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OSTEOSARKOMDA IN VIVO KSENOGRAFT MODELDE LOKAL
REKURRENSI ONLEME

Nihat Demirhan DEMIRKIRAN, Saglik Bilimleri Ensitiisii, Inciralt1 Mahallesi DEU
Saglik Yerleskesi, IZMIR

OZET

Amag: Osteosarkomlar genelde cocukluk ve geng erigskin yaglarda goriilmekte ve
cok agresif seyretmektedir. Bu tiimorlerin tedavisinde ekstremite koruyucu cerrahi
ile biiyiikk basarilar saglanmistir. Ancak mikroskobik diizeyde kalabilen rezidii
tiimorler rekiirrens olasiligini arttirmaktadir. Cerrahi disinda osteosarkom tedavisinde
kullanilan yiiksek doz metotreksat, sisplatin kemoterapi rejimlerine ragmen de rezidii
timor goriilmektedir. Bu nedenle yeni tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu calismada cerrahi rezeksiyon sonrasi lokal olarak bu bolgeye konulacak kemik
¢imentosu i¢indeki kadmiyum ile rezidii timor ve rekiirrens olasiligi dnlenmesi
tizerine etkinligi in vivo hayvan modelinde test edilmistir.

Yontem: K7M2 tiimorijenik osteosarkom hiicre hatt1 in vitro hiicre kiiltiirii ile
cogaltilmistir. Daha sonra atimik nude farelere tiimor hiicre hattindan in vitro
tiretilen timor hiicreleri subkutan verilerek atimik niide farede ksenograft timor
modeli olusturulmustur. Tiimor olustuktan sonra, kontrol tiimér, total rezeksiyon,
totale yakin rezeksiyon, totale yakin rezeksiyon sonrasi serum fizyolojik iceren
kemik ¢imentosu uygulanan grup ve totale yakin rezeksiyon sonrasi kadmiyum
iceren Kemik ¢imentosu uygulanan grup; her grupta 7 fare olacak sekilde rastgele
eslestirilmistir Fareler tiimor bolgesinde rekiirrens takibi i¢in 15 giin takip edilmistir.
Sakrifikasyon sonrast her grupta rezidii tiimor histopatolojik  olarak
degerlendirilmistir.

Bulgular: Subkutan enjeksiyon sonrasi bir ay ig¢inde tiimor olugmustur. Total
rezeksiyon, totale yakin rezeksiyon, totale yakin rezeksiyon ve serum fizyolojik
iceren kemik ¢cimentosu uygulanan gruplarin tiimiinde rekiirrent timor gézlenmistir.
Totale yakin rezeksiyon ve kadmiyum iceren kemik ¢imentosu uygulanan grupta hig
ya da kii¢iik timor olusumu saptanmistir. Sistemik toksisite bulgusu gozlenmemistir.

Sonu¢: Bulgularimiz, kemik ¢imentosu i¢inde lokal kadmiyum uygulamasinin
cerrahi sonrast osteosarkomun lokal tedavisine katkida bulunabilecegini
desteklemektedir. Postoperatif ortopedik biyomekanik malzemeler i¢inde lokal
tedavi, osteosarkomda rekiirrensi dnlemede katki tedavi se¢enegi olabilir.

Anahtar Kelimeler: Osteosarkom, kadmiyum, lokal tedavi



PREVENTION OF LOCAL RECURRENCES OF OSTEOSARCOMA IN
XSENOGRAFT IN VIVO MODEL

Nihat Demirhan DEMIRKIRAN, Institute of Health Sciences, Inciraltt Mahallesi
DEU Saglik Yerleskesi, IZMIR

INGILIZCE OZET

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



1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimi
Osteosarkom (OS) malign osteoblastlarin proliferasyonu ile karakterizedir.

Diferansiyasyon derecesine gore osteoid iiretimi gosterebilir (1, 2).

Hematolojik olmayan primer malign kemik tiimorlerinin ikinci en sik
goriilenidir  (%20-22). Kemikte goriilen tiim maligniteler gozoniine alinirsa,
metastatik lezyonlar ve miyelomlardan sonra gelir. Osteosarkomlarin ¢ogu
primerdir; Onceden bilinen herhangi bir kolaylastirict faktdér olmaksizin,
kendiliginden ortaya ¢ikar. Sekonder osteosarkomlar ise Paget hastaligi, radyasyon
gormiis kemik, kemoterapi, travma, yabanci cisim (ortopedik implant) zemininde
goriiliirler. Herediter retinoblastom, Li- Fraumeni sendromu ve Rothmund-Thomson

sendromu genetik yatkinlik olustururlar (3-5).

Bin dokuz yiiz yetmislerden 6nce OS amputasyon yontemi ile tedavisi
gerceklesen, kisa sagkalimli, ve metastatik hastaliga bagl olarak % 80 oraninda
hastanin 6ldiigii malign bir hastalikti. Kemoterapi (indiiksiyon ve adjuvant)
protokollerinin gelismesi, cerrahi yontemler ve radyolojik evreleme ¢alismalarindaki
ilerlemeler ile birlikte giiniimiizde hastalarin %90 ile %95 oranindaki kesimi
ekstremite koruyucu rezeksiyon ve rekonstriiksiyon yaklagimlari ile tedavi
gormektedir. Bu yaklagimlar ile tedavi géren hastalarin uzun donem yasama sansi ve
kiir orani, lokalize (metastaz olmayan) hastaliklarda, %60-80 diizeyine yiikselmistir

(6-8).

Osteosarkoma  tedavisinde  kullanilan  neo-adjuvan  kemoterapilerin
uygulanmasi sonucunda klinik sonuglarda belirgin bir iyilesme goriilmiistiir. Buna
karsin post-operatif gelisen rekiirrensler ortak bir sorun olarak varligim
stirdiirmektedir. Bu rekiirrens durumu genellikle ameliyat sonrasi ilk iki yil igerisinde
ortaya c¢ikmakta ve bu takip siiresinin uzamasiyla birlikte rekiirrens olasilig
azalmaktadir. Nadir olmakla beraber bes yil i¢inde de goriilebilmekte ve bu durum
osteosarkomun ge¢ rekiirrensi olarak tanimlanmaktadir (9, 10). Bu nedenle post-
operatif hastalarda rekiirrensi dnleyecek yeni yaklasim arayislart 6nem tagimaktadir.

Bu nedenle in vivo deney hayvani ¢alismalar1 gereklidir.



Kadmiyum (Cd) endiistride uzun siiredir kullanilan ve toksik etkileri iyi
bilinen bir ge¢is metalidir. Glimiis beyaz renkli, seramik, pil, elektrik ve akii
sanayisinde kullanilan bir element olan kadmiyum, c¢inko bilesikleriyle beraber
dogada kadmiyum siilfiir olarak bulunur. Japonya’da kadmiyuma asir1 maruziyet
sonras1 osteomalazi ve osteoporotik lezyonlara eslik eden agir renal yetmezlik ile
karakterize “itai-itai hastaligr” tanimlanmistir. Yiksek seviyede Cd maruziyeti
kalsiyum metabolizmasini bozar ve bobrek tasi olusmasina sebep olur. Osteoporoz
ve kemiklerin yumusamasi Cd ile kontamine olmus bolgelerde calisan yada yasayan
insanlarda yaygin olarak goriliir. Japonya’da Cinko ve kursun madenlerinden
kaynaklanan Cd ‘un gevredeki topraklari kontamine etmesi sonucunda ‘“itai-itai
hastalig1” meydana geldigi bildirilmistir. Bu hastalik hala o yorelerde 50 yas {istii
kadinlarda yaygindir. Kemiklerde agri, osteoporoz ve bobrek yetmezligi ile
karakterize olmaktadir. Kadmiyum aslinda kronik maruziyette karsinojenik olarak
bilinen bir ajandir. Ancak bir¢cok antikanserojen ajanin toksik ve uzun vadede
karsinogenezi tetikleyici olabilecegi de bilinmektedir. Kadmiyum; bobrek, iskelet
sistemi ve solunum sistemi {izerine toksiktir. Genelde dogada diisiik
konsantrasyonlarda bulunur ancak insan aktiviteleri bu toksik metalin ¢evredeki
konsantrasyonunu arttirmaktadir. Kadmiyum, Cd++ olarak bulunur ve oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonlarina ugramaz. Cd toksisitesinin mekanizmasi tamamen
anlasilmis degildir. Cd, lipit peroksidasyonu ve glutatyon tiiketimi ile sonuglanan
ROS olusumunu indiikler. Cd gastrointestinal yolla iyi absorblanmaz (% 1.5-5)
ancak inhalasyon yolu ile ¢ok daha iyi absorblanir (~ %10). Cd birincil olarak
karacigere daha sonra da bobreklere dagilir. Bu iki organ absorbe olan dozun
yaklasik yarisma karsilik gelir. Cd kan-beyin bariyerini veya plasentayr ¢ok az
miktarda asabilir. Cd birincil olarak idrar ile elimine olur ve yarilanma 6mrii (t 1/2 )
10 ile 30 y1l arasinda degismektedir.Kadmiyumun osteoblastlar da dahil olmak iizere

bir¢ok hiicrede hem invivo hem invitro olarak apoptozu tetikledigi bilinmektedir.

Akut Cd toksisitesi temel olarak lokal iritasyon sebebiyle olusur. Inhale
edilen Cd, solunum yolu iritasyonu ile birlikte gogiis agrisinin eslik ettigi agir
pnoémoni, mide bulantisi, bas donmesi ve ishale sebep olur. Toksisite 6liimciil olan
pulmoner 6deme dogru ilerleyebilir. Mideye ulasan Cd bulanti, kusma, salivasyon,

ishal ve abdominal kramplar1 indiikler. Kadmiyumun bébreklerdeki ilk toksik etkisi,



diistik-molekiil-agirlikli  proteinlerin  atiliminin  artmasidir. Cd ayn1 zamanda
glomeriilar hasar ve filtrasyonun azalmasina sebep olur. Kadmiyuma uzun siireli
inhalasyon yolu ile maruz kalan isciler akciger fonksiyonunda azalma
gostermektedir. Kronik obstriiktif akciger hastali§i, kadmiyuma maruz kalan
is¢ilerdeki 6liim oranini arttirir. Vitamin D eksikliginin esliginde kadmiyuma maruz
kalinmasi kirik ve osteoporoz riskini arttirir. Bu durum muhtemelen bdbreklerdeki

Ca2+ ve fosfatin regiilasyonunu olumsuz yonde etkilemesinden kaynaklanmaktadir.

Kadmiyuma maruz birakilan MG-63 osteosarkom hiicrelerinde apoptoz
olustugu gbzlemlenmis ve kadmiyumun oksijen radikallerini arttirmasi sonucu, p38
mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolagini aktive edip, ekstraseliiler sinyal regule
kinaz (ERK) 1/2 yolaklarin1 baskilamasi sonucu apoptoza yol actigin1 ortaya
koyulmustur. Kadmiyumun kemik metabolizmasini sican Osteosarkom modelinde,
kalsiyum metabolizmasini kollajen sentezinin bozarak ve istenmeyen protein kinaz C
aktivasyonu yoluyla da etkiledigi bildirilmistir. Daha 6nce kadmiyumla ilgili
yapilmis olan deney hayvani calismalarina bakildiginda 1991 yilinda Waalkes ve
arkadaglarinin Fischer tiirii siganlarda kadmiyumum subkutan uygulamasinin kronik
karsinojenik ve toksik etkilerini degerlendirdigi goriilmektedir (11). Bunun haricinde
kadmiyumun kemik ¢imentosu igine absorbe edilerek yapilmis bir kanser ¢alismasi
da literatiirde yer almamaktadir. Bu ¢aligmada kadmiyumum DNA hasari olusturarak
lokal olarak ameliyat sonrasi bolgede kalmis olabilecek tiimor hiicrelerini 6ldiiriicti
ya da proliferasyonlarint azaltict etkisinin olup olmadigr degerlendirilmistir. Bu

amagla 6n caligmalar yapilmistir.



1.2. Arastirmanin Amaci
Bu c¢alismada kadmiyumum DNA hasar1 olusturarak lokal olarak ameliyat
sonrast bolgede kalmis olabilecek tiimor hiicrelerini  oldiiriici ya da

proliferasyonlarini azaltici etkisinin olup olmadig1 degerlendirilmistir.

1.3. Arastirma Soru ve Hipotezleri
Bu aragtirmanin ana hipotezi, kadmiyumun ameliyat bolgesine lokalize
uygulanmasinin sonucunda osteosarkom niiksiinii 6nledigi seklindedir. Buna

dayanarak arastirmada su sorularin yanitlar1 aranmistir:

1. Timdre karst kadmiyumun apoptoz ve nekroz ilizerindeki etkisi sadece kemik
¢imentosu uygulanmasindan farkli midir?

2. Lokal uygulanan kadmiyumun etkisi kemik ¢imentosu ile azalmakta midir?

3. Kemik ¢imentosu icinde uygulanan kadmiyum sistemik olarak yan etki

olusturmakta midir?



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Osteosarkoma Tanimi

Osteosarkom (OS) atipik, malign osteoblastlarin osteoid yapimi ile
karakterizedir. Herhangi bir tiimorin i¢inde wufak bir sahada dahi atipik
osteoblastlarin osteoid yaptig1 goriiliirse bu tlimoriin tamami osteosarkom olarak

adlandirilir (1, 2).

Hematolojik olmayan primer malign kemik tiimorlerinin ikinci en sik
goriilenidir (%20-22). Kemikte goriilen tiim maligniteler g6zoniine alinirsa,
metastatik lezyonlar ve miyelomlardan sonra gelir. Osteosarkomlarin ¢ogu primerdir;
onceden bilinen herhangi bir kolaylastiric1 faktér olmaksizin, kendiliginden ortaya
cikar. Sekonder osteosarkomlar ise Paget hastaligi, radyasyon gormiis kemik,
kemoterapi, travma, yabanci cisim (ortopedik implant) zemininde goriiliirler.
Herediter retinoblastom, Li-Fraumeni sendromu ve Rothmund-Thomson sendromu

genetik yatkinlik olustururlar (3-5).

1970’lerden dnce osteosarkom amputasyon ile tedavi edilen, sagkalimi kisa,
hastalarin %80’inin metastatik hastaliklardan 6ldiigii bir hastalikt1. Indiiksiyon ve
adjuvan kemoterapi protokollerinin gelismesi, cerrahi teknikler ve radyolojik
evreleme ¢alismalarindaki ilerlemelerle hastalarin  %90-95°1 artik ekstremite
koruyucu rezeksiyon ve rekonstriiksiyon ile tedavi gérmektedir ve bu hastalarin uzun
donem yasama sans1 ve kiir orani, lokalize (metastaz olmayan) hastaliklarda, %60-

80’e ylikselmistir (6-8).

Osteosarkoma tedavisinde kullanilan neo-adjuvan (ameliyat oncesi timorii
kiiciiltme amagli) kemoterapilerin uygulanmasi sonucunda klinik sagkalimda belirgin
bir iyilesme goriilmesine karsin post-operatif gelisen rekiirrensler ortak bir sorun
olarak varligini stirdiirmektedir. Bu rekiirrens durumu genellikle ameliyat sonrasi ilk
iki y1l i¢inde ortaya c¢ikmakta ve bu takip siiresinin uzamasiyla birlikte rekiirrens
olasilig1 azalmaktadir. Nadir olmakla beraber bes yil icinde de goriilebilmekte ve bu

durum osteosarkomun gec rekiirrensi olarak tanimlanmaktadir (9, 10). Bu nedenle



post-operatif hastalarda rekiirrensi 6nleyecek yeni yaklasim arayislar1 yer almaktadir.

Bu nedenle in vivo deney hayvani ¢aligmalar1 6nem tagimaktadir.

2.2. Osteosarkom Epidemiyolojisi

OS, malign mezenkimal hiicrelerle birlikte histolojik osteoid iiretim
bulgularina sahip nadir bir sarkomdur (11). OS, ergenlik déoneminde en sik goriilen
tictincii kanser olup, daha yaygin goriilen lenfomalar ve beyin tiimdrlerinden sonra
gelmektedir. On bes yasin altindaki bir milyon c¢ocuk basina yillik 5,6 vaka
goriilmektedir (12-14). Insidansinin en fazla oldugu yasamin ikinci on yilindadir (15,
16). Bes yasindan once OS nadir olarak goriilmektedir (17). OS, hiicre dongiisii
diizenlemesinde bilinen kalitsal kusurlarla iligkili birkag¢ vaka ile birlikte sporadik
olarak ortaya cikabilmekte, ancak tiimor 6rneklerinin yaklasik % 70'i kromozomal
anormallik sergilemektedir. Bunlar genellikle tiimor baskilayict genlerdeki veya

DNA helikazlarindaki mutasyonlari igermektedir (18).

2.3. Osteosarkom Tipleri
Diinya Saglik Orgiitii’niin kemik tiimorlerinin histolojik siniflandirmasi,
OS’yi merkezi, intramediiller ve yiizey tiimdrlerine bolerek her grup altinda bir dizi

alt tipe ayirmaktadir (19) (Tablo 1).

Tablo 1. Osteosarkom tipleri (19)

Grup Alt Tipleri

Konvansiyonel (intramediiller) Osteoblastik

osteosarkom Kondroblastik
Fibroblastik
Epiteloid

Dev-hiicreli
Kiigiik hiicreli
Telanjiektatik

Korteks-iliskili osteosarkom Parosteal
Dediferansiye parosteal
Periosteal

Yiiksek-grade yiizey




Intrakortikal

Diisiik-grade (merkezi) osteosarkom

Osteoblastom- benzeri osteosarkom

Hastahk-iliskili osteosarkom

2.4. Osteosarkom Tanis1

Osteosarkom tanis1 koymak icin kullanilan teknoloji ve teknikler son birkag
on yilda gelismistir (20). Herhangi bir siipheli kemik lezyonu i¢in, tiim kemigin ve
bitisik eklemin en az iki rontgen goriintiisiiniin alinmasini igeren bir preoperatif
goriintiileme protokolii izlenmelidir. Radyografilerde, kemik metafizinde ortaya
cikan ve osteoblastik ve / veya osteolitik bolgeler, periost reaksiyonu ve yumusak

doku Kkitlesi ile ortaya ¢ikan hastalik olarak tanimlanmis bir lezyon gosterilecektir

(21-23).

Manyetik rezonans goriintileme (MRG), lezyonun yumusak doku ve
norovaskiiler yapilara yayilimini, kemik iligi replasman seviyesini, lezyonlar
dislama ve siirlayict eklemin i¢ine uzanmasini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir
(21-23). Bilgisayarli tomografi (BT) taramalar1 kortikal diizensizlikler, kirik
bolgeleri, mineralizasyon ve ndrovaskiiler tutulumun tanimlanmasinda yararhdir (21-
23). Hastaligin kemoterapiye histolojik tepkisini degerlendirmek ve ilerlemesiz
sagkalimi1 6ngdérmek i¢in PET taramalarinin kullanilmasini 6nermektedir (23).

OS tanisinda biyopsi 6nemlidir. Nihai tiimor rezeksiyonu biyopsi yolunu
icermelidir, ¢iinkii bu bolge tiimor hiicreleriyle kontamine olabilmektedir. Cerrah
gelecekteki bu cerrahiye dahil edilecek bir biyopsi yolunu se¢melidir (22). Tercihen,
biyopsiyl yapan cerrah, daha sonrasinda rezeksiyonu gerceklestiren ayni cerrah
olmaktadir; eger bu miimkiin degilse, deneyimli bir radyolog biyopsiyi goriintiileme
yardimi ile yapabilir veya deneyimli bir cerrah radyolojik rehberlik olmadan
perkiitan biyopsi yapabilmektedir (23, 24).

Biyopsi yapildiktan sonra frozen kimi zaman tamamlanmaktadir. Histolojik
olarak OS, osteoblastik, kondroblastik veya fibroblastik olarak ortaya ¢ikacaktir (25,

26). Birgok tiimor, ii¢ hiicre tipinin ve matrisinin 6zelliklerini gostermektedir (25).



Bulgular kas-iskelet sistemi patolojisinde tecriibesi olan bir patolog tarafindan
gbzden gegirilmelidir (26).

OS igin tanisal bir laboratuvar testi yoktur; ancak, tam kan sayimi, temel
metabolik panel, bobrek ve karaciger fonksiyon testleri ve idrar tahlili, kemoterapiye
baslamadan 6nce hastanin temel organ islevini degerlendirmek i¢in faydalidir.

2.5. Osteosarkom Evrelemesi

Osteosarkomda kullanilan evreleme siniflandirmasi, Enneking sistemi olarak
da bilinen Kas Iskelet Sistemi Tiimor Dernegi evreleme semasidir. Bu sistem, bir
tiimdriin diisiik veya yiiksek dereceli (I veya II) olup olmadigini, tiimoriin intra veya
ekstra boliimler arast (A veya B) olup olmadigini ve herhangi bir metastaz olup
olmadigini belirler (IIT). Evre IA, kortikal olan diisiik dereceli bir tiimori, IB ekstra
kortikal olan diisiik dereceli bir timori, IIA ise kortikal olan yiiksek dereceli bir
timorii ve IIB, yiliksek dereceli bir tiimorii, ekstra-kortikal. Metastatik hastalik
hastay1r otomatik olarak evre III kategorisine yerlestirir (22, 23, 27). En sik olarak,
OS hastalari evre IIB'de tan1 almaktadir (22) (Tablo 2).

Tablo 2. Osteosarkom evreleri

Enneking’ e gore OS’ un Kas-Iskelet Sistemi Tiimér Dernegi evrelemesi

Evre | Diisiik-grade, metastaz yok

1A Intra kompartmental

1B Ekstra kompartmental

Evre Il Yiiksek-grade, metastaz yok

HA Intra kompartmental

1B Ekstra kompartmental

Evre 111 Diisiik- ve yiiksek- grade, metastaz var
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2.6. Osteosarkom Tedavisi

OS i¢in konvansiyonel tedavi, neoadjuvan ve adjuvan kemoterapinin ve
cerrahinin bir kombinasyonundan olusmaktadir (29). Kemoterapi uygulanmadan
once, cerrahi amputasyonda dahi yiiksek dereceli konvansiyonel osteosarkomda %
20'den daha az sagkalim sozkonusudur, bu da cerrahi dncesi mikrometastazlarin
(tipik olarak pulmoner) varligin1 géstermektedir (30). Diisiik dereceli tipik olarak tek
basina eksizyon ile tedavi edilebilir ve nihai patoloji diisik dereceli oldugunu

dogrularsa kemoterapi uygulanmamaktadir.

2.6.1. Cerrahi tedavi

Tiimor cerrahisinin amaci, tiimdriin genis eksizyonu ile hastaligin tamamen
rezeksiyonunu yapmaktir (31). Cerrahi segenekler amputasyona karst ekstremite
kurtarma seklinde ayrilabilmektedir.

Ekstremite kurtarma cerrahi teknikleri, OS'li hastalarin% 85-90" i¢in giivenli
bir tedavi metodolojisi saglamaktadir (32, 33). Rezeksiyon ve rekonstriiksiyon da
dahil olmak iizere, ekstremite kurtarmanin iki temel adimi vardir. Rezeksiyon,
hastaligin ortadan kaldirilmasi igin ¢ok o©nemlidir. Onceki biyopsi alani ve

yollarindan en az 2 cm bosluk icermelidir.

Rekonstriiksiyon, uzuv kurtarmada bir sonraki adimdir. Klavikula veya
proksimal fibula gibi agirlik tagimayan kemiklerin, sadece eksizyonun fonksiyonel
eksiklige neden olmadigindan rekonstriiksiyon gerektirmedigine dikkat edilmelidir
(34). Agirlik tastyan kemiklerde rekonstrilksiyon uygulamalari ise, endoprotetik
replasman ve biyolojik rekonstriiksiyon seklinde ayrilabilmektedir. Biyolojik yer
degistirme, allogreft, otogreft, geri doniisiimlii otogreftler ve allogreft protez

kompozit rekonstriiksiyonlarini igeren ikincil ekstremite rekonstriiksiyonlaridir.

2.6.2. Kemoterapi tedavisi

Osteosarkom i¢in standart tedavi su anda neoadjuvan kemoterapi, cerrahi ve
adjuvan kemoterapidir. Neredeyse tiim tedavi rejimlerinde bulunan dért kemoterapi
maddesi, lokovorin kurtarma, doksorubisin, sisplatin ve ifosfamid ile birlikte
metotreksat icermektedir. Metastatik hastaligi olan hastalar da etoposit ile tedavi

edilebilmektedir. Neoadjuvan kemoterapiye tiimér nekroz yaniti tedaviye verilen
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toplam yaniti belirlemektedir (35). “Doz yogunlugu” yaklasimi da Onemlidir.
Lokalize OS'lu hastalarin 703 c¢izelgesini geriye doniik olarak incelenmis ve
ameliyattan sonra kemoterapiye devam etmek i¢in 21 giinden fazla bekleyenlerin
Olim oranlarmin anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Doz yogunlugunu
korumak i¢in ameliyat sonrasi ilk 21 giin icinde kemoterapinin yeniden baglatilmasi

onerilmektedir (36).

2.6.3. Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, stipheli etkinligi ve buna bagli enfeksiyon riski nedeniyle
OS'min tedavisinde tartigmali bir role sahiptir. Diisiikk maliyetli rekonstriiktif
modaliteye ek olarak ilging bir uygulama Japonya'da popiiler hale gelmistir. 2013
yilinda yaymnlanan bir caligmada, ekstracorporeal iginlama (ECI) aldiktan sonra
sarkomlu (37'si OS olan) 101 hastayr geriye doniik olarak incelemis ve iimit verici
sonuclar elde edilmistir. ECI ilgili kemigin blok rezeksiyonu, her kemik segmentinin
50 Gy radyasyonla tedavisi ve kemigin nihai replantasyonundan olugmaktadir. ECI
hastalik rekiirrensini 6nlemede etkili olan, diisiik bir enfeksiyon riski tasiyan diisiik

maliyetli bir tedavi olarak 6nerilmektedir (37).

2.7. Kadmiyum

Kadmiyum kronik maruziyette karsinojenik olarak bilinen bir ajandir. Ancak
bircok antikanserojen ajanin toksik ve uzun vadede karsinogenezi tetikleyici
olabilecegi bilinmektedir. Daha 6nce kadmiyumla ilgili yapilmis olan deney hayvani
calismalarina bakildiginda 1991 yilinda Waalkes ve arkadaslarinin Fischer tiirii
sicanlarda kadmiyumum subkutan uygulamasinin kronik karsinojenik ve toksik
etkilerini degerlendirdigi goriilmektedir (38). Kadmiyumun kemik dokusu iizerine
direk etkileri literatiirde tanimlanmustir. Fetal ratlarda kemik resopsiyonunu arttirdigi,
embriyonik civciv femur kiiltiirlerinde kalsifiye ankalsifiye osteois dokuyu azalttigi,
embriyonik civciv tibialarinda kalsiyum salinimini arttirdign goriilmiistiir (39, 40).
Kadmiyuma maruz birakilan osteosarkom hiicrelerinde apoptoz olustugu ve
kadmiyumun kemik metabolizmasint sigan Osteosarkom modelinde, kalsiyum
metabolizmasini  kollajen sentezinin bozarak ve istenmeyen protein kinaz C

aktivasyonu yoluyla da etkiledigi bildirilmistir.
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Bunun haricinde kadmiyumun deney hayvaninda kemik cimentosu igine
absorbe edilerek yapilmis bir kanser ¢aligmasi da literatiirde yer almamaktadir. Bu
calismada kadmiyumum DNA hasar1 olusturarak lokal olarak ameliyat sonrasi
bolgede kalmis olabilecek tiimor hiicrelerini Oldiirlici ya da proliferasyonlarini

azaltic1 etkisinin olup olmayacagi test edilmistir.

2.8. Kemik Cimentosu

Yaygin olarak kemik ¢imentosu olarak anilan Polimetilmetakrilat (PMMA),
50 yildan uzun siiredir ortopedik cerrahi prosediirlerde kullanilmaktadir. Daha
oncesinde Gluck 1870’li yillarda diz protezi fiksasyonunda al¢1 ve kolofan (regine)
ile olusturdugu ¢imentoyu kullanmistir (41). Alman biliminsan1t Rohm PMMA iiriinii
olan plexiglast 1933 yilinda tariflemistir (42). PMMA toz polimeri ve sivi
monomerinin benzoil peroksid ile karistirilarak sertlesmesi ise 1936’da Kulzer
tarafindan ortaya konmustur (43). Ancak bu tepkimenin ger¢eklesmesi igin karigimin
100 °C’ye 1sitilmast gerekmekteydi. PMMA nin klinik kullanima girebilmesi ancak
Degusa ve Kulzer tarafindan oda sicakliginda tepkimeyi saglayabilecek bir baslatici
ekleme sonrasinda olmus ve baslangigcta dis hekimleri tarafindan yaygin olarak
kullanilmistir (44). Ortopedide kemik ¢imentosunun ilk kullanan ise 1958 yilinda dis
hekimlerinin bu malzemesini kendi adiyla iinlenen ¢imentolu kalgca protezi

uygulamalarinda tarif eden Charnley olmustur (45).

PMMA; karistirildiginda 1s1 agiga cikaran (ekzotermik) bir tepkimeye yol
acan s1v1 haldeki metilmetakrilat monomeri ve toz haldeki polimerden olusmaktadir.
Karistirllma oOncesinde tepkime olugmasini engellemek igin stabilizator amagh
hidrokinon igermektedir. Tepkimenin oda sicakliginda olusabilmesini saglamak igin
tozun igerisine baslatict benzoil peroksid ve hizlandirici olarak toludin sivinin
icerisine eklenmektedir (41). Bunun yaninda kemik ¢imentosunun rontgenlerde
goriintiilenebilmesini  saglamak amaciyla radyoopak  baryumsiilfat veya
zirkonyumdioksitten faydalanilmaktadir (46). Kemik ¢imentosu icerisine sonradan
veya Uretim asamasinda basta gentamisin, vankomisin, tobramisin olmak iizere
antibiyotikler de eklenebilmektedir (47). Ancak kemik ¢imentosuna eklenecek her

malzemenin biyomekanik dayaniklilig1 da degistirecegi unutulmamalidir.
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Kemik c¢imentosu yapistirict degil tutunucu bir malzemedir. Ortopedik
cerrahide kemigin igerisine girerek implanti sabitlemekte ya da bosluklar
doldurmakta kullanilmaktadir. Uygulama sonras1 doku igerisinde olusan ekzotermik
tepkimenin 1s1 artigi ile protein denatiirasyonu, damar uglarinda termal koagulasyon

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

Kemik c¢imentosunun bosluklar iceren yapisi ilaglarin ilgili bolgeye lokal
olarak uygulanmasini saglamaktadir. Cimento i¢ine katilan ilaglarin dokuda yavasga
salmarak uzun siire yiiksek konsantrasyonlarda etki gostermesi hedeflenmektedir.
Kemik ¢imentosunun bu amagla kullanimmin en yaygm sekli ortopedik
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotikli ¢imento uygulamalaridir. Bunun
yani sira son yillarda ortopedik tiimorlerin tedavisinde metotreksat, doksorubisin,
sisplatin gibi ilaglarin kemik ¢imentosu igerisinde uygulanmalar1 {izerine ¢alismalar
yapilmaktadir (49,50). Yine kemik ¢imentosu icerisine bifosfonatlarin (pamidronat,
zolendronik asit) eklenmesi de multipl miyelom, dev hiicreli timér ve metastatik

karsinomlarda izlenen osteolizi tedavi etmek i¢in denenmektedir (51).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Subkutan ksenograft nude fare osteosarkom tiimér modelinde cerrahi
rezeksiyon sonrast lokal olarak bu bélgeye konulacak kemik ¢imentosu igindeki
kadmiyum ile rezidii tiimor ve rekiirrens olasiligi onlemesi {izerine etkinliginin

edilmesinin amaglandigi bu ¢alisma deneysel galisma olarak planlandi.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirmanin hiicre kiiltiirt bolimdi, sakrifikasyon sonrast
immiinohistokimyasal, akimsitometrik ve diger analizler Dokuz Eyliil Universitesi
Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim dalinda, in vivo deney hayvani modeli
deneyleri, cerrahi girisimler ve sakrifikasyon Dokuz Eyliil Universitesi Deney
Hayvanlar1 Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Arastirmaya Ekim
2017°da baglandi ve veri toplama islemi Aralik 2018°de sonlandirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali1 Laboratuvari’nda
tretilen nude farelerle deneysel olarak gercgeklestirildi. Atimik nude farelerin
onkoloji arastirmalarinda timoér modeli olusturma acisindan sagladigi pratik
avantajlar nedeniyle literatiirde yapilan arastirmalar sonucunda model indiiksiyonu

acisindan nude farelerin kullanildig: goriilerek bu model secildi.

Calismada 8 haftalik ortalama agirliklar: 30 gr olan, 35 adet disi atimik nude

fareler rastgele segilerek, her biri 7 fare iceren bes grup olusturuldu.
Grup K (n: 7) : Kontrol timdr grubu
Grup (n: 7) : Totale yakin tiimor rezeke edilip takip edilen Fare grubu

Grup I (n: 7) : Totale yakin tiimor rezeke edilip kemik ¢imentosue kadmiyum

emdirilerek lokal salinimi yoluyla uygulanan Fare grubu
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Grup Il  (n: 7) : Totale yakin tiimor rezeke edilip kemik ¢imentosue SF emdirilerek

lokal salinimi yoluyla uygulanan Fare grubu

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

3.4. Calisma Materyali

Ortalama agirliklar: 30 gr olan, 8 haftalik 35 adet disi atimik nude fare Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuarindan
(DEUTFDHAD) saglandi. Fareler ¢alisma siiresince oda 1sisinda (20 + 2 °C) ve
12’ser saatlik aydinlik / karanlik ortaminda tutulup, steril edilebilen pellet fare yemi
ile beslendi, steril suya serbestce ulasabilmeleri saglandi. Calismaya baslamadan

once fareler bir hafta siireyle bu ortamda izlenip ortama uyum gdstermeleri saglandi.

Diger materyaller:
v" Tunel kit
v Annexin v fitc apoptosis detection kit
v Inkiibator ana kart1 (thermo igin)
v Kemik kemik ¢imentosui
v Atimik nude fare
v" Tiip raki renkli plastik
v" Kriyotiip kutusu (cryo box)
v Mikrofiltre 70 mikrom steril
v" Otoklav bandi buhar
v" Petri kutusu 15mm ¢apinda
v Aliminyum folyo

v" Fare yemi (patojenlerden arindirilmig tip) - 5 kg
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Otomatik pipet seti (0,5-10; 10-100; 100-1000 ul)

Pipet tabancasi 1-100 ml (pipette aid)

Manuel pipet steril 2 ml

Manuel pipet steril 10 ml

Hiicre kaziyic (cell scraper)

Lam saklama (tagima) kutusu, 100 lamlik

Penisilin / streptomisin

D-PBS (dulbecco fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi)

K7M2 osteosarkom hiicre hatti

RPMI-1640 medium 500 ml

FBS fotal dana (fetal bovine) serum inaktive edilmis 100 ml

DMEM [dulbecco's modified eagle medium] 500 ml.

Pastor pipeti 3 ml

Gazli bez (7.5x7.5 cm)

Lam 100lik

Pipet ucu mavi 0-1000 mikrol

Flask 75 cm2

Pipet ucu sar1 20-200 mikrol

Filtreli santrifiij tiipti 4 ml (24 adet/paket)
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v" Yiizey kapakl kuyucuklu slayt
v" Flask 25 cm2

v' Kriyovial steril, polipropilen 2 ml.
v Lamel 24x50 100lik

v' Eldiven pudrasiz lateks

v Lam polilizin kaph

v’ Insiilin enjektorii (100 ad/kutu)
v' Bistiiri ucu no:24 (100 ad/kutu)
v Deney hayvanlari althig

v Kadmiyum standart soliisyonu
v" Tripsin EDTA soliisyon

v’ L-glutamin

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmamn bagimli degiskeni: Timor boyutundaki degisim, apoptoz, nekroz,
canlilik

Arastirmanmin bagimsiz degiskeni: Gruplar

3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Hiicre kiiltiirii ve Kadmiyum emdirilmis kemik ¢imentosunun in vitro

degerlendirilmesi

Kullanilan ajanlarin in vivo osteosarkom nude fare modelindeki etkisinin
belirlenmesinden 6nce doz optimizasyonlar1 icin K7M2 hiicre hattinda canliligina

etkisinin in vitro arastiritlmasi gerekmektedir. Bu nedenle hiicreler %10 fetal bovin
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serum iceren DMEM ortaminda (%1 L-Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin’li)
kiiltiire edildikten sonra 37°C %5 CO?2 inkiibatore kaldirilmistir. Hiicreler yaklasik
2x10° diizeyine eristiginde tripsin-edta solusyonu ile flask yiizeyinden kaldirilarak 96
kuyucuklu plate i¢ine 6 kuyucuk/ grup ve kuyucuk basina 5000 hiicre olacak sekilde
ekildi. Bu plate, hiicrelerin kuyucuklar i¢inde tutunmasi i¢in 24 saat beklendikten
sonra hiicrelerin kalkmamasina dikkat edilerek {ist fazlar pipetlenip uzaklagtirilacak
ve kadmiyum siilfatin farkli dozlar1 (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 inkiibatore kaldirildi.
Inkiibasyon siiresi bittiginde WST-1 ile hiicre canlihi@g tayini yapildi. Kemik
¢imentosu i¢inden salinimi en uygun olacak doz asagida detaylar1 verilen

optimizasyon deneylerimize gore belirlenerek hayvan deneyi i¢in rehber alindi.

MG-63 ve K7M2 osteosarkom hiicre hatlar1 sirastyla MEM ve DMEM Kkiiltiir
ortamlart igerisinde (%10 FBS, %1 penisilin- streptomisin ve %1 L-glutamin ilaveli)
37°C ‘de %5 CO2 kosullarda inkiibe edildi. Deney gruplari i¢in hedeflenen hiicre
sayisina ulasildiktan sonra 10 mg/ml dozdaki kadmiyum ve PMMA kemik ¢imentosu
(Biomet Bone Cement, Biomet Orthopedics Warsaw, Indiana, ABD) ile iki farkli in
vitro uygulama yapildi. Ik grupta kadmiyum ¢ozeltisi 5-10-15-20-25-50—100—
200-300—400-500 kat seyreltilerek dondurulmus haldeki ¢imentoya emdirildi ve
hiicrelerin bulundugu kuyucuklarda 24 saat bekletildi. Bir diger uygulama sekli ise
20 kat seyreltilmis dozdaki kadmiyum c¢ozeltisinin toz haldeki kemik ¢imentosu
polimerine eklendikten sonra sivi monomeri ile karistirilarak hazirlanmasini takiben
hiicre hattin1 igeren kuyucuklara sayis1 artan sement pargalar1 eklendi ve 24 saat
sonra degerlendirildi. Siire sonunda sementler kuyucuklardan c¢ikarilarak WST-1
yontemi ile hiicrelerin canliliklar1 degerlendirildi. Diger taraftan sementsiz sadece
kadmiyum c¢ozeltisinin seyreltilmis dozlart da MG-63 hiicrelerine uygulanarak 24
saat sonunda hiicre canlilig1 degerlendirildi. Kadmiyum eklenmeden sadece kemik
¢imentosunun hiicre hatlarmma uygulandigi grup ise c¢alismanin son grubunu
olusturdu. Her iic gruba da uygulanan c¢imento sekillerinin por yapilar1 da

mikroskobik diizeyde incelendi.

Her iki osteosarkom hiicre hattinda da kadmiyumun hiicre proliferasyonunu

doz bagimli olarak azalttig1 tespit edildi. Tek basina kadmiyum uygulandiginda MG-
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63 hiicrelerinde 5 ve 10 kat seyreltmeler en yliksek anti-proliferatif etkiyi gosterdi
(%25 ve %42 canlilik. Kadmiyumun donmus ¢imentoya emdirilerek uygulandig:
grupta ise daha yiiksek seyreltmelerde, tek basina uygulandigi aymi seyreltme
kosullarina gore daha etkin anti-proliferatif etkinlik goriildii. Kadmiyum eklenip
karigtirilarak hazirlanan ¢imentonun uygulandigi grupta ise; donmus ¢imentoya
emdirilerek uygulandig1 gruptan daha yiiksek sitotoksik etki tespit edildi. Sementin
kadmiyumsuz uygulandig1 grupta ise %80’lere ulasan yiiksek canlilik gozlendi.

3.6.2. Fare ksenograft modelinin olusturulmasi

Calismada 8 haftalik ortalama agirliklar1 30 gr olan, 35 adet disi atimik nude
fareler Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuarinda (DEUTFDHAL) hepafiltre ile havalandirmasi olan 6zel bir odada
tutularak ve serbestge yem ve suya ulagmalar1 saglandi. Fareler calisma boyunca oda
isisinda (20+£2°C) ve onikiser saatlik aydinlik/ karanlik ortamda tutulup, steril
edilebilen pellet fare yemi ile beslenmesi ve steril suya serbestce ulasabilmeleri
saglanmistir. Calismaya baslamadan 6nce fareler bir hafta siireyle bu ortamda izlenip

ortama uyum gostermeleri saglandi.

Atimik nude farelere 1x10° hiicre/mL K7M2 osteosarkom hiicresinin femur
icine enjeksiyonu ile tiimor gelisimi saglandi. Olusturulan tiimoér hacmi 150 mm3’ e
ulastiginda (yaklasik 10 giin) her bir grupta n=7 olacak sekilde fareler randomize
edilerek, hayvanlarda 15 giinliik siire¢ icerisinde tiimdr olusumu tespit edilmeyenlere
ayn1 miktardaki K7M2 hiicreleri subkutan sag kalca {lizerine enjekte edilerek tiimor

olusumu degerlendirilmeye alindu.

Calisma gruplar1 olusturulmadan 6nce ¢alisma optimizasyonu i¢in alinan 5
farede tiimo6r olusumu optimize edildi. Kemik c¢imentosu i¢ine kadmiyum

emdirildikten sonra hayvandaki adaptasyonu ve salinimi izlendi.

Cerrahi girisim klas 2 kabinette hepafiltre c¢alisirken gerceklestirildi.
Girisimsel islemler Oncesinde farelere ketamin 35mg/kg, ksilazin S5mg/kg
kombinasyonu ile genel anestezi uygulandi. Batikonla lokal insizyon yeri temizligi

sonrast cilt ciltalti kesilip timor goriilerek ve gruplara gore tiimii ya da 15 mm3
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timor kalacak sekilde opere edildi. Hemostaz saglanip, lokal maddeler uygulanip

steril siitlirlerle kapatildi. Post operatif bakim IVC kafeslerde yapildi.

3.6.3. Kimyasallar

Kadmiyum: Sigma A.S.’den temin edildi. 1 cc SF ve Kadmiyum kemik
¢imentosu i¢ine emdirilerek kemik ¢imentosuin post-operatif yerlestirilmesi ile lokal

salinimi gergeklestirilerek hayvana uygulandi.

Kemik Cimentosu: Dokuz Eyliil Univeristesi Ortopedi ve Travmatoloji
Klinigimizde cerrahi uygulamalarda rutin kullanimda olan Biomet Bone Cement
(Biomet Orthopedics Warsaw, Indiana, ABD) deney grubuna uygun bicimde
kadmiyum ve SF eklenerek kullanildi.

3.6.4. Farelerin arastirmadan ¢ikarilma Kkriterleri

Calisma siiresince sepsis gelismesi, veterinerin uygun gormesi halinde ve
uyaranlara belirgin derecede azalmis yanit verme durumunda fareler ¢alismadan
cikarilmak tizere gozlemlendi. Agirliginin % 15’inden fazlasin1 kaybeden hayvanlar
calisma dis1 birakilmasi ve boyle bir durumda her bir grupta 5 adet fare olmasi
saglanana dek yeni farelerle calismaya devam edilmesi ve kayiplardan etik kurulun
haberdar edilmesi planlanmisti. Ancak ¢alisma siiresince takiplerde kaybedilen veya

calismadan ¢ikarilmak durumunda kalinan hi¢ hayvan olmamaistir.

3.6.5. Farelerin sakrifikasyonu, organ ve dokularin disseke edilmesi

Operasyondan 15 giin sonra fareler sakrifiye edildi. Fareler feda edilmeden
once eter inhalasyon anestezisi seklinde uygulandi. Farelerin organ ve dokular
disseke edilerek, rezidii timor yatagi disseke edilip formol igine konarak 1sik

mikroskobik analizlere ayrildi.

3.6.6. Parafin Kesitte Tunel Ile Apoptoz Analizi

Kesitler, bir gece 60°C etiivde tutulup sogutulduktan sonra 2 ser defa 30 dk
ksilen icerisinde bekletildi. Hayvanin kodu, alinan 6rnek ve lamin iizerine kursun
kalemle yazilarak kaydedildi. Parafin kesitler sirasiyla; %96, %80, %70 ve %60'lik
etil alkolde ikiser dk tutulup fosfat tamponunda 5 dk yikandi. Kesitlerin ¢evreleri
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siirlayict kalem ile ¢izilip 1:500 diliisyon oranindaki Protinaz K soliisyonu
damlatilarak 15 dk oda sicakliginda tutuldu. PBS soliisyonu ile 3 defa 5 ‘er dk
yikamanin ardindan endojen peroksit blokaj1 yapildi. (% 3 H202) (5 dakika). PBS
soliisyonu ile 3 defa 5’er dk yikamadan sonra equilibration tampon soliisyonu ile 5
dk oda sicakliginda yikandi. Her bir kesit i¢cin 77 pl tampon soliisyonuna 33 pul TdT
eklenerek ornek bagina 100 pl TdT soliisyonu hazirlanmis oldu ve kesitler tizerine
damlatildi. TdT konmus kesitlerin iizerine soliisyonun iyice yayilmasi igin plastik
lamel konularak 37°C sicaklikta 1 saat bekletilerek siire sonunda reaksiyon durdurma
tampon soliisyonu hazirlanarak (1 ml durdurucu yikama tamponu ve 34 ml distile su
karigtirilarak) 10 dk oda sicakliginda yikandi. Anti-digoxigenin konjugati ile 30
dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikanip DAB
soliisyonu damlatildi ve 5 ile 10 dk kadar kapali ve nemli kutuda bekletildi. PBS
soliisyonu ile 3 defa 5’er dk yikandiktan sonra distile su ile de yikama yapildi ve
Mayer’in hematoksileni ile ¢ekirdek boyanmasi kontrol edilerek 1-5 dk boyama
yapildi. Distile su ile yikamanin ardindan sirasiyla %80, %96 ve %100’lik etil
alkolde 1’er dakika bekletilip kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dakika ksilende

seffaflastirildi ve lamel kapatma soliisyonu kullanilarak kesitler kapatildi.

3.6.7. Degerlendirme yontemleri

Steril kosullarda sakrifiye edilen fareler sirttan agilarak tiimor dokusu
almmisti.  Gerekli doku takip islemlerinden sonra dokularda histopatolojik
incelemelerle degerlendirmeler yapilmisti. ~ TUNEL yontemi Parafin bloktan
hazirlanan 5 mikrometre kalinlikta polilizin kapl lamlardaki TUNEL yontemi ile
apoptoz boyamasi yapilmistir. Degerlendirme 5 farkli alanda 1000’er hiicrede sayim
yapilip yilizde ortalama olarak kaydedilmistir. Tiimor dokusundaki nekrotik alanlar
151k mikroskobu altinda degerlendirilmistir. Ayrica lokalize olarak yerlestirilen
kadmiyumun sistematik olarak bir etkisinin olup olmadig1 sakrifikasyon sirasinda
alinan karaciger, bobrek dokularinda histopatolojik olarak ve TUNEL ydntemi ile

degerlendirilmistir.
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3.6.8. Anneksin V- propidyum iyodiir boyama protokolii ile akim sitometrik

apoptoz degerlendirilmesi

Kontrol grubu olan farelerin tiimorleri ve diger gruplardaki eksizyon sirasinda
alinan (primer) ve eksizyon sonrasinda tekrarlayan, niiks timor 6rnekleri taze olarak
RPMI hiicre kiiltiir ortaminda akim sitometri ¢aligmasina hazirlandi. Tiimorler
medium igerisinde kiigiik pargalara ayrilip filtreden gecirilerek tek hiicre
siispansiyonu elde edildi. 1200 rpm de 5 dk santrifiij edilen hiicreler 200 ul PBS
icerisinde resiispanse edildi. Her 6rnek i¢in 100 ‘er ul hiicre siispansiyonu dogru
kapilama amagli kullanilacak, boyasiz “unstained” tiipiine aktarildi. Kalan 100 ul ise
anneksin V ve PI boyamasi i¢in diger 5 ml lik polistren akim sitometri tiipiine alind1.
Boyama boyunca tiipler buz igerisinde muhafaza edilerek, 1siktan korumak amacli
tiiplerin etrafi aliiminyum folyo ile sarildi. Boyama yapilacak tiiplere FITC konjuge
edilmis olan Anneksin V ‘den 5 ‘er ul, PI ‘dan 10 ‘ar ul eklendi. Tiipler +4 °C ‘de 15
dk karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sirasinda taze olarak 10x
Anneksin V baglayict tampon diliie edilerek PBS ile 1x lik konsantrasyona getirildi.
Inkiibasyon sonunda 1x anneksin baglayici tampondan tiim tiiplere (unstained ve
anneksin V- Pl icerenlere) 400 ‘er ul eklendi. BD Accuri C6 akim sitometri cihazi ile
tipler uygun kapilamalar alinarak apoptoz, nekroz ve canlilik acisindan

degerlendirildi.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Bu c¢alismada elde edilen wverilerin istatistik analizi, SPSS istatistik
programinin 24.0 versiyonu kullanilarak gerceklestirildi. Veriler ortalama+standart
sapma biciminde verildikten sonra iki grup arasi karsilastirmalar nonparametrik
Mann-Whitney U; ikiden fazla gruplar arasi Kruskal Wallis testleri ile yapildi. P
degeri 0.05°den diisiik olarak anlamlilik diizeyinde kabul edildi.

3.8. Arastirmanin Simirhhiklar
Bu arastirmada deney hayvami kullanildigr ic¢in timor olusum siiresinin
standart olmamasi, es zamanli olarak tiim gruplarin sakrifikasyonunun

gerceklestirilememesi gibi arastirma smirliliklar ile karsilagildi. Ancak ksenograft
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calismalarinda bu smirhiliklar siklikla karsilasildigi icin arastirma bulgularina

olumsuz bir etkisinin olmadig1 g6z dnlinde bulundurulmustur.

3.9. Etik Kurul Onay1

Tiim calismalar Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 41/2014 protokol no’lu 01.07.2014 giin ve
01/13/2014  sayili etik kurulu onay1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Apoptoz Bulgular

Kontrol grubundaki hayvanlar 1/17, 2/17, 12/17, 13/17, 24/17 ve 34/17 olarak
kodlandi. Bu hayvanlarda herhangi bir ek uygulama yapilmadig i¢in sadece ilk
tiimorlerinde apoptoz, nekroz ve canlilik degerlendirildi. Buna goére; apoptoz
yiizdeleri sirasiyla % 6,9, % 1,1, % 3,8, % 2,3, % 4,5 ve % 2,1 olarak bulundu.
Nekroz oranlari sirasiyla; %1,8, %9,7, %3,1, %4,3, %2,1 ve % 4 olarak bulundu.

Total eksizyon yapilan gruptaki hayvanlar 10/17, 11/17, 14/17, 15/17 ve
16/17 olarak kodlandi. 10/17 kodlu hayvanin tiimér dokularindan yeterli sayida akim
sitometri analizine uygun hiicre elde edilemediginden verisi bulunmamaktadir. Bu
hayvanlarda totale eksizyon yapildigi zaman toplanan tiimoér dokulart ilk tlimor
olarak adlandirildi. Bu tiimorlerde apoptoz oranlart sirasiyla; %3,3, %0,4, %1,8
ve %0,4 olarak bulundu. Nekroz oranlar ise sirasiyla; %4,1, %4, %2,6 ve %1,7
olarak bulundu. Total eksizyon sonrasi tekrar gelisen tiimor ise niiks olarak
adlandirildi. Bu tiimorlerdeki apoptoz oranlar sirastyla; %0,9, %1.8, %0,4 ve %0,7
olarak bulundu. Nekroz oranlarn ise sirasiyla; %4.,2, %3, %3,8 ve %5,1 olarak

bulundu.

Totale yakin eksizyon yapilan gruptaki hayvanlar 3/17, 4/17, 5/17, 6/17, 7/17
ve 8/17 olarak kodlandi. Bu hayvanlarda totale yakin eksizyon yapildigi zaman
toplanan tiimor dokulari ilk tiimor olarak adlandirildi. Bu tiimorlerde apoptoz
oranlar sirastyla; %3,3, %10,8, %1.9, %3,7, %0,1 ve %3,6 olarak bulundu. Nekroz
oranlar1 ise sirasiyla; %3.9, %9,7, %11.,7, %1,2, %2,1 ve %2,1 olarak bulundu.
Totale yakin eksizyon sonrasi tekrar gelisen tiimor ise niiks olarak adlandirildi. Bu
tiimorlerdeki apoptoz oranlar sirasiyla; %0,2, %0,5, %1,9, %2,3, %3 ve %4,3 olarak
bulundu. Nekroz oranlar ise sirasiyla; %2,2, %3,7, %4,2, %1,3, %3,5 ve %1,9

olarak bulundu.

Totale yakin eksizyon yapilan ve ardindan serum fizyolojik ile hazirlanmis
kemik c¢imentosu inokiile edilen gruptaki hayvanlar 19/17, 20/17, 21/17, 22/17,
23/17, 32/17 ve 33/17 olarak kodlandi. Bu hayvanlarda totale yakin eksizyon
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yapildig1 ve serum fizyolojik ile hazirlanmis kemik ¢imentosu inokiilasyonu oncesi
toplanan tiimoér dokular1 ilk tiimor olarak adlandirildi. Bu tiimoérlerde apoptoz
oranlar1 sirasiyla; %3,8, %0, %1,3, %0, %0,8 , %0,2 ve %0,2 olarak bulundu. Nekroz
oranlar1 ise sirasiyla; %6,6, %0,1, %8,5, %0,2, %10, %5,9 ve %4.,4 olarak bulundu.
Totale yakin eksizyondan sonra serum fizyolojik ile hazirlanmis kemik ¢imentosu
inokiilasyonu ardindan tekrar gelisen tiimor ise niiks olarak adlandirildi. Bu
tiimorlerdeki apoptoz oranlari sirasiyla; %7, %4,8, %1,3, %0, %1,3, %1,3 ve %0,5
olarak bulundu. Nekroz oranlar1 ise sirasiyla; %3.5, %4, %4,7, %0, %6,2, %30,7
ve %4,9 olarak bulundu.

Totale yakin eksizyon yapilan ve ardindan kadmiyum ile hazirlanmis kemik
¢imentosu inokiile edilen gruptaki hayvanlar 25/17, 26/17, 27/17, 28/17, 29/17,
30/17 ve 31/17 olarak kodlandi. Bu hayvanlarda totale yakin eksizyon yapildig1 ve
kadmiyum ile hazirlanmis kemik ¢imentosu inokiilasyonu oncesi toplanan tiimor
dokular1 ilk tiimor olarak adlandirildi. Bu tiimorlerde apoptoz oranlari

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

Nekroz oranlan ise sirasiyla; %1,8, %7,4, %3,5, %7,6, %2,1, %1 ve %0
olarak bulundu. Totale yakin eksizyondan sonra kadmiyum ile hazirlanmis kemik
¢imentosu inokiilasyonu ardindan tekrar gelisen tiimor ise niiks olarak adlandirildi.
Bu tiimorlerdeki apoptoz oranlart sirasiyla; %1,6, %9,4, %4,9, %5,2, %2,8, %3
ve 20,5 olarak bulundu. Nekroz oranlari ise

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

Tim gruplardaki canlilik yiizdelerinin ortalamalar1 degerlendirildiginde
kontrol grubunda canlilik ortalama %90,6 bulundu. Total eksizyon grubundaki ilk
tiimorlerin canlilik ortalamasi %95,3 iken niiks tiimorlerinde %94,6 bulundu. Totale
yakin eksizyon grubundaki ilk tiimorlerin canlilik ortalamasi %90,2 iken niiks
tiimorlerinde %93,8 bulundu. Totale yakin eksizyon yapilan ve ardindan serum
fizyolojik ile hazirlanmis kemik ¢imentosu inokiile edilen gruptaki hayvanlarin ilk
timorlerindeki canlilik ortalamasi %93,3 iken niiks tiimorlerinde %92,2 bulundu.
Totale yakin eksizyon yapilan ve ardindan kadmiyum ile hazirlanmig kemik

cimentosu inokiile edilen gruptaki hayvanlarin ilk tiimorlerindeki canlilik
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ortalamas1 %91 iken minimal niiks tiimérlerinde %87,9 bulundu. Ilgili grafik sekil 1

de goriilmektedir.

96
94
92
x
c 90 milk tiimdr
(..é .
=2 M niiks
88
86
84

Kontrol Total Eksizyon Totale Yakin Eksizyon Totale Yakin Eksizyon+ Totale Yakin Eksizyon+

Sement SF Sement Kadmiyum

Sekil 1. Tim gruplardaki canlilik yiizdelerinin ilk ve niiks tiimorlerde ortalama
dagilimlar

Uygun kapilamalar ardindan tespit edilen kontrol grubuna ait dot plot analiz

diyagramlari sekil 2 de gosterilmektedir.
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Sekil 2. Kontrol grubunun dot plot analizi
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Uygun kapilamalar ardindan tespit edilen total eksizyon grubuna ait dot plot analiz

diyagramlari sekil 3 de gosterilmektedir.
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Sekil 3. Total eksizyon grubunun dot plot analizi

Uygun kapilamalar ardindan tespit edilen totale yakin eksizyon grubuna ait dot plot

analiz diyagramlar sekil 4 de gosterilmektedir.
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Sekil 4. Totale yakin eksizyon grubu dot plot analizi
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Uygun kapilamalar ardindan tespit edilen totale yakin eksizyon yapilan ve ardindan

serum fizyolojik ile hazirlanmis kemik ¢imentosu inokiile edilen gruba ait dot plot

analiz diyagramlar sekil 5 de gosterilmektedir.
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Sekil 5. Totale yakin eksizyon yapilan ve ardindan serum fizyolojik ile hazirlanmis

kemik ¢imentosu inokiile edilen gruba ait dot plot analizi

Uygun kapilamalar ardindan tespit edilen totale yakin eksizyon yapilan ve ardindan

kadmiyum ile hazirlanmis kemik ¢imentosu inokiile edilen gruba ait dot plot analiz

diyagramlari sekil 6 de gosterilmektedir.
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Sekil 6. Totale yakin eksizyon yapilan ve ardindan kadmiyum ile hazirlanmis kemik

cimentosu inokiile edilen gruba ait dot plot analizi

4.2. Histomorfolojik Degerlendirme Bulgular:

Kontrol grubu olan farelerin tiimoérleri ve diger gruplardaki eksizyon sirasinda
alman (primer) ve eksizyon sonrasinda tekrarlayan, niiks timor ornekleri parafin
bloka alinip daha sonra parafin kesitleri histomorfolojik agidan degerlendirildiginde
su bulgular elde edildi. Sekil 7 de goriildiigii iizere kontrol grubunda vaskiiler yapili,
agresif, kasa invaze olmus indiferansiye tlimor bulunmaktadir. Totale yakin eksizyon
grubunda ilk ve niiks tiimorlerin her ikisi de kontrol gurubu ile benzer sekilde agresif
ve invaziv yapidadir. Total eksizyon yapilan grupta genis ¢capl bir eksizyon yapilmis
olmasia karsin opere olan 7 farede de iki hafta sonunda niiks tiimdr goriilmektedir.
SF ile birlikte uygulanan kemik ¢imentosu etrafinda eksizyon sonrasi iki haftada
niiks timor goriiliirtken kadmiyumlu kemik ¢imentosu uygulanan grupta belirgin

nekroz goriilmektedir.
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Sekil 7. Tiimor dokusu mikroskobik kesitler, A: kontrol grubu B ve C: totale yakin

eksizyon gruplari, B: eksizyon olan tiimor C: ayni bolgede 2 hafta sonra olusan
timor. D ve E: total eksizyon grubu. D: eksize olan tiimor E: 2 hafta sonra ayni
bolgede olusan timoér. F ve G: Total eksizyon sonra kemik c¢imentosu + SF
uygulanan grup. F: ilk eksize olan tiimor G: Kemik ¢imentosu etrafinda 2 hafta sonra
olusan niiks tiimor. H ve I. Total eksizyon sonrasi kemik ¢imentosu + kadmiyum
uygulanan grup, H: ilk eksize olan tiimor, I: Kemik ¢imentosu etrafinda iki hafta

sonra olusan niiks timor

Kemik ¢imentosu ve kadmiyumun birlikte uygulandig1 grupta sakrifikasyon
sirasinda alinan diger dokular (kalp, akciger, bobrek, karaciger, beyin) sistemik etki
bakimindan degerlendirilmek iizere isleme alindi. Sonug¢ olarak patolojik bulguya
rastlanmadi. Ayrica 6nemli bir bulgu olarak, kadmiyumun lokal uygulanmasinin

sistemik bir etkiye sebep olmadig1 goriildii (Sekil 8).
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Sekil 8. Kemik ¢imentosu + kadmiyum uygulanan grupta organlarin mikroskobik

kesitleri. A: karaciger; B: bobrek; C: akciger; D:beyin.

4.3. Fare Ksenograft Modelinde Tiimor Olusum Bulgulari:

Belirtilen gruplardaki hayvanlar kemik ¢imentosu uygulandiktan onbes giin
sonra sakrifiye edilerek tiimor dokular1 ve diger organlari toplandi. Tiimor dokulari
histo-morfolojik, immiinohistokimyasal ve akim sitometrik analizler i¢in kullanildi.
Beyin, kalp, bobrek, akciger ve karaciger organlar1 da yan etki ya da metastaz

bakimindan degerlendirilmek iizere parafin kesitleri alinarak incelendi.

Yapilan degerlendirmelere gore kontrol grubu ile total eksizyon grubu
arasinda makroskobik olarak belirgin bir fark gézlenmedi (sekil 9). Her iki grupta da
timor gelisimi  benzer goriildi. Kemik ¢imentosu uygulanan gruplar
degerlendirildiginde ise makroskobik olarak sekil 10 ‘a goriildiigi ilizere SF ile
birlikte hazirlanarak uygulanan kemik ¢imentosu grubunda biiyiik niiks tiimorlerin

gelistigi gozlendi.
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Sekil 9. Totale yakin eksizyon sonrast SF ‘li kemik ¢imentosu uygulanan farede

tiimor gelisimi (S: kemik ¢imentosu, T: timor)
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Sekil 10. Totale yakin eksizyon sonrasi SF ‘li kemik ¢imentosu uygulanan farede

tiimor gelisimi (S: kemik ¢imentosu, T: timor)
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\Semnent + Kadmiyum
uygulanmasi

iy,
- N\

Sekil 11. Totale yakin eksizyon sonrast Kadmiyumlu kemik ¢imentosu uygulanan

farede tiimor gelisimi (S: kemik ¢imentosu, T: timor)
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5. TARTISMA

Bu calismada cerrahi rezeksiyon sonrasi lokal olarak uygulanan kemik
¢imentosuna emdirilmis kadmiyum ile rezidii tiimor ve rekiirrens olasiligini 6nlemesi
tizerine etkinligi in vivo hayvan modelinde test edilmistir. Calismanin sonuglari
subkutan ksenograft nude fare osteosarkom tiimor modelinde cerrahi olarak subtotal
rezeksiyon sonrasi lokal olarak bu bodlgeye konulacak kemik ¢imentosu ig¢indeki
kadmiyumun rezidii timor ve rekiirrens olasiligini azalttigini gostermistir. Kontrol
grubu ile total eksizyon grubu arasinda makroskobik olarak belirgin bir fark
gozlenmeyerek, her iki grupta da timor gelisimi benzer izlenirken; diger taraftan
kemik ¢imentosu uygulanan gruplar degerlendirildiginde ise makroskobik olarak SF
ile birlikte hazirlanarak uygulanan kemik ¢imentosu grubunda biiyiik niiks
timorlerin  gelistigi gozlenmistir. SF ile birlikte uygulanan kemik ¢imentosu
etrafinda eksizyon sonrasi iki haftada niiks tiimor goriilirken kadmiyumlu kemik
¢imentosu uygulanan grupta bunun aksine belirgin nekroz = gorilmiistiir.
Calismamizin bir diger 6nemli bulgusu da, kadmiyumun lokal uygulanmasinin
hayvan modelinde sistemik bir etkiye yol a¢madigmin goriilmesidir. Kemik
¢imentosu ve kadmiyumun birlikte uygulandigi grupta sakrifikasyon sirasinda kalp,
akciger, bobrek, karaciger ve beyinden alinan doku oOrneklerinde sistemik etki

yoniinden patolojik bulguya ve uzak metastaza rastlanmamastir.

Osteosarkom o6nceleri amputasyon ile tedavi edilen, sagkalimi kisa,
hastalarin biiyiik kismimin 6zellikle akciger metastazlari sonucu kaybedildigi agresif
bir hastalik olarak kabul edilirken; indiiksiyon ve adjuvan kemoterapi protokollerinin
gelismesi, cerrahi teknikler ve radyolojik evreleme calismalarindaki ilerlemelerle
hastalarin %90-95°i artik ekstremite koruyucu rezeksiyon ve rekonstriiksiyon ile
tedavi gormektedir. Bu hastalarin uzun donem yasama sansi ve kiir orani, lokalize
(metastaz olmayan) hastaliklarda, %60-80‘e¢ yiikselmistir (6-8). Osteosarkoma
tedavisinde kullanilan neo-adjuvan (ameliyat Oncesi timori kiigiiltme amagl)
kemoterapilerin uygulanmasi sonucunda klinik tedavi basarisinda belirgin bir
tyilesme goriilmiistiir. Buna karsin post-operatif gelisen rekiirrensler ortak bir sorun
olarak varligint siirdirmektedir. Bu nedenle post-operatif hastalarda rekiirrensi

Onleyecek yeni yaklasim arayislari onem tasimaktadir. Bu amagla farkli ilaglarin,
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tagtyict malzemeler igerisinde lokal olarak uygulanmasi {izerine ¢alismalar

yapilmaktadir.

PMMA kemik ¢imentosu farkli antineoplastik ilaglarin  lokal
uygulamalarinin incelendigi calismalarda literatiirdeki en yaygin kullanilan tasiyict
malzeme olarak goze ¢arpmaktadir. Kondroblastomlar gibi benign veya lokal agresif
tiimorlerin cerrahi tedavileri sonrasi adjuvan kryoterapi veya fenolizasyon gibi
uygulamalar niiksii azaltmak igin denenmektedir (52). Ancak Osteosarkom gibi
malign tiimorlerin genis rezeksiyonu sonrasi daha biiyiik defektler olugsmakta ve hem
bu bosluklarin doldurulmasinda, hem de rekosntruksiyonu sirasinda uygulanan
ortopedik implantin kemige tutunmasinda PMMA c¢imentolar yaygin olarak klinik
kullanimdadir. Bu nedenle de invivo ve invitro ¢alismalarin biiyiik kismi tasiyici ajan
olarak PMMA’y1 incelemistir. Calismalardaki PMMA igerisine uygulanan tiim
antineoplastik ilaglarin kemik ¢imentosundan salinabildigi ve tiimor hiicreleri lizerine
inhibitor bir etki yaptiklart bildirilmistir (53). Biz de bu basarili literatiir sonuglari
1s1g¢inda, cerrahi uygulamalarimizda da sik olarak kullandigimiz PMMA kemik

¢imentosunu ¢alismamizda kadmiyumu tasiyici arag olarak tercih ettik.

Kemik c¢imentosundan ilag saliniminin uygulamadan hemen sonra ¢ok
yiiksek oldugu ve zaman igerisinde azalma egiliminde oldugu konusunda literatiirde
bir fikir birligi mevcuttur. Bu amagla bazi yazarlar kemik ¢imentosu igerisine
chitosan veya mannitol gibi ajanlart uygulayarak bu siireyi uzatmayi
amaglamiglardir. Liu ve ark. kemik cimentosu igerisine metotreksat ekleyerek
yaptiklar1 ¢alismada chitosanin ilag saliimi siiresini uzattigini ve kemige daha iyi
entegrasyonu sagladigin1  bildirmislerdir (54). Danorubisin katilmis kemik
¢imentosunun atimik niide fareler ve wistar cinsi siganlar {izerinde incelendigi bir
diger calismada ise karistma mannitol eklenmesinin hem invivo, hem de invitro ilag
salinimmni %90’lara varan oranda arttirabilecegi gosterilmistir (55). Ancak bu
eklenen malzemelerin kemik ¢imentosunun biyomekanik 6zelliklerini ne kadar
degistirdigi yoniinde bir calisma yapilmamistir. Biz invivo uygulama Oncesinde
yiirlittiiglimiiz invitro 6n ¢aligmalarda farkli dozlarda kadmiyumun kemik ¢imentosu
icerisinden saliniimini inceledik. MG-63 ve K7M2 osteosarkom hiicre hatlar1 dort
gruba ayrilarak ilk gruba kadmiyumun dondurulmus kemik ¢imentosuna emdirilmis

hali; ikinci gruba ise kadmiyumun toz haldeki ¢imentoya eklendikten sonra
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karistirilarak hazirlanmig seklini artan sayilarda hiicre hatlara uyguladik. Sementin
kadmiyumsuz uygulandigi grupta %80’lere ulasan en yiiksek oranda canlilik
gozlendi. Kadmiyum eklenip karistirilarak hazirlanan ¢imentonun uygulandig
grupta; donmus ¢imentoya emdirilerek uygulandigi gruptan daha yiiksek sitotoksik
etki tespit ettik. Sonu¢ olarak bu on ¢alismalar ile kadmiyumun dondurulmus
¢imento icerisine emdirilerek ya da ¢imento hazirlig1 sirasinda kemik ¢imentosuna
eklenmesi ile uygulanabilecegi ve her iki sekilde de Osteosarkom hiicreleri iizerine
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gosterdik (56). On calismada elde ettigimiz yiiksek
salimim degerleri ve sitotoksik etki iizerine; diger taraftan eklenecek her malzemenin
¢imentonun biyomekanik o&zelliklerini de bozabilecegini diisiinerek; c¢imentoya
salimimi arttirmak i¢in ayrica bir malzeme eklemeye ihtiyag olmadigi sonucuna
ulasttk ve c¢alismamizda PMMA icerisine sadece kadmiyum ekleyerek lokal
etkilerini inceledik.

Kadmiyum aslinda kronik maruziyette karsinojenik olarak bilinen bir
ajandir. Ancak bircok antikanserojen ajanin toksik ve uzun vadede karsinogenezi
tetikleyici olabiecegi bilinmektedir. Daha Once kadmiyumla ilgili yapilmis olan
deney hayvami g¢alismalara bakildiginda 1991 yilinda Waalkes ve arkadaslarinin
Fischer tiirli siganlarda kadmiyumum subkutan uygulamasinin kronik karsinojenik ve
toksik etkilerini degerlendirdigi goriilmektedir (11). Bunun haricinde kadmiyumun
deney hayvaninda kemik ¢imentosu i¢ine absorbe edilerek yapilmis bir kanser
caligmast literatiirde yer almamaktadir. Bu ¢alismada kadmiyumum DNA hasari
olusturarak lokal olarak ameliyat sonras1 bolgede kalmis olabilecek tlimor hiicrelerini

oldiirticii ya da proliferasyonlarini 6ldiiriicii etkisinin olup olmayacag: test edilmistir.

Kadmiyum endiistride uzun siiredir kullanilan ve toksik etkileri 1yi bilinen
bir gecis metalidir. Atom numarasi 48 olan kadmiyum (Cd) giimiis beyaz renkli,
seramik, pil, elektrik ve akii sanayisinde kullanilan bir elementtir. Kadmiyum, ¢inko
bilesikleriyle beraber dogada kadmiyum siilfiir olarak bulunur. Cinko, kursun ve
bakirin yan iirlinii olarak tretilir. Japonya’da kadmiyuma asir1 maruziyet sonrasi
osteomalazi ve osteoporotik lezyonlara eslik eden agir renal yetmezlik ile karakterize
“itai-itai hastalig1” tanimlanmistir (57). Kadmiyumun osteoblastlar da dahil olmak
tizere bircok hiicrede hem invivo hem invitro olarak apoptozu tetikledigi

bilinmektedir. Hu ve ark. ¢alismalarinda kisa siireli kadmiyuma maruz birakilan
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MG-63 osteosarkom hiicrelerinde apoptoz olustugunu gézlemlemis ve kadmiyumun
oksijen radikallerini arttirmasi sonucu, p38 mitojen aktive protein kinaz (MAPK)
yolagini aktive edip, ekstraseliiler sinyal regule kinaz (ERK) 1/2 yolaklarini
baskilamas1 sonucu apoptoza yol ac¢tigimi ortaya koymuslardir (58). Kadmiyumun
kemik metabolizmasini nasil etkiledigi iizerine sigan Osteosarkom modelinde yapilan
bir bagka calismada kadmiyumun, kalsiyum metabolizmasini1 kollajen sentezinin
bozulmasi ve istenmeyen protein kinaz C aktivasyonu yoluyla etkiledigi bildirilmistir
(59).

Literatirde PMMA kemik ¢imentosu igerisine karistirilarak antineoplastik
ozellikleri en c¢ok arastirilan ajanin metotreksat oldugu gortilmektedir (53).
Metotraksatin kemik ¢imentosu igerisinde uygulanmasit Hernigou ve ark.’nin 1989
tarihli c¢aligmalarina kadar uzanmaktadir. Bu Oncii ¢alismada PMMA’dan
metotreksat  saliniminin  oldugu, ekzotermik ¢imento reaksiyonu sonrasi
metotreksatin aktif halde oldugu invitro olarak gosterilmis, ayrica ratlarda
olusturulan Osteosarkom kitlesinin ortasina metotreksat iceren al¢g1 veya PMMA’dan
yapilmis tastyicilar uygulanarak tiimor canliligi incelenmistir; ancak ratlarda Kitlenin
eksizyonu yapilmamistir (60). Calismamizda uyguladigimiz subtotal eksizyon
sonras1 bolgeye kemik ¢imentosu uygulamasinin klinikte yapilan cerrahi rezeksiyonu
timoriin  ortasina ¢imento uygulanmasindan daha 1iyi taklit edebilecegini
diistinmekteyiz. Spontan Osteosarkom gelisen kopeklerde ve primer veya metastatik
timorii olan ilk 14 hastaya kemik ¢imentosu igerisinde metotreksat uygulamalarinin
sonuglarint da dahil ettikleri ¢aligmalarinda Hernigou ve ark. 17 kopegin sekiz ay
takip sonrasi hayatta kalan 10 tanesinden ikisine ampiitasyon uygulamislar ancak
hicbirinde akciger metastazi olmadigini bildirmislerdir. Yine takip ettikleri hastalarin
tiimlinde yara drenajinda yliksek metotreksat diizeylerine ulasildigin1 ve kanda on

giine, idrarda ise li¢ haftaya kadar metotreksata rastlandigini bildirmislerdir (60).

Benzer sekilde kemik ¢imentosu igerisine metotreksat uygulayarak SaOS2
ve MG63 osteosarkom hiicreleri {izerinde gergeklestirilen bir bagka in vitro
caligmada ise salimmin ilk giin en yiiksek diizeyde oldugu ve azalarak iiglincii
haftada bir plato olusturdugu; buna ragmen tesbit edilebilen canli tiimdr hiicrelerinin
iclincii giinden sonra nlamli sekilde azaldig1 ve bir haftanin sonunda neredeyse hig

rastlanmadigini bildirmislerdir (61). Metotreksatin kemik ¢imetosuyla meme kanseri
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hiicrelerine uygulandigi c¢alismalarinda Maccauro ve ark.lar1 da ilag saliniminin ilk
giin en fazla oldugunu, zamanla azaldigin1 bildirmisler ayrica calismalarina
ekledikleri biyomekanik testler ile eklenmis olan metotreksatin kemik ¢imentosunun

kompresif direncini azaltmadigini ortaya koymuslardir (62).

Kemik ¢imentosu igerisinde c¢alismalart yapilan bir diger ajan da
sisplatindir. Domuz vertebroplasti modelinde kemik c¢imentosu igerisinde farkli
gruplara metotreksat ve sisplatinin uygulandig1 2017 tarihli bir ¢alismada haftalik
alman Orneklerde metotreksatin bir hafta, sisplatinin ise ti¢lincii haftada en yiiksek
diiseyine ulastig1 ve her iki ilacin da saliniminin bes haftaya kadar siirdiigii gosterildi.
Bunun yaninda miyelosupresyon, hepatotoksisite veya nefrotoksisite bulgularina
rastlanmadi. Ancak timor modeli degil saglikli domuzlarda yiiriittikleri bu
calismada ilaglarin antineoplastik etkinlikleri degil sadece salinim siireleri ve
sistemik yan etkileri arastirilabilmistir (63). Mestiri ve ark. ise c¢aligmalarinda
sisplatinin invitro ve tavsan hiicrelerinde salinimini incelemislerdir. Ancak yine
timo6r modeli icermeyen c¢alismada sadece ilacin ¢imentodan yeterli miktarda
salindig1 ortaya konmustur (64). Sisplatinin kemik ¢imentosu igerisindeki etkilerinin
incelendigi iilkemizden yaymnlanan bir ¢aligmada da Ozben ve ark. sisplatinin
¢imentodan salinarak SaOS 2 hiicreleri iizerine sitotoksik etki gosterebildigini ve

¢imentonun biyomekanik 6zelliklerini bozmadigini gostermislerdir (65).

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde metotreksat, doksorubisin ve sisplatinin
salinimin1 ve sitotoksik etkilerini karsilastiran c¢alismada ise tim ilaglarin aktif
formlarinda salinabildigini ancak meme kanseri hiicreleri ilizerine en yiiksek etkiyi
doksorubisinin yarattigini gostermislerdir (50). Ayni {i¢ ilacin etkinligini bu kez dev
hiicreli timor hastalarindan alinip tretilen hiicre hatlarinda arastiran baska bir in
vitro ¢alisma da her ii¢ ilacin da uygulanan en diisiik dozda bile ¢imentodan aktif
sekilde salindig1 ve yeterli sitotoksik etkiyi ortaya ¢ikardigi bildirilmistir (66).
Doksorubisin ve sisplatinin PMMA ¢imentodan salinimini inceleyen bir invitro
calismada da yine her iki ilacin etkin bi¢gimde salinabildigi ve hiicreler tizerine etkili
oldugu gosterilmistir (67). Daha 6nce de degindigimiz gibi ¢imento igerisindeki
doksorubisine mannitol de eklenerek ilacin in vivo salmiminin arttirilabilecegi
bilinmektedir (55). Cimento igerisine doksorubisin yaninda pamidronat da eklenerek

yapilan bir in vitro ¢aligmada iki ila¢ beraber verildiginde ilk giin i¢inde yarisinin
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salindigini, sadece pamidronat verildiginde ise bu siirenin ii¢ giine uzadigi
gosterilmis; bununla beraber her iki ilacin da iki grama kadar kemik g¢imentosu

igerisine eklenmesinin biyomekanik 6zellikleri azaltmadigi bulunmustur (49).

Bifosfonat grubu {igiincii kusak ilaglardan zoledronik asitin PMMA kemik
¢imentosuna eklenerek dev hiicreli tiimor, multipl myelom, renal hiicreli kanser gibi
farkli hiicre hatlarinda etkin oldugu da calismalarda gosterilmistir (51). Zoledronik
asitin  PMMA veya hidroksiapatit (HA) iizerinde tasinarak Osteosarkom,
fibrosarkom, sinovyal sarkom, renal hiicreli kanser, prostat kanseri ve akciger
kanseri gibi farkl tiirde hiicreler tizerine etkileri de incelenmistir. Zoledronik asitin
PMMA kemik ¢imentosu ile uygulanmasimin tiimor hiicreleri {izerine daha potent
oldugu; muhtemelen bifosfonatlarin HA’ya daha yiiksek afinite gostermeleri
nedeniyle HA iizerinde uygulanmasinin daha az etkili oldugunu gosterilmistir (68).
Literatirde PMMA igerisinde uygulanarak SaOS-2 hiicreleri iizerine etkinligi
arastirilan valproik asit (VPA) ve suberoylanillid hidroksamik asit (SAHA) gibi
baska ilaglar da mevcuttur. Her iki ilacin da kemik ¢imentosundan yeterli miktarda
salindig1 ve in vitro olarak Osteosarkom hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi oldugu
gosterilmistir (69). Tiim bu ¢alismalar 15181nda farkli mekanizmalarla tiimdr hiicreleri
tizerine etki gosteren bir ¢ok ilacin PMMA kemik ¢imentosu igerisinde aktif formda

lokal olarak uygulanabilecegi goriilmektedir.

Calismamizin literatiirdeki daha biiyiikk ¢ogunlukta yer alan invitro
caligmalardan en temel Tstiinliigi ksenogreft nude fare osteosarkom timor
modelinde PMMA igerisindeki kadmiyumun hem lokal olarak tiimér hiicrelerine
etkinliginin ortaya konmus olmasi; hem de sistemik toksisite, uzak metastaz gibi
sistemik etkilerinin de arastirilabilmis olmasidir. Calismanin sonucunda cerrahi
olarak subtotal rezeksiyon sonrasi lokal olarak bu bdlgeye konulacak kemik
cimentosu i¢indeki kadmiyumun rezidii timor ve rekiirrens olasiligini azalttigi
gosterilmigtir. Calismamizin bir diger O6nemli bulgusu da, kadmiyumun lokal
uygulanmasinin hayvan modelinde sistemik bir etkiye yol agmadiginin goriilmesidir.
Kemik ¢imentosu ve kadmiyumun birlikte uygulandigi grupta sakrifikasyon sirasinda
kalp, akciger, bobrek, karaciger ve beyinden alinan doku orneklerinde sistemik etki

yoniinden patolojik bulguya ve uzak metastaza rastlanmamaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Osteosarkomda rezidii timorlerin 6nemli bir kismini olusturan cerrahi sonrasi
rekiirrenslerde kullanilabilecek kemige yerlestirilebilecek kemik c¢imentosu igine
emdirilmis kadmiyumun etkinliginin bulunmasi hastalarda da uygulanmaya aday bir
model olarak degerlendirilmesine neden olmaktadir. Bu bulgu hem saglik agisindan
hem de ticari agidan yaygin bir etkiye neden olmustur. Ayrica bu modelin

gelistirilmesi sonraki ¢alismalara 151k tutmasi amaciyla 6nem tasimaktadir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular kemik c¢imentosu icinde lokal
kadmiyum uygulamasimin cerrahi sonrasi osteosarkomun lokal tedavisine katkida
bulunabilecegini desteklemektedir. Postoperatif ortopedik biyomekanik malzemeler
icinde lokal tedavi, osteosarkomda rekiirrensi Onlemede katki tedavi segenegi

olabilir.
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