilinen 

bir geçiĢ metalidir. Atom numarası 48 olan kadmiyum (Cd) gümüĢ beyaz renkli, 

seramik, pil, elektrik ve akü sanayisinde kullanılan bir elementtir. Kadmiyum, çinko 

bileĢikleriyle beraber doğada kadmiyum sülfür olarak bulunur. Çinko, kurĢun ve 

bakırın yan ürünü olarak üretilir. Japonya‟da kadmiyuma aĢırı maruziyet sonrası 

osteomalazi ve osteoporotik lezyonlara eĢlik eden ağır renal yetmezlik ile karakterize 

“itai-itai hastalığı” tanımlanmıĢtır (57). Kadmiyumun osteoblastlar da dahil olmak 

üzere birçok hücrede hem invivo hem invitro olarak apoptozu tetiklediği 

bilinmektedir.  Hu ve ark. çalıĢmalarında kısa süreli kadmiyuma maruz bırakılan 
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MG-63 osteosarkom hücrelerinde apoptoz oluĢtuğunu gözlemlemiĢ ve kadmiyumun 

oksijen radikallerini arttırması sonucu, p38 mitojen aktive protein kinaz (MAPK) 

yolağını aktive edip, ekstraselüler sinyal regule kinaz  (ERK) 1/2 yolaklarını 

baskılaması sonucu apoptoza yol açtığını ortaya koymuĢlardır (58). Kadmiyumun 

kemik metabolizmasını nasıl etkilediği üzerine sıçan Osteosarkom modelinde yapılan 

bir baĢka çalıĢmada kadmiyumun, kalsiyum metabolizmasını kollajen sentezinin 

bozulması ve istenmeyen protein kinaz C aktivasyonu yoluyla etkilediği bildirilmiĢtir 

(59).  

 Literatürde PMMA kemik çimentosu içerisine karıĢtırılarak antineoplastik 

özellikleri en çok araĢtırılan ajanın metotreksat olduğu görülmektedir (53). 

Metotraksatın kemik çimentosu içerisinde uygulanması Hernigou ve ark.‟nın 1989 

tarihli çalıĢmalarına kadar uzanmaktadır. Bu öncü çalıĢmada PMMA‟dan 

metotreksat salınımının olduğu, ekzotermik çimento reaksiyonu sonrası 

metotreksatın aktif halde olduğu invitro olarak gösterilmiĢ, ayrıca ratlarda 

oluĢturulan Osteosarkom kitlesinin ortasına metotreksat içeren alçı veya PMMA‟dan 

yapılmıĢ taĢıyıcılar uygulanarak tümör canlılığı incelenmiĢtir; ancak ratlarda kitlenin 

eksizyonu yapılmamıĢtır (60). ÇalıĢmamızda uyguladığımız subtotal eksizyon 

sonrası bölgeye kemik çimentosu uygulamasının klinikte yapılan cerrahi rezeksiyonu 

tümörün ortasına çimento uygulanmasından daha iyi taklit edebileceğini 

düĢünmekteyiz. Spontan Osteosarkom geliĢen köpeklerde ve primer veya metastatik 

tümörü olan ilk 14 hastaya kemik çimentosu içerisinde metotreksat uygulamalarının 

sonuçlarını da dahil ettikleri çalıĢmalarında Hernigou ve ark. 17 köpeğin sekiz ay 

takip sonrası hayatta kalan 10 tanesinden ikisine ampütasyon uygulamıĢlar ancak 

hiçbirinde akciğer metastazı olmadığını bildirmiĢlerdir. Yine takip ettikleri hastaların 

tümünde yara drenajında yüksek metotreksat düzeylerine ulaĢıldığını ve kanda on 

güne, idrarda ise üç haftaya kadar metotreksata rastlandığını bildirmiĢlerdir (60).  

 Benzer Ģekilde kemik çimentosu içerisine metotreksat uygulayarak SaOS2 

ve MG63 osteosarkom hücreleri üzerinde gerçekleĢtirilen bir baĢka in vitro 

çalıĢmada ise salınımın ilk gün en yüksek düzeyde olduğu ve azalarak üçüncü 

haftada bir plato oluĢturduğu; buna rağmen tesbit edilebilen canlı tümör hücrelerinin 

üçüncü günden sonra nlamlı Ģekilde azaldığı ve bir haftanın sonunda neredeyse hiç 

rastlanmadığını bildirmiĢlerdir (61). Metotreksatın kemik çimetosuyla meme kanseri 
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hücrelerine uygulandığı çalıĢmalarında Maccauro ve ark.ları da ilaç salınımının ilk 

gün en fazla olduğunu, zamanla azaldığını bildirmiĢler ayrıca çalıĢmalarına 

ekledikleri biyomekanik testler ile eklenmiĢ olan metotreksatın kemik çimentosunun 

kompresif direncini azaltmadığını ortaya koymuĢlardır (62).  

 Kemik çimentosu içerisinde çalıĢmaları yapılan bir diğer ajan da 

sisplatindir. Domuz vertebroplasti modelinde kemik çimentosu içerisinde farklı 

gruplara metotreksat ve sisplatinin uygulandığı 2017 tarihli bir çalıĢmada haftalık 

alınan örneklerde metotreksatın bir hafta, sisplatinin ise üçüncü haftada en yüksek 

düĢeyine ulaĢtığı ve her iki ilacın da salınımının beĢ haftaya kadar sürdüğü gösterildi. 

Bunun yanında miyelosupresyon, hepatotoksisite veya nefrotoksisite bulgularına 

rastlanmadı. Ancak tümör modeli değil sağlıklı domuzlarda yürüttükleri bu 

çalıĢmada ilaçların antineoplastik etkinlikleri değil sadece salınım süreleri ve 

sistemik yan etkileri araĢtırılabilmiĢtir (63). Mestiri ve ark. ise çalıĢmalarında 

sisplatinin invitro ve tavĢan hücrelerinde salınımını incelemiĢlerdir. Ancak yine 

tümör modeli içermeyen çalıĢmada sadece ilacın çimentodan yeterli miktarda 

salındığı ortaya konmuĢtur (64). Sisplatinin kemik çimentosu içerisindeki etkilerinin 

incelendiği ülkemizden yayınlanan bir çalıĢmada da Özben ve ark. sisplatinin 

çimentodan salınarak SaOS 2 hücreleri üzerine sitotoksik etki gösterebildiğini ve 

çimentonun biyomekanik özelliklerini bozmadığını göstermiĢlerdir (65). 

 MCF-7 meme kanseri hücrelerinde metotreksat, doksorubisin ve sisplatinin 

salınımını ve sitotoksik etkilerini karĢılaĢtıran çalıĢmada ise tüm ilaçların aktif 

formlarında salınabildiğini ancak meme kanseri hücreleri üzerine en yüksek etkiyi 

doksorubisinin yarattığını göstermiĢlerdir (50). Aynı üç ilacın etkinliğini bu kez dev 

hücreli tümör hastalarından alınıp üretilen hücre hatlarında araĢtıran baĢka bir in 

vitro çalıĢma da her üç ilacın da uygulanan en düĢük dozda bile çimentodan aktif 

Ģekilde salındığı ve yeterli sitotoksik etkiyi ortaya çıkardığı bildirilmiĢtir (66). 

Doksorubisin ve sisplatinin PMMA çimentodan salınımını inceleyen bir invitro 

çalıĢmada da yine her iki ilacın etkin biçimde salınabildiği ve hücreler üzerine etkili 

olduğu gösterilmiĢtir (67). Daha önce de değindiğimiz gibi çimento içerisindeki 

doksorubisine mannitol de eklenerek ilacın in vivo salınımının arttırılabileceği 

bilinmektedir (55). Çimento içerisine doksorubisin yanında pamidronat da eklenerek 

yapılan bir in vitro çalıĢmada iki ilaç beraber verildiğinde ilk gün içinde yarısının 
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salındığını, sadece pamidronat verildiğinde ise bu sürenin üç güne uzadığı 

gösterilmiĢ; bununla beraber her iki ilacın da iki grama kadar kemik çimentosu 

içerisine eklenmesinin biyomekanik özellikleri azaltmadığı bulunmuĢtur (49).  

 Bifosfonat grubu üçüncü kuĢak ilaçlardan zoledronik asitin PMMA kemik 

çimentosuna eklenerek dev hücreli tümör, multipl myelom, renal hücreli kanser gibi 

farklı hücre hatlarında etkin olduğu da çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (51). Zoledronik 

asitin PMMA veya hidroksiapatit (HA) üzerinde taĢınarak Osteosarkom, 

fibrosarkom, sinovyal sarkom, renal hücreli kanser, prostat kanseri ve akciğer 

kanseri gibi farklı türde hücreler üzerine etkileri de incelenmiĢtir. Zoledronik asitin 

PMMA kemik çimentosu ile uygulanmasının tümör hücreleri üzerine daha potent 

olduğu; muhtemelen bifosfonatların HA‟ya daha yüksek afinite göstermeleri 

nedeniyle HA üzerinde uygulanmasının daha az etkili olduğunu gösterilmiĢtir (68). 

Literatürde PMMA içerisinde uygulanarak SaOS-2 hücreleri üzerine etkinliği 

araĢtırılan valproik asit (VPA) ve suberoylanillid hidroksamik asit (SAHA) gibi 

baĢka ilaçlar da mevcuttur. Her iki ilacın da kemik çimentosundan yeterli miktarda 

salındığı ve in vitro olarak Osteosarkom hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi olduğu 

gösterilmiĢtir (69). Tüm bu çalıĢmalar ıĢığında farklı mekanizmalarla tümör hücreleri 

üzerine etki gösteren bir çok ilacın PMMA kemik çimentosu içerisinde aktif formda 

lokal olarak uygulanabileceği görülmektedir.  

 ÇalıĢmamızın literatürdeki daha büyük çoğunlukta yer alan invitro 

çalıĢmalardan en temel üstünlüğü ksenogreft nude fare osteosarkom tümör 

modelinde PMMA içerisindeki kadmiyumun hem lokal olarak tümör hücrelerine 

etkinliğinin ortaya konmuĢ olması; hem de sistemik toksisite, uzak metastaz gibi 

sistemik etkilerinin de araĢtırılabilmiĢ olmasıdır. ÇalıĢmanın sonucunda  cerrahi 

olarak subtotal rezeksiyon sonrası lokal olarak bu bölgeye konulacak kemik 

çimentosu içindeki kadmiyumun rezidü tümör ve rekürrens olasılığını azalttığı 

gösterilmiĢtir. ÇalıĢmamızın bir diğer önemli bulgusu da, kadmiyumun lokal 

uygulanmasının hayvan modelinde sistemik bir etkiye yol açmadığının görülmesidir. 

Kemik çimentosu ve kadmiyumun birlikte uygulandığı grupta sakrifikasyon sırasında 

kalp, akciğer, böbrek, karaciğer ve beyinden alınan doku örneklerinde sistemik etki 

yönünden patolojik bulguya ve uzak metastaza rastlanmamıĢtır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Osteosarkomda rezidü tümörlerin önemli bir kısmını oluĢturan cerrahi sonrası 

rekürrenslerde kullanılabilecek kemiğe yerleĢtirilebilecek kemik çimentosu içine 

emdirilmiĢ kadmiyumun etkinliğinin bulunması hastalarda da uygulanmaya aday bir 

model olarak değerlendirilmesine neden olmaktadır. Bu bulgu hem sağlık açısından 

hem de ticari açıdan yaygın bir etkiye neden olmuĢtur.  Ayrıca bu modelin 

geliĢtirilmesi sonraki çalıĢmalara ıĢık tutması amacıyla önem taĢımaktadır.  

ÇalıĢma sonucunda elde edilen bulgular kemik çimentosu içinde lokal 

kadmiyum uygulamasının cerrahi sonrası osteosarkomun lokal tedavisine katkıda 

bulunabileceğini desteklemektedir. Postoperatif ortopedik biyomekanik malzemeler 

içinde lokal tedavi, osteosarkomda rekürrensi önlemede katkı tedavi seçeneği 

olabilir.  
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8. EKLER 

EK-1: Etik Kurul Raporu 
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