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KEMIiK KANSERLERINDE KULLANILAN KEMO- IMMUNOTERAPININ
VE GREFT MATERYALLERININ MiKROCEVRE ILiSKiSi
Doktora Tezi

Omer Bekcioglu

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU
Temel Onkoloji Anabilim Dal

OZET

Osteosarkom malign osteoblastlarin proliferasyonu ile karakterizedir. Osteosarkom
tedavisinde kullanilan neo-adjuvan kemoterapilerin iyi sonuglarina karsin post-operatif
gelisen rekiirrensler ortak bir sorun olarak varliginmi siirdiirmektedir. Post-operatif
hastalarda rekiirrensi Onleyecek Yyeni yaklagim arayiglari O6nem tasimaktadir.
Calismanin amaci in Vitro olarak ve rekiirrensleri 6nlemede bu bolgeye uygulanacak
sement i¢ine emdirilmis kemoterapdtik ve immunoterapétik ajanlarin in vivo deney
hayvanda mikrogevre ile iliskisinin degerlendirilmesidir.

Osteosarkom K7M2 hiicreleri kiiltiire edildikten sonra mifamurtid ve ifosfamid’in in
vitro deneylerle uygun dozlari saptanmigtir. Kontrol, sement+SF, sement+ifosfamid,
sement+mifamurtid ve sementtifosfamid+mifamurtid olacak sekilde 5 grup (7
hayvan/grup) olusturulmustur. K7M2 hiicreleri Balb/c farelerin sag gluteal bolgesine
verilerek tiimor olusumu ardindan ve ilgili gruplar uygulanmistir. Ayrica atimik nude
farelere de sement+SF, sement+ifosfamid, IP ifosfamid uygulanmistir. Yedi giinliik
sonra sakrifikasyon yapilip immunohistokimyasal olarak ile mikrogevre iliskili CD4,
CD8, CD20, CD64, FAPA, NCRI1 diizeyleri degerlendirilmistir. Kruskal Wallis ve
Mann-Whitney U testi parametrik olmayan testler ve ki kare testleriyle
degerlendirilmistir. P<0,05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

In vitro deneyler sonrasinda ifosfamid ve mifamurtid ile hazirlanmis sementin
osteosarkom hiicre hatti olan K7M2 ile etkilesimleri incelenip uygun doz
hesaplanmistir. Ardindan ¢aligmanin in vivo basamigina ge¢ilmistir.2 farkli hayvan
tiirlinde (balb/c ve niide mice) calisilmistir. Balb/c farelerde tiimor olusumu
gozlenmedigi i¢in tiimdr hiicrelerinin verildigi bolgeye ifosfamid ve mifamurtid ile

hazirlanan sement cerrahi islem ile implante edilmistir. ifosfamid ve mifamurtid ile



hazirlanan sementin tiimor mikrogevresinde etkilesimleri goriilmiistiir. Niide farelerde
ise subkutan enjeksiyon sonrasi bir ay i¢inde timor olusmustur. Immiin yanit1 olmayan
bu hayvanlarda ifosfamidin sement ile hazirlanip implante edilen grubun IP olarak
verilen gruba gore daha efektif bulgular elde edilmistir.

Bulgularimiz, kemik ¢imentosu i¢inde lokal ifosfamid ve mifamurtid uygulamasinin
cerrahi sonrasi osteosarkomun lokal tedavisine katkida bulunabilecegini
desteklemektedir. Postoperatif biyomalzemeler i¢inde lokal tedavi, osteosarkomda
rekiirrensi 6nlemede katki tedavi segenegi olabilir.

Anahtar Kelimeler: Osteosarkom, Mifamurtid, ifosfamid, kemik greft materyali
Tezin sayfa adeti:108

Danisman: Prof.Dr. H. Nur OLGUN



THE RELATION OF KEMO- IMMUNOTHERAPY USED IN BONE
CANCERS WITH MICROENVIRONMENT
PhD Thesis
Omer BEKCIOGLU

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCES INSTITUTE
Deparment Of Basic Oncology

ABSTRACT

Osteosarcoma is characterized by proliferation of malignant osteoblasts. As a result of
the application of neo-adjuvant chemotherapies used in the treatment of osteosarcoma,
a significant improvement in clinical outcomes was observed. However, post-
operative recurrences continue to exist as a common problem. The search for a new
approach to prevent recurrence is important in post-operative patients. The aim of the
study is to evaluate the relationship between the microenvironment and the
chemotherapeutic and immunotherapeutic agents absorbed in cement to be applied to
prevent recurrence in vivo.

After osteosarcoma K7M2 cells were cultured, appropriate doses of mifamurtide and
ifosfamide were determined by in vitro experiments. 5 groups (7 animals / group) were
formed as control, cement + SF, cement + ifosfamide, cement + mifamurtid and
cement + ifosfamid + mifamurtid. K7M2 cells were transferred to the right gluteal
region of Balb / ¢ mice followed by tumor formation and related groups were applied.
In addition, cement + SF, cement + ifosfamide and IP ifosfamide were applied to
athymic nude mice. After seven days of observation, sacrification was performed and
CD4, CD8, CD20, CD64, FAPA, NCR1 |levels were -evaluated
immunohistochemically and with microenvironment. Expression levels were
evaluated between the groups by Kruskal Wallis and subsequent Mann-Whitney U test
and chi-square tests. P <0.05 was considered statistically significant.

After in vitro studies interactions of cement prepared with ifosfamide and mifamurtide
with osteosarcoma cell line, K7M2, were examined and the appropriate dose was
calculated. Then the in vivo step of the study was started. It was studied in 2 different
animal species (balb / ¢ and niide mice). As no tumor formation was observed in Balb

/ ¢ mice, cement prepared with ifosfamide and mifamurtide was implanted in the area



where the tumor cells were administered. Interactions of cements prepared with
ifosfamide and mifamurtide were observed in the tumor microenvironment. In nude
mice, tumors occurred within one month after subcutaneous injection. In these animals
with no immune response, more effective findings were obtained from the group that
was prepared and implanted with ifosfamidine cement compared to the IP group.

Our findings support that local administration of ifosfamide and mifamurtide in bone
cement may contribute to local treatment of osteosarcoma after surgery. Local
treatment among postoperative biomaterials may be additive treatment options for
preventing recurrence in osteosarcoma.

Keywords: Osteosarcoma, Mifamurtide, ifosfamide, bone graft material
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi

Osteosarkom malign kemik tiimorii olup solid tiimorler grubuna aittir ve normalde
kemikleri olusturan hiicrelerin dejenerasyonu, yani kontrolden ¢ikmasi sonucu olusur
(1).Hem c¢ocuklarda hem de yetiskinlerde siklikla oliimciildiir. Dogrudan dogruya
kemik dokusundan kaynaklandiklari igin, primer yani birincil kemik tiimérleri diye de
adlandirilir. Osteosarkom sadece kemige ve kemik iligi ile iliskilendirilse de bag
dokusuna, yag dokusuna ve kas dokusunun yakinindaki sinir dokularina da gegebilir.

Kemoterapik tedavi planlamalarinda tiiméor ve gevresi géz 6niine alinmaktadir (2,4).

Kemoterapi ilaglarmin 6nerilen standart kombinasyonlari halen yoktur ve
optimal tedavi siiresi heniiz tanimlanmamustir. Bununla birlikte su anda, osteosarkom
tedavisinde 1iyi bilinen etkinlige sahip dort kemoterapdtik ajan vardir: doksorubisin,
sisplatin, 16kovorin kurtarma ile yiiksek doz metotreksat ve ifosfamid (3,5,6). Halen,
yiiksek dereceli, metastatik olmayan osteosarkom hastalarinin% 60-70'inde bu ii¢ veya
dortlii ajan neoadjuvan ve adjuvan kemoterapi rejimleri sonrasinda uzun siireli,
hastaliksiz sag kalim saglanmaktadir (7). Standart kemoterapinin sunulmasindan bu
yana, standart terapotik amagli armonantaryuma etkinligi kanitlanmis yeni ilaglar
eklenmemistir. Cesitli ¢aligmalar, ¢ok etkenli kemoterapinin biyolojik cevap
modifikatorleri ve immiin aktivatorlerle kombinasyonun ek tedavi yararlan

saglayabilecegini 6nermektedir (8,9).

Bir immiinoadjuvan terapi olan mifamurtid, osteosarkomda son zamanlarda gelisen
terapotik ilerlemedir. Mifamurtid, dogal immiin sistemi aktive edebilen, Gram-negatif
ve Gram-pozitif bakteriler i¢in ortak olan minimal peptidoglikan motifi olan muramil

dipeptidin sentetik lipofiligin bir analogudur.

Mifamurtid ile aktive olan monositler ve makrofajlar, serum TNF-a, IL-1a, IL-
1B, IL-6 ve IL-8 diizeylerinde artisa ve diger bagisiklik hiicrelerinin etkilenmesine
neden olurlar. Yukarida belirtildigi gibi, bu sitokinler, kemik mikro ¢evresi i¢indeki
normal ve patolojik siire¢clerde Oonemli rollere sahiptir. Aym1 zamanda IL-6, fare

modellerinde osteosarkomun gelisimi i¢in hiz sinirlayicidir (10, 11).

Ifosfamid (IFS), bir DNA-alkilleyici ajan ve siklofosfamidin bir yapisal

analogudur. On ilag olarak davranir ve metabolizmasi agirlikli olarak hepatositlerde



bulunan CYP 3A4 ve CYP 2B6 enzimlerinden olusur (12). Sement genellikle kemik
hasarlarin1 onarmak ve kemigi biitiin hale getirmek i¢in ortopedi alaninda siklikla
kullanilmaktadir. Kanser cerrahisi sonrasit kemiklerde kullanilan sementin mifamurtid
ve ifosfamid ile etkilesiminin arastirilmadigi goriilmiistiir. Kanser mikrogevre ile
iligkisinin saptanmadig1r goriilmiistiir. Calismamizda lokal niiksleri 6nlemek igin
kanser olusan Balb/c farelerde kemoterapi ya da mifamurtid emdirilmis sement
kullaniminin, kanserli ¢evrenin biliylimemesi, lokalize kalmasi ve tiimor baskilayici

olarak yarar saglayacag diistiniilmiistiir.

Polimetil metakrilat (PMMA) kemik ¢imentosu olarak adlandirilir ve gesitli
ortopedi ve travma cerrahisinde implant fiksasyonu i¢in yaygin olarak kullanilir.
PMMA, iki steril bilesen karistirilarak olusturulan bir akrilik polimerdir. Stvi olan
bilesen MMA monomerdir ve kati halde bulunan bilesen gili¢lendirilmis bir MMA
stiren ko-polimerdir. Iki bilesen karistirildiginda, sivi monomer onceden
polimerlestirilmis toz pargaciklarinin etrafinda polimerize olur ve bdylece
sertlestirilmis PMMA olusur. Bu siirecte, bir ekzotermik reaksiyon nedeniyle 1s1

uretilir.

1.2. Arastirmanin Amaci
Bu c¢alismanin amaci osteosarkom hiicrelerine mifamurtid ve ifosfamid’in
mikrogevre ve kemik greft materyali olan sement ile etkilesiminin in vitro ve in vivo

deney hayvani modelinde incelenmesidir.

1.3. Arastirma Soru ve Hipotezleri

Bu aragtirmanin ana hipotezi, semente absorbe ettirilmis olan kemoterapotik
ifosfamidin lokal rekiirrensi 6nleyecegi, immiinoterapotik mifamurtidin de timor ve
mikrogevresine immiin komponentleri ¢ekerek immiin yanit olusturacagidir. Buna

dayanarak arastirmada su sorularin yanitlari aranmistir:

1. Timére karst ifosfamidin apoptoz ve nekroz iizerindeki etkisi sadece kemik
¢imentosu uygulanmasindan farkli midir?

2. Timore karst mifamurtidin apoptoz ve nekroz lizerindeki etkisi sadece kemik
cimentosu uygulanmasindan farkli midir?

3. Lokal uygulanan ifosfamidin etkisi kemik ¢imentosu ile azalmakta midir?



Kemik ¢imentosu i¢inde uygulanan mifamurtid tiimor mikrogevresinde immiin
yanit1 tetiklemekte veya arttirmakta midir?
Kemik ¢imentosu i¢inde uygulanan mifamurtid tiimor igine T lenfosit

infiltrasyonunu arttirmakta midir?



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Osteosarkoma Tanim

Osteosarkom (OS) mezenkimal kokenli osteoid tireten bir malignitedir. Bu
yiiksek dereceli tiimor, kemigin en sik goriilen primer malignitesidir ve hem
cocuklarda hem de yetiskinlerde siklikla 6liimciildiir (13). Ulusal Kanser Enstitiisii
SEER (Gozetim, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar) programina gore primer kemik
kanserleri tiim kanserlerin %0,2 'sinden daha azin1 temsil ederken, son on yilda
sikliklar1 y1lda %0,3 oraninda artmaktadir (13, 14). Yirminci yiizyilin biiyiik bir kism1
icin, tipik OS i¢in bes yillik sagkalim oranlar1 %20 idi. 1970'lerde, OS tedavisinde
adjuvan kemoterapinin uygulanmasi sagkalim oranlarmi1 %50'ye ¢ikardi (14-16).
1970'lerin ortalarindan 6nce, amputasyon yiiksek dereceli OS i¢in rutin tedaviydi.
1990'a kadar, yiiksek dereceli OS yonetimi, kemoterapi ve ekstremite kurtarmaya daha
fazla vurgu yapmak igin degismistir. Mevcut sagkalim oran1 >%65'e yiikselmistir (17).

2.2. Osteosarkom Epidemiyolojisi

Osteosarkomun bimodal yas dagilimi vardir. Ik pik, pubertal biiyiime artisina
karsilik gelen 10 ila 14 yas grubundadir. Bu grup primer osteosarkomlarin biiyiik
cogunlugunu temsil eder. Sifir ila 14 yas araliginda, tiim wrklarda ve cinsiyetlerde
osteosarkom insidansi orant milyon kisi basina yilda 4 vakadir (3.5 ila 4.6,% 95 giiven
araligl). Bu sayi, 0 ila 19 yas aralig1 i¢in milyon kisi basina yilda 5 vakaya (4,6 ila
5,6,% 95 giiven araligi) yiikselir. Bir sonraki gozlemlenebilir pik, osteosarkom
goriiniimiiniin Paget hastaliginin malign dejenerasyonu, kemik enfarktiisii bolgeleri,
vb. nedeniyle ortaya ¢ikan ikincil kanseri temsil etme olasiligi daha yiiksek oldugunda
65 yasindan biiyiik yetiskinlerde goriiliir. Hastanin yasinin sagkalim ile iliskili oldugu
bulunmustur; en diisiik sagkalim yaglh bireyler arasindadir. Osteosarkom i¢in 6lim

oranlar yilda yaklasik % 1.3 azalmaktadir. Bes yillik genel sagkalim orani cinsiyete
bakilmaksizin yaklasik % 68'dir (18).

Osteosarkom, pediatrik kanserlerin yaklagik% 2.4'linii olusturur ve sekizinci en
stk goriilen ¢ocukluk ¢ag1 malignitesidir. Losemi en sik goriilenidir (%30), ardindan
merkezi sinir sistemi maligniteleri (%22,3), noroblastom (%7,3), Wilms timori
(%5,6), Hodgkin Dis1 lenfoma (%4,5), rabdomiyosarkom (% 3,1) ve retinoblastomdur
(%2,8) (18).



Siyahlar, osteosarkomdan etkilenme olasilig1 en fazla olan etnik gruptur ve
insidans oran1 milyonda yilda 6,8 vakadir. Hispanikler, milyon kisi basina yilda 6,5
vaka insidansiyla yakin ve ikinci siradadir. Beyaz irk bireyleri bu maligniteyi milyonda
yilda 4,6 vaka yasamaktadir. Osteosarkom insidansinin erkeklerde kadinlardan daha
yiiksek oldugu rapor edilmistir, insidans erkeklerde milyon basina yilda 5.4 vaka ve

milyon kadinda yilda 4 vaka goriilmistiir (17).

2.3. Osteosarkom Tipleri
Diinya Saglk Orgiitii’niin kemik tiimérlerinin histolojik siniflandirmast,
0OS’yi merkezi, intramediiller ve ylizey tiimorlerine bolerek her grup altinda bir dizi alt

tipe ayirmaktadir (19) (Tablo 1).

Tablo 1. Osteosarkom tipleri (19)

Grup Alt Tiplers

Konvansivonel (intramediiller) Osteoblastik

osteosarkom Kondroblastik
Fibroblastik
Epiteloid

Dev-hiicrel

Kiigiik hiicrel

Telanjiektatik
Korteks-iliskili osteosarkom Parosteal

Dediferansive parosteal
Periosteal
Yiiksek-grade viizey
Intrakortikal

Diisiik-grade (merkezi) osteosarkom

Osteoblastom- benzeri osteosarkom

Hastalik-iliskili osteosarkom




2.4. Osteosarkom Tanis1

Osteosarkom tanis1 koymak i¢in kullanilan teknoloji ve teknikler son yillar
igerisinde gelismistir (20). Herhangi bir siipheli kemik lezyonu i¢in, tiim kemigin ve
bitisik eklemin en az iki X-1s1n1 goriintiisiinii almay1 igeren preoperatif bir goriintiilleme
protokolii izlenmelidir. Radyografiler kemik metafizinde, osteoblastik ve / veya
osteolitik alanlar, periost reaksiyonu ve yumusak doku kitlesi ile birlikte kotii
tanimlanmuis bir lezyon gosterecektir (21-23). Manyetik rezonans goriintiileme (MRG)
lezyonun yumusak doku ve ndrovaskiiler yapilara invazyonunu, kemik iligi replasman
seviyesini, lezyonlar1 ve sinir eklemine genislemesini degerlendirmek igin gereklidir.

(22, 23).

Bilgisayarli tomografi (BT) taramalar1 kortikal diizensizliklerin, kirik
bolgelerinin, mineralizasyonun ve ndrovaskiiler tutulumun tanimlanmasinda yararlidir
(23). Kemik sintigrafisi, poliostotik tutulum, metastaz ve intraossedz timor
genislemesinin gosterilmesine yardimci olabilir. Anjiyografi vaskiiler anatominin
gosterilmesine yardimet olabilir. Bu, proksimal tibia veya omuz kusaginda tiimorii
olan hastalarda preoperatif planlama i¢in yararlidir, ¢linkii bunlar yaygin vaskiiler
anatomik anomalileri olan bolgelerdir. Pozitron emisyon tomografisi (PET) taramalari
primer lezyonlar1 degerlendirmek ve diger kemiklerde ve akcigerlerde metastatik
lezyonlar1 saptamak icin kullanilabilir (21). Bazi arastirmacilar, hastaligin
kemoterapiye histolojik yanitin1 degerlendirmek ve progresyonsuz sagkalimi

ongormek icin PET taramalari kullanilmasini 6nermektedir (23).

OS tanisinda biyopsi mutlaktir. Son asamada yapilan tiimdr rezeksiyonu
biyopsi hattin1 igermelidir, ¢linkii bu yol tiimor hiicreleriyle kontamine olabilir. Cerrah
ileri zamanlarda gerceklesecek cerrahiyi g6z Oniinde bulundurarak biyopsi yolu
secmelidir (22-25). Acik biyopsi % 98 dogruluk orani nedeniyle altin standart olarak
kabul edilmistir. Ancak 6zellikle biyopsi nihai tedavi alaninin disinda yapiliyorsa, agik
biyopsi ile iliskili komplikasyonlar olustugu goriiliir (26). Lokal kontaminasyon riski
daha az oldugu icin ¢ekirdek biyopsi tercih edilir. Ekstremite koruyucu cerrahi
gecirebilecek hastalarda bu onemlidir (21). Histolojik olarak OS osteoblastik,
kondroblastik veya fibroblastik olarak goriinecektir (27).
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OS i¢in tan1 koyan bir laboratuvar testi yoktur; bununla birlikte, tam kan
sayimi, temel metabolik panel, bobrek ve karaciger fonksiyon testleri ve idrar tahlili,
kemoterapiye baslamadan once hastanin temel organ fonksiyonunu degerlendirmek
i¢in yararhdir. Osteoblastik aktivite alkalin fosfataz diizeyleri ile degerlendirilebilir ve
osteoklastik etkinligi degerlendirmek igin laktat dehidrojenaz seviyeleri kullanilabilir
(28).

2.5. Osteosarkom Evrelemesi

Osteosarkomda kullanilan evreleme siniflandirmasi, Enneking sistemi olarak
da bilinen Kas Iskelet Sistemi Tiimérii Dernegi evreleme semasidir. Bu sistem,
tiimdriin diisiik veya yiiksek dereceli (I veya II) olup olmadigini, tiimoriin intra- veya
ekstra bolmeli (A veya B) olup olmadigini ve metastaz olup olmadigini belirler (III).
Evre IA, Kkortikal olan diisiik dereceli timorii, IB, kortikal olan diisiik dereceli timori,
I1A, kortikal olan yiiksek dereceli tiimorii ve 1IB, ekstra-kortikal. Metastatik hastalik
hastay1 otomatik olarak evre III kategorisine yerlestirir. OS hastalarina en sik evre 1IB

tanis1 konur (18).

Tablo 2. Osteosarkom evreleri

Enneking’ e gire OS5’ un Kas-Iskelet Sistemi Tiimor Dernegi evrelemesi

Evrel Digiik-grade, metastaz vok

1A Intra kompartmental

1IB Ekstra kompartmental

Evre II Yiiksek-grade, metastaz vok

IIA Intra kompartmental

1IB Ekstra kompartmental

Evre II1 Diigiik- ve yilksek- grade_ metastaz var

2.6. Osteosarkom Tedavisi
Osteosarkom tedavisi i¢in mevcut standart neoadjuvan kemoterapi, cerrahi ve

daha sonra ameliyat sonras1 adjuvan kemoterapiyi kullanmaktadir.

2.6.1. Cerrahi Tedavi
Cerrahi eksizyon genellikle negatif sinirlarla timor rezeksiyonunu igerir,
clinkii ¢oklu ¢alismalar pozitif marjlar1 lokal rekiirrens (LR) ve diisiik sagkalim riski

ile iligskilendirmistir (29). Klasik olarak, Enneking ve ekibi dort farkli cerrahi sinir
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tipini tamimlamistir: intralezyonel, marjinal, genis ve radikal (30). Tiimoériin i¢inden
ornek alindiginda, adindan da anlagilacagi gibi intralezyonel bir sinir elde edilir. Bu
marjlarin ¢ok az terapdtik faydasi olmasina ragmen, genellikle biyopsiler igin
kullanilirlar ve tanisal amaglaridir. Marjinal ve genis kenar bosluklari, lezyon blogunu
¢ikarir ve genis bir normal doku smir1 birakir. Timorii ¢evreleyen bu normal doku
smirl, OS tedavisinde kesinlikle ¢cok onemlidir. Yaygin hastaligi olan hastalarda
akciger metastazinin tam rezeksiyonu miimkiin oldugunda hayati 6nem tagimaktadir
(31, 32). Bunun nedeni akciger metastektomisinin bu popiilasyonda sagkalimi énemli

Olclide uzatmasidir (33, 34).

Tekrarlayan rezektabl metastazlar1 olan hastalar, ameliyat dncesi kemoterapi
ile agresif bir sekilde tedavi edildiklerinde bile genellikle daha koétii prognoz
gosterirler. Tekrarlayan veya refrakter hastalik i¢in, bazi c¢alismalar etopositin
kemoterapi tedavi rejimine dahil edilmesinin yararli olabilecegini Onermektedir.
Bununla birlikte, bu veriler tartismalidir ve ciddi toksisitelerle iligkilidir. Miimkiin
oldugunda, tekrarlayan hastaligin cerrahi rezeksiyonu sistemik tedaviye gore ilk
basamaktir ve bu daha az etkili olup rezeke edilemeyen vakalar i¢in ayrilmistir (35-

37).

2.6.2. Kemoterapi Tedavisi

OS kemoterapi tedavisi, iki ila yedi ilaci igeren farkli kemoterapi rejimlerini
icermektedir (38, 39). Tutarli aktivite gOsteren dort ilag, cisplatin, doksorubisin,
16kovorin kurtarmali yiiksek doz metotreksat ve etoposid iceren veya icermeyen
izofosfamiddir. Yakin tarihli bir meta-analiz, {i¢ ilagla tedavi edilen hastalarin, iki ilag
alanlara gore daha iistiin bir sonuca sahip oldugunu gdstermistir. Bununla birlikte, {i¢
ilaca kiyasla dort ilacin kullaniminda bir avantaj olmamistir (40). Gergekten de,
standart veya yiiksek doz ifosfamid eklenmesi, toksisiteyi onemli dlciide artirdigr igin
hastalik sonucuna dair ihmal edilebilir etkiler yaratmistir (41). Bu durum kisa bir siire
once, cisplatin, doksorubisin, metotreksat kombinasyonuna (MAP) yiiksek doz
ifosfamid ve etoposid eklenmesinin higbir faydasi olmadigin1 géstermistir (42). Bu
nedenle, MAP, ¢ok ajanli kemoterapi su anda ilk basamak tedavi ve standart tedavi

yontemidir.
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Neoadjuvan (ameliyat dncesi) kemoterapi, metastatik olmayan hastalig1 olan
hastalarin rekiirrensiz sagkalimini (RFS) biiylik olglide arttirir. Ayrica, 6nemli
prognostik ve klinik degere sahip olan ve postoperatif tedavi stratejilerini degistirme
firsat1 sunan histolojik yanit alt gruplarina tiimor kategorizasyonu saglar. Neoadjuvan
kemoterapi ile pozitif bir tedavinin amaci, cerrahi olarak rezeke edilen timorde en az
% 90 nekroz elde etmektir. Neoadjuvan tedaviden sonra rezeksiyonda nekroz yiizdesi
% 90'in altindaysa, rezeksiyon sonrasi adjuvan kemoterapi rejimi degistirilebilir (37).
Ancak, ameliyat sonrasi yanita gore kemoterapi rejiminin degistirilmesinin hasta
sonuclart {izerinde olumlu bir etkisi olmadigr gosterilmistir; gergekten de,
EURAMOS-1 randomize kontrol deneme serisinden elde edilen bir bagka bulgu, zayif
yanit verenler igin kemoterapi rejimlerinin yogunlagmasi sonucu (ifosfamid ve
etoposidin eklenmesi, yani MAPIE) artan toksisite ve ikincil maligniteler oldugunu

bildirmistir (43).

2.6.3. Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, siipheli etkinligi ve iliskili enfeksiyon riski nedeniyle OS
tedavisinde tartismali bir role sahiptir. Japonya'da diisiik maliyetli rekonstriiktif
modaliteye ek olarak ilging bir uygulama popiiler hale getirilmistir. 2013 yilinda
yapilan bir caligmada ekstrakorporeal isimnlama (ECI) uygulandiktan sonra 101
sarkomlu (37'si OS) hasta geriye doniik olarak gbzden gegirilmis ve bazi umut verici
sonuclar vermistir. ECI, ilgili kemigin blok rezeksiyonundan, her kemik segmentinin
50 Gy radyasyonla tedavisinden ve kemigin nihai replantasyonundan olusur. OS'lu 37
hastanin higbirinde hastalik niiksii goriilmemistir. Arastirmacilar ECI'yi hastalifin
niiksetmesini Onlemede etkili olan ve diisiikk bir enfeksiyon riski tasiyan diisiik

maliyetli bir tedavi olarak desteklemektedir (44).

2.7. ifosfamid

Ifosfamid, tek bir ajan olarak veya ¢ok ¢esitli maligniteleri tedavi etmek icin diger
ajanlarla kombinasyon halinde kullanilan bir alkilleyici ajan ve bir siklofosfamid
analogudur. Bu maligniteler arasinda (45):

* Testisin germ hatt1 timori

* Yumusak Doku Sarkomlari

» Ewing Sarkom

 Rahim agzi kanseri (rekiirren veya metastatik)
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» {leri Mesane Karsinomu

* Hodgkin D1s1 Lenfoma

 Hodgkin lenfoma

* Kii¢iik ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri

* Osteosarkom

* Over kanseri

* Timik kanser

Tiim bu kanserler arasinda, Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) ilac1 sadece testisin germ
hatt1 timori i¢in onaylamustir.

Ifosfamid, oksazofosforin alkilleyici ajanlarin sinifina aittir. Ana formunda (6n
ilag) aktif olmayan bir bilesiktir. Aktif metabolitlere CYP450 enzimleri tarafindan
karacigerde metabolize olur. Bu aktif metabolitler (fosforamid hardal tiirevleri ve
akrolein) DNA'ya baglanir ve DNA sentezini inhibe eder (46). Bu metabolitin etki
ettigi iki mekanizma agagidaki gibidir:

Birincisi, interstrand veya intrastrand capraz baglar olusturarak hiicre hasarina
neden olur ve ikincisi, hasarli hiicrenin apoptozuna yol agar (47). Bu aktif metabolitler,
onarilamaz DNA hasari ile sonug¢lanan ve protein olusumunu durduran reaktif oksijen
tirlerini  (ROS) diizenler. Diger alkilleyici bilesiklerle karsilastirildiginda,
siklofosfamid ve ifosfamid tiirevleri olarak daha fazla anti-tiimor aktivitesine sahiptir,

fosforamid hardal tiirevleri ve akrolein sitostatik degil sitotoksiktir (47) (Sekil 1).
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Sekil 1. Ifosfamid calisma mekanizmas (48)

Filtrasyon oncelikle bobrek yoluyla gerceklesir ve dozlar bobrek fonksiyonuna
gore ayarlamay1 gerektirir. Ilacin birincil uygulama sekli intraven6z (IV) yoldan gecer
(49). Oral formun yilizde 100'e yakin bir biyoyararlanimi olmasina karsin ciddi
norotoksisite ile sonuglanmis ve 0 zamandan beri uygulama intraven6z forma
gecilmistir (50). Arastirmacilar, yirmi yil 6nce ifosfamidi kesfetmis ancak hemorajik
sistit gelismesine bagl olarak doz sinirlamalarina maruz kalmiglardir. Sadece tiyol
noroprotektif bilesik mesna mevcudiyetinden sonra ilag ¢ok ¢esitli maligniteleri tedavi
etmek i¢in daha yaygin olarak kullanilmistir. Bu nedenle uygulama neredeyse her
zaman mesna ile birliktedir (49).
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Olumsuz etkiler esas olarak doza baglidir. Bunlar sistemlere gore tanimlanabilir
(50). Bu sistemler gastrointestinal, dermatolojik, merkezi sinir sistemi, hematolojik,
renal, endokrin ve kardiyaktir (51, 52):

1. Gastrointestinal: Bulant1 ve kusma (% 50'nin {izerinde); karin kramplari; anoreksiya
- genellikle hastalarin hidrate kalmalar1 tavsiye edilir ve bu terapi sirasinda ¢ok su

igcmeleri 6nerilir (51). Antiemetikler genellikle ilagla birlikte verilir (52).

2. Dermatolojik: alopesi - ifosfamid ile not edilen evrensel bir yan etkidir. (% 90)
3. Merkezi sinir sistemi: ensefalopati. (% 15)

4. Hematolojik: 16kopeni, anemi, trombositopeni. (% 30 ila 50)

5. Bobrek: hematiiri (% 90) - tek basina kullanildiginda.

6. Endokrin ve metabolik: metabolik asidoz. (% 30)

7. Kardiyak: Aritmiler. (% 10'un altinda) (53)

2.7.1. Ifosfamidin Osteosarkomda Kullanimi

1980'lerin basinda, osteosarkomlu hastalarin sagkalimini artirmak i¢in etoposid
ile birlikte veya etoposid olmadan ifosfamid, kemoterapi ile birlikte kullanilmistir.
Osteosarkom i¢in standart tedavilerden sonra rekiirrens yasayan hastalar, ifosfamide
maruz kaldiklarinda kayda deger yanitlar gostermistir (54, 55). Fransiz Pediatrik
Onkoloji Dernegi'nin relaps veya refrakter osteosarkomlu hastalari iceren bir Faz 11
calismasinda, ifosfamid ve etoposidin kombine tedavisi % 48 yanit orani ile
sonuglanmustir (% 95 giiven aralig1 (CI)):% 29, % 67). Bununla birlikte, bu sonuglar
Alman / Hollandali / Avusturya / Isvigre Kooperatifi Ewing'in Sarkom Calismalari
(Gesellschaft fur PadiatrischeOnkologie und Hamatologie'den) ve Birlesik Krallik
Cocuk Kanseri Calisma Grubu'ndan iki ¢ok kurumlu grubun ¢alismalarindan farklidir.
Bu iki ¢aligmada, hastalara ifosfamid ile veya ifosfamid olmadan neoadjuvan tedavisi

verilmis olmasina karsin sagkalimda anlamli bir fark bulunmadi (56).

2.8. Mifamurtid
Lipozomal muramil tripeptit fosfatidil etanolamin (L-MTP-PE) olarak da
bilinen mifamurtid, Avrupa'daki osteosarkom tedavisi i¢in onaylanmistir.

Mifamurtid'in rasyonel ilag tasarimi, sentetik fosfolipidler 1-palmitoil-2-oleoil
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fosfatidil kolin (POPC) ve 1,2-dioleoil fosfatidil serin (OOPS) iceren ¢ok lamelli
lipozom ilag tastyicisinda makrofaj aktivasyonu icin MTP-PE kullanir. ilag in vitro
normal veya tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik olmamasina ragmen, in vivo olarak
osteosarkomun akciger metastazlarina kars1 immiin aktivasyonu, mifamurtidin anti-
osteosarkom etkilerini aciklar. Fosfatidil serin igeren lipitler, apoptozdan sonra dis
zarina "gevrilmis fosfatidil serin" i¢ceren makrofaj hiicrelerine isaret eder (6rn, timdr
hiicrelerinin kemoterapiden hasar gérmesinden sonra); bu nedenle, hem mifamurtidin
aktif hem de inaktif bilesenleri, akcigerlerdeki bagisiklik hiicrelerini hedefler.
Mifamurtid uygulamasi, osteosarkomlu metastatik olmayan ve metastatik hastalarda
kemoterapiye eklendiginde 6- ve 5 yillik genel sagkalimda% 8 ve% 13 iyilesme ile
sonuclanmistir. Mifamurtidin kisa stireli toksisiteleri (ates, bas agrisi, grip benzeri
semptomlar ve sertlikler), ilk infiizyon i¢in premedikasyon olarak ibuprofen (200 mg)
kullanilarak azaltilir veya ortadan kaldirilir; Oncesi ve sonrasi igin bir algoritma
sunulmaktadir. Bugiine kadar, mifamurtidin uzun vadeli yan etkileri bildirilmemistir.
Iki bilyiik kanser merkezinde (MD Anderson ve Memorial Sloan-Kettering) bulunan
merhametli erisim programlar1, Kuzey Amerika'da bu potansiyel olarak hayat kurtarici
ilact sagladi. Mifamurtid deneyimi, diizenleyici kurumlar ve kurumlar, ilag endiistrisi
ve pediatrik onkologlar arasinda kanser tedavisini ve nadir goriilen sarkomu olan
cocuklar ve gencler i¢in sonuglar iyilestirmek icin basarili bir igbirligi Ornegi

sunmaktadir (57).

2.8.1. Mifamurtidin Osteosarkomda Kullanimi

Kemoterapi ile karsilastirildiginda, mifamurtid, tiimor hiicreleri iizerinde
dogrudan bir sitotoksik etkiye sahip olmak yerine, sitotoksisiteyi dolayli olarak
etkilemek i¢in bagisiklik sistemini modiile etmesi bakimindan benzersiz bir etki
tarzina sahiptir (58). Ekstremite cerrahisi ile iligkili enfeksiyonlarin hem kopeklerde
hem de osteosarkomlu insanlarda sagkalim iizerinde olumlu bir etkisi vardir.
Kemoterapiden sonra daha yiiksek mutlak lenfosit sayisinda diizelme de sagkalimda
tyilesme ile iligkili gibi gériinmektedir. Gergekten de, sagkalimin iyilestirilmesinde rol
oynayan immiin sistem i¢in en iyl kamt, fosfatidil kolin + fosfatidil fosfatidil
etanolamin (L-MTP-PE; mifamurtid) igeren bir makrofaj aktivatorii kullanilarak

yapilan 20 yildan fazla ¢aligmadan elde edilmektedir (59-61).
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2.8. Kemik Cimentosu

Polimetil metakrilat (PMMA) yaygin olarak kemik ¢imentosu olarak bilinir ve
cesitli ortopedik ve travma cerrahisinde implant fiksasyonu i¢in yaygin olarak
kullanilir. Gergekte “cimento” yanlis adlandirmadir ¢iinkii ¢imento kelimesi iki seyi
birbirine baglayan bir maddeyi tanimlamak i¢in kullanilir. Bununla birlikte, PMMA,
implant1 kemige kars1 tutan siki bir alan olusturan ve bdylece bir 'harg' olarak islev
goren bir bosluk dolgu maddesi olarak islev goriir (62). Kemik ¢imentolarinin
kendinden yapiskanl 6zellikleri yoktur, ancak bunun yerine kemik yiizeyi ve protez
gibi ylizeyler arasinda yakin mekanik kilitlenme gerceklesmektedir. Ticari olarak
temin edilebilen diger kalsiyum fosfat ¢imentolari (CPC 'ler) ve cam polialkenoat
(iyonomer) ¢imentolar1 (GPC 'ler) gibi diger kemik ¢imentosu, g¢esitli ortopedik ve
dental uygulamalarda basariyla kullanilmaktadir. TBM'ler biyolojik olarak emilebilir
ve biyouyumludur, ancak esas olarak diisiik mekanik mukavemetleri nedeniyle

kraniyal ve maksillo-yiiz cerrahilerinde kullanilir (63).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Subkutan ksenograft nude ve Balb/c fare osteosarkom tiimor modelinde cerrahi
rezeksiyon sonrast lokal olarak bu bélgeye konulacak kemik ¢imentosu igindeki
kemoterapotk ajanlarin ve immunoterapotik ajanlarin timér ve mikrogevresinin
tizerine etkinliginin degerlendirilmesini amaglandigi bu calisma deneysel ¢alisma

olarak planland.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmanin hiicre kiiltiiri bolimii, sakrifikasyon sonrast
immiinohistokimyasal ve diger analizler Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii
Temel Onkoloji Anabilim dalinda, in vivo deney hayvani modeli deneyleri,
sakrifikasyon asamasi1 Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Anabilim Dali
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Arastirmaya 2017 yilinda basland1 ve veri toplama

islemi 2019 yilinda sonlandirildi.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Anabilim Dali Laboratuvari’nda

tiretilen balb/c ve nude farelerle deneysel olarak gergeklestirildi.
Calismada 4 haftalik ortalama agirliklar1 25 gr. olan, 35 adet erkek Balb/c
fareler rastgele secilerek, her biri 7 fare igeren bes grup olusturuldu.
Grup I Kontrol grubu (n: 7) : Tiimor enjekte edilen Balb-c grup
Grup Il (n: 7) : Tiimdr enjekte edilip SF emdirilmis sement yerlestirilen Balb-c grup

Grup I (n: 7) : Tiimdr enjekte edilip mifamurtid emdirilmis sement yerlestirilen Balb-
c grup
Grup IV (n: 7) : Timdor enjekte edilip ifosfamid emdirilmis sement yerlestirilen Balb-

c grup

Grup V (n:7) : Tuimor enjekte edilip mifamurtid+ ifosfamid emdirilmis sement

yerlestirilen Balb-c grup
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Atimik niide fareler i¢in olusturulan gruplar: Atimik Nude mice, erkek, 4-6

haftalik, 25-30 gram, 28 adet
Grup | Kontrol grubu (n: 7) : Tiimor olusturulan grup

Grup Il (n: 7) : Tiimdr olusturulup subtotal rezeksiyon sonrasi SF emdirilmis sement

yerlestirilen grup

Grup I (n: 7) : Timdr olusturulup subtotal rezeksiyon sonrasi ifosfamid emdirilmis

sement yerlestirilen grup

Grup IV (n: 7) : Tiimdr olusturulup subtotal rezeksiyon sonrasi sement yerlestirilip, IP

ifosfamid verilen grup

3.4. Calisma Materyali

Ortalama agirliklart 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 1sisida (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 6nce

fareler bir hafta siireyle bu ortamda izlenip ortama uyum gostermeleri saglandi.
Diger materyaller:

CD#4 antikoru (IHK)

CD8 antikoru (IHK)

CD20 antikoru (IHK)

CD64 antikoru (IHK)

NCR1 antikoru (IHK)

FAPA antikoru (IHK)

Inkiibator ana kart1 (thermo igin)
Kemik ¢imentosu

Atimik nude fare

N N N N N RN

Tiip rak: renkli plastik
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N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N U N N N N

Kriyotiip kutusu (cryo box)

Mikrofiltre 70 mikrom steril

Otoklav bandi buhar

Petri kutusu 15mm ¢apinda

Aliiminyum folyo

Fare yemi (patojenlerden arindirilmis tip) - 5 kg
Otomatik pipet seti (0,5-10; 10-100; 100-1000 ul)
Pipet tabancas1 1-100 ml (pipette aid)

Manuel pipet steril 2 ml

Manuel pipet steril 10 ml

Hiicre kaziyici (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 100liik

Pipet ucu mavi 0-1000 mikrol

Flask 75 cm2

Pipet ucu sar1 20-200 mikrol

Filtreli santrifijj tlipti 4 ml (24 adet/paket)
Yiizey kapakli kuyucuklu slayt

Flask 25 cm2

Kriyovial steril, polipropilen 2 ml.

Lamel 24x50 100lik

Eldiven pudrasiz lateks

Lam polilizin kapl

Insiilin enjektorii (100 ad/kutu)
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Bistiiri ucu no:24 (100 ad/kutu)
Deney hayvanlari altlig
Kadmiyum standart soliisyonu

Tripsin EDTA soliisyon

NS NEE N NN

L-glutamin

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmanin bagimli degiskeni: Timor boyutundaki degisim, CD4, CD8, CD20,
NCR1, FAPA yiizdeleri ve Balb/c ‘ler i¢in inflamasyon

Arastirmamn bagimsiz degiskeni: Ilag ve cement uygulanan gruplar

3.6. Veri Toplama Araclar

3.6.1. Hiicre Kiiltiirii

Ifosfamid ve mifamurtidin in vivo osteosarkom fare modelindeki etkisinin
belirlenmesinden 6nce doz optimizasyonlari i¢in, K7M2 hiicre hattinda canliligina
bakilmistur. Bu amagla hiicreler %10 fetal bovin serum (FBS) iceren DMEM
ortaminda ( %1 L-Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin ’11) kiiltiire edildikten sonra
37°C, %5 CO? kosullar1 saglayan inkiibatore kaldirilmistir. Hiicreler yaklagik 2x10°
diizeyine eristiginde hiicreleri kaldirmak amaciyla Tripsin-EDTA soliisyonu kullanilip,
hiicreler 96 kuyucuklu plate i¢ine 6 kuyucuk/ grup ve kuyucuk basina 5000 hiicre
olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler tutunup %70 konfluent hale gelince sonra
hiicrelerin kalkmamasina dikkat edilerek {iist fazlar pipetlenip uzaklastirilacak ve
ifosfamidin farkli dozlar1 (10 ug/ml, 20 ug/ml, 40 ug/ml) tek basina ve sement ile
birlikte; mifamurtidin de farkli dozlar1 (0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml) tek basina ve
sement ile birlikte verilmistir. Plate 24 saat 37°C %5 CO2 inkiibatore kaldirildiktan
sonra WST ile hiicre canlilig1 tayini yapildi. Sement i¢inden salinimi en uygun olacak

doz optimizasyon deneylerine gore belirlenmis ve hayvan deneyi i¢in uyarlanmastir.

3.6.2. Hiicre Canhlik Testi

WST ile hiicre proliferasyonunun tayini ig¢in hiicrelerin bulundugu 96
kuyucuklu plate icinde bos bir kuyucuga da sadece ortam koyularak kor olarak
kullanildi. 100 pl/kuyucuk hiicre i¢in her kuyucuga 10 pl/kuyucuk WST-1 hiicre
proliferasyon reaktifi eklendi (1:10 diliisyon). Hiicreler 37°C %5 CO2 lik etiivde 2
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saat inkiibasyona birakildi. Plate ¢alkalayicida bir dk calkalandiktan sonra ELISA
okuyucuda 420- 480 nm de okutuldu. Referans dalga boyu olarak 600 nm den fazlasi
(630 nm) secildi. Kontrol grubunun absorbans ortalamalar1 %100 canlilik olarak kabul

edilerek diger absorbanslar karsilastirilarak hiicre canlilik ytlizdeleri tayin edildi.

3.6.2. Fare Ksenograft Modelinin Olusturulmasi

Calismada kullanmilan atimik nude fareler Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuarinda (DEUTFDHAL) hepafiltre ile
havalandirmasi olan 6zel bir odada tutularak ve serbest¢e yem ve suya ulagmalari
saglandi. Balb/c fareler ise hepafiltreli olmayan kafeslerde ayni kosullarda barindirild.
Tiim farelerin caligma boyunca 20+2°C oda 1sisinda, 12 saatlik aydinlik/ karanlik
ortamda tutulup, pellet fare yemi ile beslenmesi ve suya serbest¢e ulagabilmeleri

saglanmustir.

Balb/c farelere yapilan islemlerin giinliik siirecleri tablo 3 ‘de yer almaktadir.

Tablo 3. Balb/c hayvanlara yapilan giinlik uygulamalar

0. giin 1.giin 2-6. giinler: 7.giin
Tim gruplara sag | Grup I: - Gilinde 2 kez | Tim gruplarda
gluteal bolgeye | Grup II: Dietil eter anestezisi altinda | hayvanlarin sakrifikasyon,
subkutan 1x10° | operasyon ile sag yan gluteal bolgeye SF | gozlem ve | Histopatolojik
timor hiicre (K7M2 | emdirilmis sement yerlestirilmesi yakin takibi ve
osteosarkom hiicre | Grup III: Dietil eter anestezisi altinda | Agr varliginda | immiinohistoki
hatt1) enjeksiyonu | operasyon ile sag yan gluteal bolgeye 100 | analjezik myasal
ug mifamurtid emdirilmis  sement | destegi inceleme
yerlestirilmesi

Grup IV: Dietil eter anestezisi altinda
operasyon ile sag yan gluteal bolgeye 10 mg
ifosfamid emdirilmis sement yerlestirilmesi
Grup V: Dietil eter anestezisi altinda
operasyon ile sag yan gluteal bdlgeye 200
ug mifamurtid+ 20mg ifosfamid emdirilmis

sement yerlestirilmesi
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Atimik nude farelere yapilan islemlerin giinliik siiregleri tablo 4 ‘de yer almaktadir.

Tablo 4. Atimik nude hayvanlara yapilan giinliilk uygulamalar

0. giin

1.giin

2-6. giinler:

7.giin

Tim gruplara sag
gluteal bolgeye
subkutan 106 tiimor
hiicre (K7M2
osteosarkom hiicre

hatt1) enjeksiyonu

Grup I: Sadece tiimor olan grup

Grup II: Dietil eter anestezisi altinda
operasyon ile sag yan gluteal bolgeye SF
emdirilmis sement yerlestirilmesi

Grup III: Dietil eter anestezisi altinda
operasyon ile sag yan gluteal bdlgeye 100
ug ifosfamid emdirilmis  sement
yerlestirilmesi

Grup IV: Dietil eter anestezisi altinda 10

ug/kg intraperitoneal ifosfamid uygulanan

Gilinde 2 kez
hayvanlarin
gbzlem ve
yakin takibi
Agr varliginda
analjezik

destegi

Tim gruplarda
sakrifikasyon,
Histopatolojik
ve
immiinohistoki
myasal

inceleme

Sementin yerlestirilmesi i¢in yapilan cerrahi girisimler, atimik nude fareler i¢in

klas

2 kabinette gergeklestirildi.

Balb/c farelerde

ise operasyon odasinda

gerceklestirildi. Girisimsel islemler 6ncesinde hayvanlarda sedasyon saglamak {izere
dietileter inhalasyonu uygulandi. Batikonla lokal insizyon yeri temizlendikten sonrasi
cilt, ciltalt1 kesilip tiimor goriilerek ve gruplara gore tiimii ya da 15 mm? tiimor residii
kalacak sekilde opere edildi. Hemostaz saglandiktan sonra lokal maddeler uygulanip
steril siitiirlerle kapatildi. Post operatif bakim IVC ve normal kafeslerde yapildi.
Balb/c farelere sement uygulanmasi, hayvanin anestezi altinda kapatilip canliligin
stirdiiriilmesi, sakrifikasyon ve sonrasinda sementin ¢ikarildig1 uygulama bolgesi Sekil

1 ‘de yer almaktadir.
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Sekil 1. Hayvanlara sementin uygulanma ve sonrasindaki iglemler
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3.6.3. Kimyasallar
Ifosfamid: Holoxan 2gr/50ml, Baxter, Eczacibasi

Mifamurtid: Mepact, 4 mg/50 ml, TAKEDA
Sement : Biomet Bone Cement (Biomet Orthopedics Warsaw, Indiana, USA)

3.6.4. Farelerin arastirmadan ¢ikarilma kriterleri

Calisma siiresince hayvanlarda sepsis gelismesi ve uyaranlara belirgin
derecede azalmis yanit durumunda, ¢alismadan ¢ikarilmak {izere fareler gdzlemlendi.
Bununla beraber farelerin agirliginin % 15’inden fazlasini kaybetmesi durumunda, her
bir grupta 5 adet fare olmas1 saglanana dek yeni farelerle calismaya devam edilmesi
ve kayip olmas1 halinde etik kurulun haberdar edilmesi planlanmisti. Ancak ¢alisma
stiresince takiplerde kaybedilen veya ¢alismadan ¢ikarilmak durumunda kalinan hig

hayvan olmamustir.

3.6.5. Farelerin sakrifikasyonu, organ ve dokularin disseke edilmesi

Sementin yerlestirildigi cerrahiden 7 giin sonra fareler sakrifiye edildi. Fareler
sakrifiye edilmeden 6nce dietileter inhalasyon anestezisi uygulandi. Farelerin organ ve
dokular1 disseke edilerek timoér ve mikrogevresi formol icine konarak

immiinohistokimyasal ve histomorfolojik analizler i¢in ayrildi.

3.6.6. Immiinohistokimyasal Analizler

Parafine gdmiilen tiimdr dokularindan parafin kesitler elde edildikten sonra bir
gece 60°C etiivde tutulup ertesi giin 30 dk ksilen igerisinde bekletildi. Tiimor ve sement
cevresinde T lenfosit, B lenfosit vb hiicre dagilimlar1 incelendi. Bu dagilimlari analiz
edebilmek i¢in immiinohistokimya yontemi ile yardimci T lenfosit icin CD4,
sitotoksik T lenfositler i¢in CDS8, B lenfosit i¢cin CD20, natural killer hiicreler icin
NCRI1, Fibroblast i¢cin FAPA ve makrofaj orani i¢cin CD64 antikorlar1 kullanildi.
Immiinohistokimya olarak Temel Onkoloji Laboratuarinda bulunan Ventana
Discovery cihazi kullanilacaktir. Boyama otomatik olarak gergeklesitirilmistir. Timor
dokulardan alinan kesitler 3 mikron ¢apta pozitif yiiklii lamlar iizerine alindi. 60
derecede bir gece etiivde bekletildikten sonra Ventana Discovery cihazina yiiklenerek

deparafinizasyon ve preparasyon asamalari gerceklestirildi. Ardindan blokan ve
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primer antikor ve devaminda streptavidin biotin peroksidasyon yontemiyle DAB ile
renklendirme yapildi. Bu islem sonrasinda hemotoksidan zemin boyasi yapilip
seffaflastirilan lamlar entallan ile kapatilip 1s1k mikroskobunda gozlem yapilmistir.

Incelenen hiicrelerin oranlar1 % olarak kaydedilmistir.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen verilerin analizi SPSS istatistik programimin 24.0 versiyonu
kullanilarak istatistik agidan gerceklestirildi. Veriler ortalama + standart sapma
biciminde verildikten sonra nonparametrik Mann-Whitney U (iki grup karsilagtirmak
icin); Kruskal Wallis (ikiden fazla gruplar arasi) testleri ile yapildi. Kategorik
degiskenlerin karsilastirilmast Ki-kare testi ile gergeklestirildi. P<0.05 degeri

istatistiksel anlamli kabul edildi.

3.8. Arastirmanin Akis Semasi

Literatir tarama

!

Malzemelerin temini

L

K7M2 hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasi

!

In vitro ¢aligmalar ile doz hesabinin yapilmasi

!

K7M2 hiicrelerinin Balb/c farelere verilmesi

l

Balb/c farelerin 7 giin gézlem sonrasi sakrifikasyonu

l

Immunohistokimyasal analiz

!

[statiksel analiz

!

Bilimsel toplantilarda sunum, Yayin yazimi ve sonug raporu yazimi
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3.9. Etik Kurul Onay1

Tiim galismalar Dokuz Eyliil Universitesi Multidisipliner Hayvan Laboratuari
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 10/2018 protokol no’lu 11/03/2018 sayil1 06
Subat 2018 tarihli etik kurulu onay1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. WST-1 ile in vitro Proliferasyon Bulgulari

In vitro olarak K7M2 osteosarkom hiicrelerine 24 ve 48 saatlik mifamurtid

emdirilmis sement uygulandiginda tek basina mifamurtid uygulanmasina kiyasla

sement i¢ine emdirilerek uygulandiginda daha fazla sitotoksik etki gosterdi. Buna gore

0,5 ug/ml mifamurtid ve sementin 24 saatlik uygulanmasi sonucu %41,7 canlilik tespit
edildi (Sekil 2).

K7M?2 Osteosarkom Huicre Hattinda Mifamurtid/Sement
24 Saat Uygulamasi

120
100,00
100
79,43 76,80
80 68,69
60 48,33 >3,83
41,47
40
20
0
Kontrol 0.25 ug/ml 0.5 ug/ml 1 ug/ml 0.25 ug/ml 0.5 ug/ml Lug/ml
mifamurtid  mifamurtid  mifamurtid mifamurtid mifamurtid+ mifamurtid+
+sement sement sement
K7M2 Osteosarkom Hicre Hattinda Mifamurtid/Sement
48 Saat Uygulamasi
120
100
100 90,2
81,95
80 69,43
60 49,1 51,26 24,19
40
20
0
Kontrol 0.25 ug/ml 0.5 ug/ml 1 ug/ml 0.25 ug/ml 0.5 ug/ml lug/ml
mifamurtid mifamurtid  mifamurtid mifamurtid mifamurtid+ mifamurtid+
+sement sement sement
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Sekil 2. In vitro mifamurtid ve sementin 24 ve 48 saatlik uygulamasinin K7M2

hiicrelerinin canliligina etkisi

In vitro olarak K7M2 osteosarkom hiicrelerine 24 ve 48 saatlik ifosfamid
emdirilmis sement uygulandiginda tek basina ifosfamid uygulanmasina kiyasla daha
fazla sitotoksik etki gosterdi. Buna gore 20 ug/ml ifosfamid ve sementin 48 saatlik

uygulanmasi sonucu %47,49 canlilik tespit edildi (Sekil 3).

K7M?2 Osteosarkom Hucre Hattinda
ifosfamid/Sement 24 Saat Uygulamasi

120

100,00
100
80,09
80 65,72 64,89 68,04
60 56,10 50,33
40
20
0
Kontrol 10ug/ml 20ug/ml 40ug/ml 10ug/ml 20ug/ml 40ug/ml
ifosfamid ifosfamid ifosfamid ifosfamid+  ifosfamid + ifosfamid +
cement cement cement
K7M?2 Osteosarkom Huicre Hattinda
Ifosfamid/Sement 48 Saat Uygulamasi
120
100
100
80
56,32 56,79
60 43,9 47,49 49,94
40 27,54
0
Kontrol 10ug/ml 20ug/ml 40ug/ml 10ug/ml 20ug/ml 40ug/ml
ifosfamid ifosfamid ifosfamid ifosfamid+  ifosfamid +  ifosfamid +
cement cement cement

Sekil 3. In vitro ifosfamid ve sementin 24 ve 48 saatlik uygulamasinin K7M?2

hiicrelerinin canliligina etkisi
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4.2. Histopatoloji Immiinohistokimya Bulgular

K7M2 osteosarkom hiicrelerinin subkutan enjekte edildigi Balb/c farelerde
timor olusumu gézlenmemistir (Sekil 4). Ancak hiicrelerin enjekte edildigi alana
sement, ifosfamid ve/ veya mifamurtid yerlestirilerek inflamatuar ve immiin yanit

degerlendirilmistir.

Atimik nude farelerde ise, K7M2 enjekte edilen bolgede tiimor olusumu
gozlenmistir. Tiimdr rezeksiyonu ardindan yukarida belirtilen gruplar olusturularak,

sakrifikasyon ardindan histopatolojik ve immiinokimyasal analizler yapilmistir.

Sekil 4. Balb/c farelerin kontrol grubunda osteosarkom hiicrelerinin enjekte

edildigi ve timdr olusumunun gézlenmedigi alanlar

4.2.1. Balb/c osteosarkom fare modeli histopatoloji bulgulari
Sement+SF grubunda ve SF+Mifamurtid grubunda kontrol grubuna gore;

inflamasyon, notrofil ve histiyosit sayisi daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
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Sekil 5-b. 147-(Kontrol Grubu) Inflamatuar yamt diisiik
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Sekil 5-¢.152-CD64 ( Kontrol Grubu) Seyrek Histiositler

Sekil 5-d.147-NCR1 ( kontrol Grubu) Orta diizeyde Natural killer cell reseptor

ekspresyonu
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Sekil 5-e. 148-FAPA ( kontrol Grubu) Artmis fibroblast activating protein

ekspresyonu

160-CD8 (Sement+Mepact Grubu) Sitotoksik T lenfositlerin yakindan gériiniimii
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Kontrol grubunda inflamasyon %42,9 ‘unda diisiik (n:3), %28,6 ‘sinda orta
(n:2) ve %28,6’sinda yiiksek (n:2) diizeydedir. Lenfosit diizeyleri %71,4 “linde diisiik
(n:5), %28,6 ‘sinda orta (n:2) ‘dir. Notrofiller %71,4’tinde diisiik (n:5), %28,6 ‘sinda
(n:2) diistik diizeydedir. Histiosit agisindan tiim tiimorlerde diistik diizeydedir (n:7,
%100). Dev hiicre diizeyleri %71,4 “linde diisiik (n:5), %28,6 ‘sinda orta (n:2) ‘dir.

Immiinohistokimyasal boyama sonucunda CD4 pozitif lenfosit diizeyi, CD8
pozitif lenfosit diizeyi, CD20 pozitif B lenfositler tiimiinde diisiiktiir (n:7, %100).
CD64 pozitif makrofaj hiicreler %14,3 “iinde yok (n:1), %71,4 ‘liinde diislik (n:5) ve
%14,3 ‘liinde orta (n:1) diizeydedir. NCR1 pozitif NK hiicreler %57,1’inde (n:4)
bulunmamakta, %42,9 ‘unda diisiik diizeydedir (n:3). FAPA pozitif hiicreler
%28,6’sinda bulunmamakta (n:2), %28,6’sinda diisiik (n:2) ve %42,9 ‘unda orta
diizeydedir (n:3).

Inflamasyon, lenfosit, nétrofil, histiosit, dev hiicre, CD4, CD8, CD20, CD64,
NCR1 ve FAPA ckspresyonlarinin Balb/c farelerde kontrol gruplarda

immiinohistokimyasal degerlendirme bulgulari1 Tablo 5 ‘de yer almaktadir.

Tablo 5. Balb/c osteosarkom fare modeli kontrol grubunda inflamasyon,
lenfosit, notrofil, histiosit, dev hiicre hiicre yiizdeleri ile CD4, CD8, CD20, CD64,
NCR1 ve FAPA ekspresyonlari

INFLAMASYON LENFOSIT NOTROFIL HISTIOSIT DEVHUCRE CD4 CDS CD20 CD64 NCR
1 1 0 1 0 i T i 1 0
1 1 0 1 1 . T . 1 1
2 1 0 1 1 i T i 2 1
2 1 0 1 0 i i i 1 0
1 1 0 1 0 . T . 0 0
3 2 1 1 0 i T i 1 1
3 2 1 1 0 ! T ) 1 0

i

[ N R N S e

(0: ekspresyon yok 1: ekspresyon var 2: yiiksek diizeyde ekspresyon var; yukar1 ok:

yiiksek ekspresyon var, asagi ok: diisiik ekspresyon var)
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4.2.2. Balb/c osteosarkom fare modeli sement ve serum fizyolojik grubu
immiinohistokimya bulgular:

Sementin SF ile hazirlanarak deney hayvanlarina implantasyonu sonrasinda
cikarilan dokularda inflamasyon ve notrofil seviyelerinde artig goriilmiistiir. CD8

antikor seviyesi diger antikorlara gore daha belirgin olarak goze ¢arpmaktadir (Sekil
6).

Sekil 6.a. Balb/c osteosarkom fare modelinde sement ve serum fizyolojik

kombinasyon immiinohistokimya goriintiileri 154-CD20 (Sement+ SF Grubu) Az
sayida CD 20 eksprese eden B lenfositler
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Sekil 6.b.158-CD4 (Sement+ SF Grubu) Artmis T helper hiicreler

Sekil 6.c.156-CD64 (Sement+ SFGrubu) orta diizeyde histiositler
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Sekil 6.d.156-NCR1 (Sement+ SF Grubu) diisiik diizeyde Natural killer cell reseptor

ekspresyonu

Sekil 6..154-CD4 (Sement+ Sf Grubu) Yag dokusu iginde fibroblastlar ve

inflamatuar hiicreler arasinda kavrerenkli boyanmis T helper lenfositler
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Sekil 6.f.153-CD8 (Sement+ SF Grubu) Cok sayida sitotoksik T lenfositler

Immiinohistokimyasal boyama sonucunda SF ile hazirlanan sement uygulanan
CD4 pozitif lenfosit diizeyi, CD8 pozitif lenfosit diizeyi, CD20 pozitif B lenfositler
tiimiinde diisiiktiir (n:7, %100). CD64 pozitif makrofaj hiicreler %14,3 ‘iinde yok
(n:1), %71,4 “iinde diisiik (n:5) ve %14,3 “iinde orta (n:1) diizeydedir. NCR1 pozitif
NK hiicreler %57,1’inde (n:4) bulunmamakta, %42,9 ‘unda diisiik diizeydedir (n:3).
FAPA pozitif hiicreler %28,6’sinda bulunmamakta (n:2), %28,6’sinda diisiik (n:2) ve
%42.,9 “‘unda orta diizeydedir (n:3).

Inflamasyon, lenfosit, notrofil, histiosit, dev hiicre, CD4, CD8, CD20, CD64,
NCR1 ve FAPA ekspresyonlarinin Balb/c farelerde sement ve serum fizyolojik verilen

grupta immiinohistokimyasal degerlendirme bulgular1 Tablo 6 ‘da yer almaktadir.
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Tablo 6. Balb/c osteosarkom fare modeli sement ve serum fizyolojik verilen
grupta inflamasyon, lenfosit, notrofil, histiosit, dev hiicre hiicre yiizdeleri ile CD4,
CD8, CD20, CD64, NCR1 ve FAPA ekspresyonlari

INFLAMASYON LENFOSIT NOTROFIL HISTOOSIT DEVHUCRE (D4 |(CDS8 CD20 CD&4 NCE

3 1

T 1
T
™
™
T
™

1

— = [ —
P P R P PR
R RN
— = = = [ e
— e [

[ T o R = =

1
1
1
0
0
0

[ R W R S R R P R ]

0
1
0
1
1
0
1

:E
s

e e L B

(0: ekspresyon yok 1: ekspresyon var 2: yiiksek diizeyde ekspresyon var; yukar1 ok:
yiiksek ekspresyon var, asag1 ok: diisiik ekspresyon var)

4.2.3. Balb/c osteosarkom fare modeli sement ve mifamurtid grubu
immiinohistokimya bulgular1

Sementin mifamurtid ile hazirlanarak deney hayvanlarima implantasyonu
sonrasinda ¢ikarilan dokularda CD64 ve FAPA antikor seviyeleri belirgin olarak géze
carpmaktadir. Sementin dokularda inflamasyona ve histoosit seviyesinde artisa neden

oldugu gozlemlenmistir. (Sekil 7).
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Sekil 7.a Balb/c osteosarkom fare modelinde mifamurtid ile hazirlanmis sement
uygulamasi sonrasi immiinohistokimya goriintiileri 161-CD64 (Sement+Mifamurtid
Grubu) Cok sayida histiositler

Sekil 7.b.161- (Sement+Mifamurtid Grubu) Inflamatuar yanit belirgin, monosit ve

histiositler daha fazla, anjiogenez var
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Sekil 7.c.165- (Sement+Mifamurtid Grubu) Inflamatuar yanit belirgin, monosit ve

histiositler daha fazla

Sekil 7.d. 160-CD20 (Sement+Mifamurtid Grubu) B lenfosit dikkati ¢ekmedi.
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Sekil 7.e.160-CD8 (Sement+Mifamurtid Grubu) Artmus sitotoksik T lenfositler

Mifamurtid ile hazirlanmig sement uygulamasi sonrasi grubunda inflamasyon
%42,9 ‘unda diisiik (n:3), %28,6 ‘sinda orta (n:2) ve %28,6’sinda yiiksek (n:2)
diizeydedir. Lenfosit diizeyleri tiimiinde diisik diizeydedir(n:5). Néotrofiller
%57,1’inde diistik (n:4), %28,6 ‘sinda (n:2) distik ve %14,3 “linde yiiksek (n:1)
diizeydedir. Histiosit agisindan %42,9 ‘u disiik diizeyde (n:3), %57,1 ‘i orta
diizeydedir (n:4). Dev hiicre diizeyleri ise higbir hayvanda bulunmamistir (n:7, %2100).

Immiinohistokimyasal boyama sonucunda mifamurtid ile hazirlanmis sement
uygulanan grupta CD4 pozitif lenfosit diizeyi %85,7 ‘sinde diisiik (n:6) olup %14,3
“linde hi¢ bulunmamistir (n:1). CD8 pozitif lenfosit diizeyi %85,7’sinde orta (n:6),
%14,3 “linde yiiksek diizeydedir (n:1). CD20 pozitif B lenfositler %85,7’sinde diisiik
(n:6), %14,3 “linde orta diizeydedir (n:1). CD64 pozitif makrofaj hiicreler %42,9 ‘unda
orta (n:3), %57,1 ‘inde yiiksek (n:4) diizeydedir. NCR1 pozitif NK hiicreler
%57,1’inde (n:4) disik dizeyde, %42,9 ‘unda hi¢ bulunmamaktadir (n:3). FAPA
pozitif hiicreler %57,1’inde (n:4) yiiksek diizeyde, %42,9 ‘unda orta diizeydedir (n:3).
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inﬂamasyon, lenfosit, notrofil, histiosit, dev hiicre, CD4, CD8, CD20, CD64,
NCR1 ve FAPA ekspresyonlarinin Balb/c farelerde sement ve mifamurtid verilen

grupta immiinohistokimyasal degerlendirme bulgular1 Tablo 7 ‘de yer almaktadir.

Tablo 7. Balb/c osteosarkom fare modeli mifamurtid ve sement verilen grupta
inflamasyon, lenfosit, ndtrofil, histiosit, dev hiicre yiizdeleri ile CD4, CDS§, CD20,
CD64, NCR1 ve FAPA ekspresyonlari

INFLAMASYON LENFOSIT NOTROFIL HISTOOSIT DEVHUCEE CDM  CDR  CD2) CD64 NCR FAPA
2 1 1 2 ] 1 2 2 2 1 2
3 1 2 2 ] 1 3 1 3 1 3
2 1 1 1 ] 1 2 1 3 1 2
1 1 1 1 ] 1 2 1 3 1 2
1 1 3 1 ] ] 2 1 2 0 3
2 1 2 2 ] 1 2 1 3 0 3
2 1 1 2 1] 1 2 1 2 0 3

(0: ekspresyon yok 1: ekspresyon var 2: yiiksek diizeyde ekspresyon var)

4.2.4. Balb/c osteosarkom fare modeli sement ve ifosfamid grubu
immiinohistokimya bulgulari

Sementin ifosfamid ile hazirlanarak deney hayvanlarma implantasyonu
sonrasinda ¢ikarilan dokularda lenfosit ve notrofil seviyeleri belirgindir. CD8, CD64

ve FAPA antikor seviyeleri de diger antikor seviyelerine gore daha belirgindir. (Sekil
8).
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Sekil 8. a. 171-(Sement+ifosfamid Grubu) Yogun inflamatuar infiltrasyon

Sekil 8. b. 172-CD64 ( sement+ifosfamid grubu) Artmus histiositler
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Sekil 8. c. 170-CD8 (sement+ifosfamid grubu) Orta diizeyde Sitotoksik T lenfositler

Sekil 8. d. 169-FAPA( sement+ifosfamid grubu) Orta diizeyde fibroblast activating

protein ekspresyonu
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Sekil 8. e. 167-CD64 ( sement+ifosfamid grubu) Diisiik orta diizeyde histiositler

Sekil 8. Balb/c osteosarkom fare modelinde ifosfamid ile hazirlanmis sement

uygulamasi sonrast immiinohistokimya goriintiileri

Ifosfamid ile hazirlanmis sement uygulamas1 sonrasi grubunda inflamasyon
%14,3 ‘linde diisiik (n:1), %85,7 ‘sinde orta (n:6) diizeydedir. Lenfosit diizeyleri
%14,3 “ilinde diisiik (n:1), %85,7 ‘sinde orta (n:6) diizeydedir Notrofiller %14,3linde
bulunmamakta (n:1), 71,4 “linde (n:5) diisik ve %14,3 “linde orta (n:1) diizeydedir.

Histiosit ve dev hiicreler higbir hayvanda gozlenmemistir (n:7, %100).

Immiinohistokimyasal boyama sonucunda ifosfamid ile hazirlanmis sement
uygulanan grupta CD4 pozitif lenfosit diizeyi %85,7 ‘sinde diisiik (n:6) olup %14,3
‘inde orta diizeydedir (n:1). CD8 pozitif lenfosit diizeyi %57,1’inde orta (n:4),
%28,6°sinda diisik ve %14,3 ‘iinde yiliksek (n:1) diizeydedir. CD20 pozitif B
lenfositler %85,7’sinde disiik diizeyde (n:6), %14,3 ‘iinde bulunmamaktadir (n:1).
CD64 pozitif makrofaj hiicreler %57,1’inde orta (n:4), %14,3 ‘iinde yiiksek (n:1) ve
%28,6 ‘sinda diisiik (n:2) diizeydedir. NCR1 pozitif NK hiicreler %85,7’sinde (n:6)
bulunmamakta, %14,3 ‘inde disiik diizeydedir (n:1). FAPA pozitif hiicreler
%385,7’sinde (n:6) diisiik, %14,3 “linde orta diizeydedir (n:1).

Inflamasyon, lenfosit, notrofil, histiosit, dev hiicre yiizdeleri ile CD4, CDS,
CD20, CD64, NCR1 ve FAPA ekspresyonlarinin Balb/c farelerde ifosfamid ile
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hazirlanan sement uygulanan grupta immiinohistokimyasal degerlendirme bulgular

Tablo 8 ‘de yer almaktadir.

Tablo 8. Balb/c osteosarkom fare modeli ifosfamid ve sement verilen grupta

inflamasyon, lenfosit, ndtrofil, histiosit, dev hiicre yiizdeleri ile CD4, CDS8, CD20,

CD64, NCR1 ve FAPA ekspresyonlari

(%]

0

s B R S R U R W Ry
=T A

0
0
0
0
0
0

=T A

L= — N — I — N — A =]

INFLAMASYON LENFOSIT NOTROFIL HISTOOSIT DEVHUCRE CD4

[ T S TR

CDs CD20 CDad NCE

2

e T R N ]
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FAPA

N N R = ==

(0: ekspresyon yok 1: ekspresyon var 2: yiiksek diizeyde ekspresyon var)

4.2.5. Balb/c osteosarkom fare modeli mifamurtid, ifosfamid ve sement grubu

immiinohistokimya bulgular1

Sementin ifosfamid+mifamurtid

ile hazirlanarak deney hayvanlarina

implantasyonu sonrasinda ¢ikarilan dokularda inflamasyon ve nétrofil seviyeleri

yiksektir (Sekil 9).

Sekil 9. Balb/c osteosarkom fare modelinde mifamurtid ve ifosfamid ile

hazirlanmis sement uygulamasi sonras1 immiinohistokimya goriintiileri
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Mifamurtid ve ifosfamid ile hazirlanmis sement uygulamasi sonrasi grubunda
inflamasyon %33,3 ‘iinde diisiik (n:3), %33,3 ‘tinde orta (n:3) ve %33,3 “linde yiiksek
(n:3) diizeydedir. Lenfosit diizeyleri %11,1 ‘inde orta (n:1), %88,9 “unda diisiik (n:7)
diizeydedir. Notrofiller %22,2’sinde bulunmamakta (n:2), %44,4 “iinde (n:4) diisiik ve
%33,3 ‘linde orta (n:3) diizeydedir. Histiosit hiicreleri %66,7 ‘sinde diisiik (n:6) ve
%33,3 “linde orta (n:3) diizeydedir. Dev hiicreler %88,9 ‘unda bulunmamakta (n:8) ve
%11,1 ‘inde diisiik diizeydedir (n:1).

Immiinohistokimyasal boyama sonucunda mifamurtid ve ifosfamid ile
hazirlanmig sement uygulanan grupta CD4 pozitif lenfosit bulunmamaktadir (n:9,
%100). CD8 pozitif lenfosit diizeyi %77,8’inde orta (n:7), %222 sinde disiik
diizeydedir. CD20 pozitif B lenfositler %77,8’inde diisiik (n:7), %222 sinde orta
diizeydedir (n:2). CD64 pozitif makrofaj hiicreler %22,2’sinde diisiik (n:2), %33,3
“inde orta (n:3) ve %44.,4 ‘iinde (n:4) yiiksek diizeydedir. NCR1 pozitif NK hiicreler
%11,1 ‘inde (n:1) bulunmamakta, %88,9 ‘unda diisiik diizeydedir (n:8). FAPA pozitif
hiicreler %33,3’linde (n:3) diisiik, %66,7 ‘sinde orta diizeydedir (n:6).

Inflamasyon, lenfosit, ndtrofil, histiosit, dev hiicre yiizdeleri ile CD4, CDS,
CD20, CD64, NCR1 ve FAPA ekspresyonlarinin Balb/c farelerde mifamurtid ve
ifosfamid ile hazirlanan sement uygulanan grupta immiinohistokimyasal

degerlendirme bulgular1 Tablo 9°da yer almaktadir.

Tablo 9. Balb/c osteosarkom fare modeli mifamurtid ve ifosfamid ile
hazirlanan sement verilen grupta inflamasyon, lenfosit, nétrofil, histiosit, dev hiicre

yiizdeleri ile CD4, CDS8, CD20, CD64, NCR1 ve FAPA ekspresyonlari

INFLAMASYON LENFOSIT NOTROFIL HISTOOSIT DEVHUCRE  CD4 | CD3 CD20 CD64 NCR FAPA
3 1 ] 2 1 2 1 1

I I PEIR PR A
[
Rl R R ]
[ S T ' R e )
=R
— — — — — — —
[ RS S = N
[ 'S T 'O S
La b2 L s b3 La
b | k| k| k| ek | ek
b b [ b b b | b

(0: ekspresyon yok 1: ekspresyon var 2: yiiksek diizeyde ekspresyon var)
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Sement+mifamurtid grubu, sementtifosfamid grubuna gore daha fazla (2-3
kat) oranda hesaplanmistir. Inﬂamasyon,nétroﬁl,histiosit, CD8,CD64,NCR1 ve
FAPA diizeylerine neden olmustur. Mifamurtidin uyardi§i immiin yanit1 sement

bozmamustir. Higbir grupta dev hiicre goriilmemistir.

4.2.6. Atimik Nude Fare Kontrol Grubunda Immiinohistokimya Bulgular
Sadece tiimor olusumu saglanan atimik nude fare kontrol grubunda tiimérde
CD4 %75’inde diisiik diizeyde (n:8, %100), %50 ‘sinde diisiik diizeyde CD8 (n:2),
CD20 %50 ‘sinde diisiik diizeyde (n:2), timiinde diisiik CD64 (n:4), NCR1 tiimiinde
orta diizeyde (n: 4) ve %75 ‘inde orta diizeyde FAPA (n:3) goriilmiistiir (Tablo 10).

Tablo 10. Atimik nude fare kontrol grubunda CD4, CD8, CD20, CD64, NCR1 ve
FAPA ekspresyon diizeyleri

CcDd CDs cD20 CDid NCE FAPA
2 3 i 1 2 2
1 3 1 1 2 2
1 2 1 1 2 2
1 2 2 1 2 1

(1: dustik ekspresyon, 2: orta ekspresyon, 3: yiiksek ekspresyon)
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Sekil 10.a.98-CD8 (Kontrol Grubu) orta diizeyde sitotoksik T lenfositler

Sekil 10.b. 97-CD4(Kontrol Grubu) T helper lenfositler negatif ekspresyon
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Sekil 10.¢.98-FAPA (Kontrol Grubu) Tiimér gevresi fibroblast activating protein

ekspresyonu

Sekil 10.d.98-CD64 (Kontrol Grubu) tek tiik histiosit timor igi
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Sekil 10.e.97-NCR1 (Kontrol Grubu) tiimor i¢i seyrek Natural killer hiicreler

Sekil 10.f.100-CD8 (Kontrol Grubu) Tiimor i¢i ¢ok sayida sitotoksik T lenfositler
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Sekil 10.9.100-CD20 (Kontrol Grubu) Tiimor i¢i az sayida B lenfositler

4.2.7. Atimik Nude Farede Serum Fizyolojik fle Hazirlanan Sement Uygulanan
Grubun immiinohistokimya Bulgular:

Serum fizyolojik ile hazirlanan sement uygulanan nude farelerde, cerrahi
Oncesi tiimorde tiim hayvanlarda diisiik diizeyde CD4 (%100, n:7); %28,6 ‘sinda diisiik
CD8 (n:2), %42,9 ‘unda orta diizeyde CD20 (n:3) ve %28,6 ‘sinda yiiksek diizeyde
NCR1 (n:2) tespit edilmistir. Cerrahi sonrasi serum fizyolojik ile hazirlanmis sement
uygulanan hayvanlarda ise %57,1 ‘inde CD8 orta diizeyde (n:4), CD20 %71,4 ‘linde
diisiik diizeyde (n:5), %85,7 ‘sinde orta diizeyde CD64 (n:6), NCR1 %71,4 ‘linde orta
diizeyde (n: 5) ve %57,1 ‘inde diisiik diizeyde FAPA (n:4) goriilmiistiir (Tablo 11).

Tablo 11. Atimik nude fare serum fizyolojik ile hazirlanan sement uygulanan grubun
timor rezeksiyonu once ve sonrast CD4, CD8, CD20, CD64, NCR1 ve FAPA

ekspresyon diizeyleri

Tiimor Rezeksiyon Oncesi Tiimor Rezeksiyon Sonrasi
cD4 CD8 | CD20 | CD64 | NCR1 | FAPA | CD4 | CD8 | CD20 | CD64 | NCR1 | FAPA
1 2 1 1 3 2 1 2 1 2 2
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1 3 1 2 2 1 1 1 2 2 2 1
1 1 2 2 2 2 1 3 1 2 1

1 3 1 2 1 1 1 2 2 2 2 2
1 2 1 2 3 1 1 3 1 2 1 1
1 1 1 2 2 1 1 2 1 2 2 1
1 2 1 2 2 1 2 1 2 2 1

( 0: ekspresyon yok, 1: diisiik ekspresyon, 2: orta ekspresyon, 3: yiiksek ekspresyon)

Sekil 11.a.23-CD64 (Sement+Sf Grubu) seyrek histiositler

4.2.8. Atimik Nude Farede ifosfamid ile Hazirlanan Sement Uygulanan Grubun
Immiinohistokimya Bulgular

Serum fizyolojik ile hazirlanan sement uygulanan nude farelerde, cerrahi
oncesi tiimorde %85,7’sinde diisiik diizeyde CD4 (n:6); %71,4’linde orta diizeyde
CDS8 (n:5), %71,4 “iinde orta diizeyde CD20 (n:5) ve %71,4 ‘iinde yiiksek diizeyde
NCR1 (n:5) ve %42,9 ‘unda orta diizeyde FAPA (n:4) tespit edilmistir. Cerrahi sonrasi
ifosfamid ile hazirlanmig sement uygulanan hayvanlarin tiimiinde CD4 diisiik diizeyde

(n:7, %100), %57,1 ‘inde orta diizeyde CD8 (n:4), CD20 %71,4 ‘iinde diisiik diizeyde
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(n:5), %71,4 ‘inde orta diizeyde CD64 (n:5), NCR1 tiimiinde orta diizeyde (n: 7,
%100) ve %57,1 ‘inde diisiik diizeyde FAPA (n:4) goriilmiistiir (Tablo 12).

Sekil 12.a.111-CD64 T1( sement+ifosfamid grubu) Tiimor i¢i histiosit yok

Sekil 12.b. 111-CD64 T2 tiimor gevresi seyrek histiosit
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Sekil 12.c.11FAPA T1 seyrek aktive fibroblastlar

Sekil 12.d.111-FAPA T2 tiimor ¢evresi artmig aktive fibroblastlar
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Sekil 12.e.112-CD4 T1 tiimor gevresi az sayida T helper lenfositler

Sekil 12.f.112-CD4 T2 seyrek t helper lenfositler timér yok
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Sekil 12.9.112-CD8 T1 tiimor igi yogun sitotoksik T lenfositler

Sekil 12.h.112-CD20 T1 Timor igi seyrek B lenfositler
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Tablo 12. Atimik nude fare ifosfamid ile hazirlanan sement uygulanan grubun timor

rezeksiyonu once ve sonrasinda CD4, CD8, CD20, CD64, NCR1 ve FAPA ekspresyon

diizeyleri
Tiimér Rezeksiyon Oncesi Tiim6r Rezeksiyon Sonrasi
cD4 CD8 | CD20 | CD64 | NCR1 | FAPA | CD4 | CD8 | CD20 | CD64 | NCR1 | FAPA
1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2 3
2 3 2 2 3 2 1 1 2 2 2 2
1 2 1 1 2 1 2 2 2 2
1 2 1 2 2 1 2 1 2 2
1 2 1 1 2 1 2 1 1 2
1 2 1 1 2 1 2 1 1 2
1 2 1 2 2 2 1 3 1 2 2 2
( 0: ekspresyon yok, 1: diisiik ekspresyon, 2: orta ekspresyon, 3: yiiksek ekspresyon)

4.2.9. Atimik nude farede serum intraperitonal ifosfamid uygulanan grubun

immiinohistokimya bulgulari

Intraperitonel ifosfamid uygulanan nude farelerde, cerrahi sonrasi ifosfamid ile

hazirlanmis sement uygulanan hayvanlarin tiimiinde CD4 diisiik diizeyde (n:8, %100),
%75 ‘inde orta diizeyde CD8 (n:6), CD20 %50 ‘sinde diisiik diizeyde (n:4), %62,5
‘inde orta diizeyde CD64 (n:5), NCR1 t%62,5 ‘inde orta diizeyde (n: 5) ve %37,5 ‘inde

orta diizeyde FAPA (n:3) goriilmiistiir (Tablo 13).

Tablo 13. Atimik nude fare intraperitonal ifosfamid uygulanan grubun CD4, CDS8,
CD20, CD64, NCR1 ve FAPA ekspresyon diizeyleri
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1
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(1: dustik ekspresyon, 2: orta ekspresyon, 3: yiiksek ekspresyon)
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4.3. Balb/c fare bulgularin istatistiksel analizi

4.3.1. Kontrol grubu ile serum fizyolojik ile hazirlanan sement uygulamasinin

karsilastirilmasi
NOTROFiL
grup
sadece timoér  sement+SF Total
notroortaveylksek yok veya dusik  Count 7 1 8
% within grup 100,0% 14,3% 57,1%
orta veya yuksek Count 0 6 6
% within grup 0,0% 85,7% 42,9%
Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc
Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 10,500° 1 ,001
Continuity Correction® 7,292 1 ,007
Likelihood Ratio 13,380 1 ,000
Fisher's Exact Test ,005 ,002
Linear-by-Linear 9,750 1 ,002
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc
b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,00.

c. Computed only for a 2x2 table
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CD8

Crosstab?
grup
sadece timér  sement+SF Total

CD8ortaveyliksek yok veya dustuk Count 7 3 10

% within grup 100,0% 42,9% 71,4%

orta veya yuksek Count 0 4 4

% within grup 0,0% 57,1% 28,6%
Total Count 7 7 14

% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc

Chi-Square Tests?

Asymptotic
Significance (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 5,600° 1 ,018
Continuity Correction® 3,150 1 ,076
Likelihood Ratio 7,191 1 ,007
Fisher's Exact Test ,070 ,035
Linear-by-Linear 5,200 1 ,023
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,00.

c. Computed only for a 2x2 table
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4.3.2. Kontrol grubu ile mifamurtid ile hazirlanan sement uygulamasinin

karsilastirilmasi

LENFOSIT

Crosstab?
grup
sadece tUmor _ sement+Mifamurtid Total

lenfortaveylksek yok veya diusik Count 5 7 12
% within grup 71,4% 100,0% 85,7%

orta veya yuksek Count 2 0 2

% within grup 28,6% 0,0% 14,3%

Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%

a. hayvan = Balbc

Chi-Square Tests?

Asymptotic
Significance (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 2,333b 1 127
Continuity Correction® ,583 1 ,445
Likelihood Ratio 3,107 1 ,078
Fisher's Exact Test ,462 ,231
Linear-by-Linear 2,167 1 141
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,00.

c. Computed only for a 2x2 table
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HISTIOSIT

Crosstab?
grup
sadece tUmor__ sement+Mifamurtid Total
histortaveylksek yok veya disik Count 7 3 10
% within grup 100,0% 42,9% 71,4%
orta veya yuksek Count 0 4 4
% within grup 0,0% 57,1% 28,6%
Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc
Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 5,600 1 ,018
Continuity Correction® 3,150 1 ,076
Likelihood Ratio 7,191 1 ,007
Fisher's Exact Test ,070 ,035
Linear-by-Linear 5,200 1 ,023
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,00.

c. Computed only for a 2x2 table
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CD8

Crosstab?
grup
sadece tumor__sement+Mifamurtid Total

CD8ortaveylikse yok veya dusuk Count 7 0 7
k % within grup 100,0% 0,0% 50,0%

orta veya Count 0 7 7

ylksek % within grup 0,0% 100,0% 50,0%
Total Count 7 7 14

% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc
Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 14,000 1 ,000
Continuity Correction® 10,286 1 ,001
Likelihood Ratio 19,408 1 ,000
Fisher's Exact Test ,001 ,000
Linear-by-Linear 13,000 1 ,000
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,50.

c. Computed only for a 2x2 table
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CDo64

Crosstab?
grup
sadece timoér sement+Mepact Total

CD64ortaveyiukse yok veya dusik Count 6 0 6
k % within grup 85,7% 0,0% 42,9%
orta veya Count 1 7 8

ylksek % within grup 14,3% 100,0% 57,1%

Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%

a. hayvan = Balbc

Chi-Square Tests?

Asymptotic
Significance (2- Exact Sig. (2-  Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 10,500 1 ,001
Continuity Correction® 7,292 1 ,007
Likelihood Ratio 13,380 1 ,000
Fisher's Exact Test ,005 ,002
Linear-by-Linear 9,750 1 ,002
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc
b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,00.

c. Computed only for a 2x2 table
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FAPA

Crosstab?
grup
sadece tUmor__sement+Mifamurtid Total

FAPAortaveylikse yok veya dusik Count 4 0 4
k % within grup 57,1% 0,0% 28,6%

orta veya Count 3 7 10

ylksek % within grup 42,9% 100,0% 71,4%
Total Count 7 7 14

% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc
Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 5,600 ,018
Continuity Correction® 3,150 ,076
Likelihood Ratio 7,191 ,007
Fisher's Exact Test ,070 ,035
Linear-by-Linear 5,200 ,023
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,00.

c. Computed only for a 2x2 table
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4.3.3. Kontrol grubu ile ifosfamid ile hazirlanan sement uygulamasinin

karsilastirilmasi
CDs8
Crosstab?
grup
sadece tumér sement+Ifos Total
CD8ortaveyliksek yok veya disik Count 7 2 9
% within grup 100,0% 28,6% 64,3%
orta veya Count 0 5 5
ylksek % within grup 0,0% 71,4% 35,7%
Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc
Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 7,778° 1 ,005
Continuity Correction® 4,978 1 ,026
Likelihood Ratio 9,873 1 ,002
Fisher's Exact Test ,021 ,010
Linear-by-Linear 7,222 1 ,007
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,50.

c. Computed only for a 2x2 table
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4.3.3. Kontrol grubu ile mifamurtid+ifosfamid ile hazirlanan sement
uygulamasinin karsilastirilmasi
CD8
Crosstab?
grup
sement+ifos+mepa
sadece timor ct Total
CD8ortaveylksek yok veya dusik Count 7 0 7
% within grup 100,0% 0,0% 50,0%
orta veya Count 0 7 7
ylksek % within grup 0,0% 100,0% 50,0%
Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%

a. hayvan = Balbc

Chi-Square Tests?

Asymptotic
Significance (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 14,000P 1 ,000
Continuity Correction® 10,286 1 ,001
Likelihood Ratio 19,408 1 ,000
Fisher's Exact Test ,001 ,000
Linear-by-Linear 13,000 1 ,000
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,50.

c. Computed only for a 2x2 table
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CD64

Crosstab?
grup
sement+ifos+mepa
sadece timor ct Total

CD64ortaveyikse yok veya dustik Count 6 0 6

k % within grup 85,7% 0,0% 42,9%

orta veya Count 1 7 8

ylksek % within grup 14,3% 100,0% 57,1%

Total Count 7 7 14

% within grup 100,0% 100,0% 100,0%

a. hayvan = Balbc
Crosstab?®
grup
sement+ifos+mepac
sadece tumor t Total

CD64ortaveyiiksek yok veya dusik  Count 6 0 6
% within grup 85,7% 0,0% 42,9%
orta veya yuksek Count 1 7 8
% within grup 14,3% 100,0% 57,1%
Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%

a. hayvan = Balbc
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4.3.4. SF+Sement grubu ile mifamurtidtifosfamid ile hazirlanan sement

uygulamasinin karsilastirilmasi

CD8

Crosstab?
grup
sement+ifos+mepa
sement+SF ct Total
CD8ortaveylksek yok veya dusik Count 3 0 3
% within grup 42,9% 0,0% 21,4%

orta veya Count 4 7 11

yluksek % within grup 57,1% 100,0% 78,6%
Total Count 7 7 14

% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc
Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 3,818° 1 ,051
Continuity Correction® 1,697 1 ,193
Likelihood Ratio 4,988 1 ,026
Fisher's Exact Test ,192 ,096
Linear-by-Linear 3,545 1 ,060
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,50.

c. Computed only for a 2x2 table
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CD64

Crosstab?
grup
sement+ifos+mepac
sement+SF t Total

CD64ortaveyiiksek yok veya disik Count 6 0 6

% within grup 85,7% 0,0% 42,9%

orta veya yuksek Count 1 7 8

% within grup 14,3% 100,0% 57,1%
Total Count 7 7 14

% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc

Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 10,500 1 ,001
Continuity Correction® 7,292 1 ,007
Likelihood Ratio 13,380 1 ,000
Fisher's Exact Test ,005 ,002
Linear-by-Linear 9,750 1 ,002
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,00.

c. Computed only for a 2x2 table
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FAPA

Crosstab?
grup
sement+ifos+mepa
sement+SF ct Total

FAPAortaveyiukse yok veya dusuk Count 6 1 7
k % within grup 85,7% 14,3% 50,0%

orta veya Count 1 6 7

ylksek % within grup 14,3% 85,7% 50,0%
Total Count 7 7 14

% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc
Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 7,143 1 ,008
Continuity Correction® 4,571 1 ,033
Likelihood Ratio 7,925 1 ,005
Fisher's Exact Test ,029 ,015
Linear-by-Linear 6,633 1 ,010
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,50.

c. Computed only for a 2x2 table

74



4.3.5. ifosfamid+Sement grubu ile mifamurtid+ifosfamid ile hazirlanan sement

uygulamasinin karsilastirilmasi

FAPA

Crosstab?

grup
sement+ifos+mepa

sement+Ifos ct Total
FAPAortaveyikse yok veya disik Count 6 1 7
k % within grup 85,7% 14,3% 50,0%
orta veya Count 1 6 7
ylksek % within grup 14,3% 85,7% 50,0%
Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%
a. hayvan = Balbc
Chi-Square Tests?
Asymptotic
Significance (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 7,143° 1 ,008
Continuity Correction® 4571 1 ,033
Likelihood Ratio 7,925 1 ,005
Fisher's Exact Test ,029 ,015
Linear-by-Linear 6,633 1 ,010
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,50.

c. Computed only for a 2x2 table
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4.3.6. Mifamurtid+Sement grubu ile ifosfamid+sement uygulamasinin
karsilastirilmasi
LENFOSIT
Crosstab?
grup
sement+Mepact = sement+lfos Total
lenfortaveyliksek yok veya disiik  Count 7 1 8
% within grup 100,0% 14,3% 57,1%
orta veya yuksek Count 0 6 6
% within grup 0,0% 85,7% 42,9%
Total Count 7 7 14
% within grup 100,0% 100,0% 100,0%

a. hayvan = Balbc

Chi-Square Tests?

Asymptotic
Significance (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 10,500 1 ,001
Continuity Correction® 7,292 1 ,007
Likelihood Ratio 13,380 1 ,000
Fisher's Exact Test ,005 ,002
Linear-by-Linear 9,750 1 ,002
Association
N of Valid Cases 14

a. hayvan = Balbc

b. 4 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,00.

c. Computed only for a 2x2 table
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5. TARTISMA

Osteosarkom tedavisinde ge¢miste genellikle ampiitasyon secenegi On
planda tutulmaktaydi. Giliniimiizde ise indiiksiyon ve adjuvan kemoterapi
protokollerinin gelismesi, cerrahi teknikler ve radyolojik evreleme c¢alismalarindaki
ilerlemelerle hastalarin  %90-95‘1 artik ekstremite koruyucu rezeksiyon ve
rekonstriiksiyon ile tedavi gérmektedir. Bu hastalarin uzun donem yasama sansi ve kiir
orani, lokalize (metastaz olmayan) hastaliklarda, %60-80‘c yiikselmistir (1).
Osteosarkom tedavisinde kullanilan neo-adjuvan (ameliyat oncesi timori kiigiiltme
amagli) kemoterapilerin uygulanmasi sonucunda klinik tedavi bagarisinda belirgin bir
iyilesme gorilmiistiir. Buna karsin post-operatif gelisen rekiirrensler ortak bir sorun
olarak varligini1 silirdiirmektedir. Bu nedenle post-operatif hastalarda rekiirrensi
onleyecek yeni yaklasim arayislari onem tasimaktadir. Bu amacla farkl ilaglarin,
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
gbze carpmaktadir. Kondroblastomlar gibi benign veya lokal agresif tiimdrlerin
cerrahi tedavileri sonrasi adjuvan kemoterapi veya fenolizasyon gibi uygulamalar
niiksii azaltmak i¢in denenmektedir (64). Ancak Osteosarkom gibi malign tiimdrlerin
genis rezeksiyonu sonrasit daha biiylik defektler olusmakta ve hem bu bogluklarin
doldurulmasinda, hem de rekosntruksiyonu sirasinda uygulanan ortopedik implantin
kemige tutunmasinda PMMA c¢imentolar yaygin olarak klinik kullanimdadir. Bu
nedenle de in vivo ve in vitro ¢aligmalarin biiyiik kismi tagiyici ajan olarak PMMA’y1
incelemistir. Caligmalardaki PMMA igerisine uygulanan tiim antineoplastik ilaclarin
kemik ¢imentosundan salinabildigi ve tiimor hiicreleri {izerine inhibitér bir etki
yaptiklar1 bildirilmistir (65). Biz de basarili literatiir sonu¢lar1 dogrultusunda PMMA
kemik c¢imentosu ile birlikte kemoterapotik ve immiinoterapdtik ajan kullaniminin

lokal etkisini arastirmay1 amagladik.

Kemik ¢imentosundan ilag saliniminin uygulamadan hemen sonra ¢ok yiiksek oldugu
ve zaman igerisinde azalma egiliminde oldugu konusunda literatiirde bir fikir birligi
mevcuttur. Bu amagla baz1 yazarlar kemik ¢imentosu igerisine chitosan veya mannitol

gibi ajanlar1 uygulayarak bu siireyi uzatmayr amaglamislardir. Liu ve ark. kemik
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¢cimentosu icerisine metotreksat ekleyerek yaptiklari calismada chitosanin ilag salinimi
sliresini uzattigint ve kemige daha iyi entegrasyonu sagladigini bildirmislerdir (66).
Danorubisin katilmis kemik ¢imentosunun atimik niide fareler ve wistar cinsi sicanlar
tizerinde incelendigi bir diger ¢alismada ise karigima mannitol eklenmesinin hem in
vivo, hem de in vitro ilag salinimini %90’lara varan oranda arttirabilecegi
gosterilmistir (67). Kendi ¢alismamiz da ise immunoterapétik ve kemoterapotik
ajanlarin  PMMA icerisine eklenmesiyle birlikte lokal etkilesimlerin meydana
geldigini gézlemlemis olduk. ifosfamid ve mifamurtid ile hazirladigimiz kemik
¢imentosunu lokal olarak tiimor olusan bolgeye implante edip sonrasinda bu timor

bolgesini immiinohistokimyasal olarak analiz ettik.

Calismamizda uyguladigimiz yontem ile osteosarkomun klinikte yapilan cerrahi
rezeksiyonu sonrasinda immiinoterapotik ve kemoterapdtik ajan ile hazirlanmis kemik

¢imentosu uygulamasinin bir tedavi segenegi olacagini gézlemlemis olduk.

Benzer sekilde kemik ¢imentosu igerisine metotreksat uygulayarak SaOS2
ve MG63 osteosarkom hiicreleri lizerinde gergeklestirilen bir bagka in vitro ¢alismada
i1se salinimin ilk giin en yiiksek diizeyde oldugu ve azalarak iigiincii haftada bir plato
olusturdugu; buna ragmen tespit edilebilen canli tiimdr hiicrelerinin tiglincli giinden
sonra nlaml sekilde azaldig1 ve bir haftanin sonunda neredeyse hi¢ rastlanmadigini
bildirmislerdir(68).Metotreksatin kemik ¢imetosuyla meme kanseri hiicrelerine
uygulandig1 caligmalarinda Maccauro ve ark.lar1 da ilag saliniminin ilk giin en fazla
oldugunu, zamanla azaldigim1 bildirmigler ayrica c¢alismalarina ekledikleri
biyomekanik testler ile eklenmis olan metotreksatin kemik ¢imentosunun kompresif

direncini azaltmadigini ortaya koymuslardir (69).

Kemik ¢imentosu igerisinde ¢alismalar1 yapilan bir diger ajan da sisplatindir.
Domuz vertebroplasti modelinde kemik ¢imentosu igerisinde farkli gruplara
metotreksat ve sisplatinin uygulandigi 2017 tarihli bir ¢alismada haftalik alinan
orneklerde metotreksatin bir hafta, sisplatinin ise ti¢lincii haftada en yiiksek diiseyine
ulastig1 ve her iki ilacin da saliniminin bes haftaya kadar siirdiigli gosterildi. Bunun
yaninda miyelosupresyon, hepatotoksisite veya nefrotoksisite bulgularina rastlanmadi.
Ancak timor modeli degil saglikli domuzlarda yiiriittiikkleri bu ¢alismada ilaglarin

antineoplastik etkinlikleri degil sadece salinim siireleri ve sistemik yan etkileri

78



arastirtlabilmistir (70). Mestiri ve ark. ise ¢alismalarinda sisplatinin invitro ve tavsan
hiicrelerinde saliimini incelemislerdir. Ancak yine tiimér modeli igermeyen
calismada sadece ilacin ¢imentodan yeterli miktarda salindigi ortaya konmustur (71).
Sisplatinin kemik ¢imentosu igerisindeki etkilerinin incelendigi iilkemizden
yayinlanan bir ¢alismada da Ozben ve ark. sisplatinin ¢imentodan salimarak SaOS 2
hiicreleri {izerine sitotoksik etki gdsterebildigini ve c¢imentonun biyomekanik

Ozelliklerini bozmadigin1 géstermislerdir (72).

Bifosfonat grubu tg¢iincii kusak ilaglardan zoledronik asitin PMMA kemik
cimentosuna eklenerek dev hiicreli timor, multipl myelom, renal hiicreli kanser gibi
farkl1 hiicre hatlarinda etkin oldugu da calismalarda gosterilmistir (73). Zoledronik
asitin PMMA veya hidroksiapatit (HA) tizerinde tasinarak Osteosarkom, fibrosarkom,
sinovyal sarkom, renal hiicreli kanser, prostat kanseri ve akciger kanseri gibi farkli
tirde hiicreler iizerine etkileri de incelenmistir. Zoledronik asitin PMMA kemik
c¢imentosu ile uygulanmasinin tiimor hiicreleri iizerine daha potent oldugu;
muhtemelen bifosfonatlarin HA’ya daha yiiksek afinite gostermeleri nedeniyle HA
tizerinde uygulanmasinin daha az etkili oldugunu gosterilmistir (74). Literatiirde
PMMA igerisinde uygulanarak SaOS-2 hiicreleri lizerine 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 {izerinde sitotoksik etkisi oldugu gosterilmistir (75). Tiim
bu ¢alismalar 1s1¢1nda farkli mekanizmalarla tiimor hiicreleri lizerine etki gdsteren bir
¢ok ilacin PMMA kemik c¢imentosu igerisinde aktif formda lokal olarak

uygulanabilecegi goriilmektedir.

Calismamizin literatiirde yer alan c¢alismalardan en yenilik¢i yoni
osteosarkom tiimor modelinde PMMA igerisindeki ifosfamid ve mifamurtidin hem
lokal olarak tiimor hiicrelerine etkinliginin ortaya konmus olmasidir. Calismanin
sonucunda cerrahi olarak subtotal rezeksiyon sonrasi lokal olarak bu bélgeye konulan
kemik ¢imentosu i¢indeki ifosfamid ve mifamurtidin timor mikrogevresine T hiicre
sayisint ve B lenfosit cektigi gozlenmistir. Sement igerindeki kemoterapdtik ve
immiinoterapétik ajan salinimi ile tiimor hiicreleri sayisi azalmistir. Bu calisma ile
cerrahi igslem uygulanan bolgeye ifosfamid ve mifamurtid ile hazirlanmis sementin

yeni bir tedavi segenegi olusturacagi diistiniilm{istiir.
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6. SONUC VE ONERILER
Calismanin ilk basamaginda in vitro kosullarda ifosfamid ve mifamurtid ile hazirlanan

sementin osteosarkom hiicre hatt1 olan K7M2 ile canlilik testleri yapildi.

In vitro olarak K7M2 osteosarkom hiicrelerine 24 ve 48 saatlik mifamurtid emdirilmis
sement uygulandiginda tek basina mifamurtid uygulanmasina kiyasla sement igine
emdirilerek uygulandiginda daha fazla sitotoksik etki gosterdi. Buna gore 0,5 ug/ml

mifamurtid ve sementin 24 saatlik uygulanmasi sonucu %41,7 canlilik tespit edildi.

In vitro olarak K7M2 osteosarkom hiicrelerine 24 ve 48 saatlik ifosfamid emdirilmis
sement uygulandiginda tek basina ifosfamid uygulanmasmna kiyasla daha fazla
sitotoksik etki gosterdi. Buna gore 20 ug/ml ifosfamid ve sementin 48 saatlik

uygulanmasi sonucu %47,49 canlilik tespit edildi.

Ifosfamid ve mifamurtid ile hazirlanan sementin well plate icerinde salinim hiz1 ve
orani sebebiyle osteosarkom hiicrelerine etkileri daha sitotoksik olmustur. Timor
hiicreleriyle etkilesimi daha fazla olan ilag yliklenmis sementin canlilik analizleri
sonucunda uygun doz hesab1 yapilarak c¢aligmanin in vivo deney hayvanlar
basamagina gecilmistir. Deney hayvami olarak iki farkli fare tiiriinde calisilmistir.
Balb/c fareler immiin yaniti olan ve niide fareler de immiin yanit1 olmayan deney

hayvanlaridir.

Deney hayvanlar gruplar::

Balb/c gruplan

Grup | Kontrol grubu (n: 7) : Tiimor enjekte edilen Balb-c grup

Grup Il (n: 7) : Tiimdr enjekte edilip SF emdirilmis sement yerlestirilen Balb-c grup

Grup I (n: 7) : Timor enjekte edilip mifamurtid emdirilmis sement yerlestirilen Balb-
c grup
Grup IV (n: 7) : Tiimdr enjekte edilip ifosfamid emdirilmis sement yerlestirilen Balb-

c grup

Grup V (n:7) : Timoér enjekte edilip mifamurtid+ ifosfamid emdirilmis sement

yerlestirilen Balb-c grup
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Nude fareler gruplari
Grup I Kontrol grubu (n: 7) : Tiimor olusturulan grup

Grup Il (n: 7) : Timor olusturulup subtotal rezeksiyon sonrast SF emdirilmis sement

yerlestirilen grup

Grup I (n: 7) : Timor olusturulup subtotal rezeksiyon sonrasi ifosfamid emdirilmis

sement yerlestirilen grup

Grup IV (n: 7) : Tiimdr olusturulup subtotal rezeksiyon sonras1 sement yerlestirilip, IP

ifosfamid verilen grup

Balb/c farelerde subkutan tiimor enjeksiyonu sonucu(2 tekrar ve 1 ay beklenildi)
timor olusumu gozlenmedi. Bu sebepten dolay1 tiimor hiicresi verilen bolgeye steril
kosullarda cerrahi islem ile ifosfamid, mifamurtid ve serum fizyolojik ile hazirlanmig
sementler implante edildi. 1 haftalik takip sonrasi fareler sakrifiye edilip sement ve
cevresindeki dokular cikarilmistir. Bu dokular patolojik ve immiinohistokimyasal

olarak incelendi. CD4, CD8,CD20,CD64,FAPA ve NCR1 antikorlar1 kulalnildi.
Yardimci T lenfosit i¢cin CD4

Sitotoksik T lenfositler igin CDS8

B lenfosit i¢gin CD20

Natural killer hiicreler icin NCR1

Fibroblast i¢cin FAPA

Makrofaj orani i¢gin CD64 antikorlari

Niide farelerde ise subkutan tiimor enjeksiyonu sonucunda 1 ay igerisinde timor
olusumu gozlendi. 1 haftalik takip sonrasi fareler sakrifiye edilip sement ve

cevresindeki dokular ¢ikarilmistir.

Balb/c deney hayvani gruplarinda timdr enjeksiyonu sonucu gruplar arasinda;
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Grup 1 ve grup 2 arasinda; CDS8 agisindan anlamli fark grup 2 yoniinden

vardir(p=0,034).

Grup 1 ve grup 3 arasinda; CD8, CD64 ve FAPA ac¢isindan anlaml fark grup 3
yoniinden vardir(p=0,001, p=0,002, p=0,035).

Grup 1 ve grup 4 arasinda; CDS8 acisindan anlamli fark grup 4 yoniinden
vardir(p=0,01).

Grup 1 ile grup 5 arasinda; CD8 ve CD64 agisindan anlamli fark grup 5 yoniinden
bulunmustur(p=0,01 ve p=0,02). Ifosfamid ve mifamurtid ile hazirlanan sementin
timor enjeksiyonu yapilan bolgesinde daha ¢ok sitotoksik T lenfosit ve ve makrofaj

orani gorilmiistiir.

Grup 2 ve grup 3 arasinda; CD64 ve FAPA agisindan anlamli fark grup 3 yoniinde
vardir(p=0,002 ve p=0,0021).

Grup 2 ve grup 4 arasinda; inflamasyon, lenfosit ve nétrofil seviyeleri agisindan

anlamli fark vardir(p=0,015, p=0,002, p=0,01).

Grup 2 ve grup 5 arasinda; CD64 ve FAPA acisindan arasinda istatiksel fark ortaya
¢ikmistir(p=0,002 ve p=0,015).

Grup 3 ve grup 4 arasinda; FAPA acisindan anlaml fark vardir(p=0,002).
Grup 3 ve grup 5 arasinda; anlamli fark ortaya ¢ikmamustir.

Grup 4 ve grup 5 arasinda; lenfosit ve FAPA agisindan anlamli fark vardir(p=0,015,
p=0,001).
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Nude mice gruplar

Kontrol grubu

kontrol grubu apoptoz nekroz tm capi
97 15 30 12
98 15 40 16
99 20 60 12
100 3 10 10
101 10 25 13
102 2 3 6
103 5 20 9

Sement + sf grubu

sement+ifos apoptoz nekroz tm capi
111711 2 3 8
11172 10 50 13
11271 f 2 6
112712 0 0 0
11371 5 10 6
11372 5 30 11
11471 0 0 6
114712 2 5 9
115T1 5 30 7
11572 5 20 10
116 T1 1 2 7
116 T2 2 5 10
11771 6 10 8
117712 4 10 14

vaskuilarizasyon
az, orta
az, orta
az, orta
az, orta
az, orta
az, orta
az, orta

vaskdilarizasyon

HAFIF
HAFIF
HAFIF
YOK

HAFIF

HAFiF,ORTA

HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
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Sement+ifosfamid grubu

sement+ifos

111T1
11172
112T1
11272
11371
11372
11471
11472
115T1
115T2
116 T1
116 T2
11771
11772

IP ifosfamid grubu

IP ifosfamid

118
119
120
121
122
123
124

apoptoz

2

=
o

A ONEFE UTUTN O UV U O K

apoptoz

0
20

O R = NN WU

Al- Sadece tiimor grubu

nekroz
3
50
2
0
10
30
0
5
30
20
2
5
10
10

nekroz

A2-Sement+SF grubu(cerrahi 6ncesi)

A3-sement+sf grubu(cerrahi sonrasi)

Ad-sement+ifosfamid grubu(cerrahi dncesi)

A5-sement+ifosfamid(cerrahi sonrasi)

tm capi
8
13
6
0
6
11
6
9
7
10
7
10
8
14

tm gapl
0
15
10
9
12
12
0

vaskdilarizasyon

HAFIF
HAFIF
HAFIF
YOK

HAFIF

HAFIF,ORTA

HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF
HAFIF

vaskdlarizasyon
yok
hafif
hafif
hafif
hafif
hafif
yok

84



AG6-IP ifosfamid grubu

Al1-A2 grubu istatiksel karsilagtirma
CD64 p=0,024 anlaml1 fark var
A2-A3 grubu istatiksel karsilagtirma
CD4 p=0,016 anlamli fark var
A4-AS5 grubu istatiksel karsilastirma
NCRI1 p=0,031 anlamli fark var
Al1-A6 grubu istatiksel karsilastirma

CD64 p=0,03 anlamli fark var
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8. EKLER
EK-1: Etik Kurul Raporu

:f DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI MULTIDISIPLIN LABORATUVAR! HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

35340 Inciralti lmir-230 4192234
Gindem No/Toplanti No/Yil : 04/23/2017
Toplanti Tarihi : 26 Aralik 2017

Sayin, Prof.Dr.Hatice Nur OLGUN
DEU Saglik Bilimleri Enstitiisi Temel Onkoloji Anabilim Dali

39/2017 Protokol No'lu; yiiriitiiciisi oldugu "Kemik Kanserlerinde Kullanilan Kemo-
Immunoterapinin ve Greft Materyallerinin Mikrogevre Iliskisi” isimli; Safiye Aktas, Hasan
Havitgioglu, Osman Yilmaz, H.Efsun Kolatan, Omer Bekgioglu, Pinar Ergetin, Ali Thsan Kilig,
Melek Aydin'in arastirict oldugu 35 adet Balb-c'nin verildigi projenin uygulanmasinda etik
agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verilen projede, gonderilen belgeler incelenerek,
protokol degisikligi bilgi edinilmistir. Istenilen farkli soyda yeni hayvan talebi igin yeni
bagvuru yapilmasi gereklidir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

Prof.Dr.Osman YILMAZ

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Prof.Dr.Ali Necati 6OKMEN
Bagkani Baskan Vekili
(Arastirici)
Prof.Dr.Safiye AKTAS Prof.Dr. Hatice Nur OLGUN
Prof,DnG(jIg(jn(O*TAY ) Prof Dr-Giihay KIRKIM

Prof.Dr. Téfian ERTAY Prof.Dr.Pembe UYGUNHESKINOGLU

Prof.Dr. N!erhﬁ \WRMU& Prof.Dr. Zéﬂiy_(_a Sultan A’LTUN

\
Dog.Dr.Nermin Niket 6OCMEN MAS )
Uye (Topl.Katilamadi) Dog.Dr.Orhan KALEMCI
Uye(Topl.Kahlamadi)

o ZENPG KLNAM Vet.Hekim Adnan| SERPEN
prd Uye

NOT: Projede yapilan dizeltmelerin bagvuru formunda bold karakter kulrnnlld@ yapilmast projenin
incelenmesi agisindan saglikli olacaktir.
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/0’ DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI MULTIDISIPLIN LABORATUVARI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU
.

Giindem No/Toplanti No/Yil 11/03/2018

Toplanti Tarihi

: 06 Subat 2018

35340, Inciralti, [zmir-Tel: 0232 4122234

Sayin, Prof.Dr.Hatice Nur OLGUN
DEU Onkoloji Enstitiisi Temel Onkoloji Anabilim Dali

10/2018 Protokol No'lu; yiritictsi oldugunuz “Kemik Kanserlerinde Kullanilan

kemo-immunoterapinin ve greft materyallerinin

mikrogevre iligkisi” isimli; Nur Olgun,

Safiye Aktas, Hasan Havitgioglu, Osman Yilmaz, Efsun Kolatan'in arastirici oldugu, 28 adet
Nude Mice adet verildigi projenin uygulanmasinda etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile

karar verilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

Prof.Dr.Osman YILMAZ
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskani
(Arastirict)

Prof.Dr.Safiye AKTAS
Uye (Arastirict)

Prof .Dr.Giilgiin OKTAY

Uye (Topl.Katilamadi)

Prof .Dr. Tirddh ERTAY

Prof Dh. NergiAbURMUS

Dog.Dr.Nermin Niket GOCMEN MAS
Uye(Topl.Katilamadi)

_ZRtrekINAM
U

ye

Prof.Dr.Ali Netafi*6OKMEN
Bagkan Vekili

Prof.Dr. Hatice Nur OLGUN
Uye (Arastirici)

Prof.Dr.Giinay KIRKIM
Uye (Topl.Katilamadr)

Prof.Dr.Pembe UYGUK KFSKINOGLU

ProfDr.Zekiye Sultan ALTUN
Uye

Yard.Dog.Dr.Orhan KALEMCI
Uye (Topl.Katilamad)

Vet Hekim Adnan ‘SéRPEN

NOT: Projede yapilan diizeltmelerin proje basvuru formunda bold karakter kk)@xlaruk‘yapllmasn

projenin incelenmesi agisindan saglikli olacaktir.
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EK-2: Ozgecmis

Kisisel Bilgiler

iletigim Bligller]

Dogum Tarihi
lletigim Adresi
Telefon
E-posta

Web Adresi

Ogrenim Bligller!

Yabanci DIl Bligllerl

OMER BEKCIOGLU

01 Mart 2017 - Su Anda (3 yil 1 ay)

Doktora, Doktora, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE
ONKOLOJI ENSTITUSU, TEMEL ONKOLOII ANABILIM DALI
Agirlikh Genel Not Ortalamasi: 3.87 / 4.0

01 Eylal 2013 - 01 Ocak 2016 (2 yil 5 ay)
Yiiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, BIYOMEKANIK (YL) (TEZLI)

Tez Baghg:: Yeni Bir Ayak Bilegi Protezinin Geligtirilerek Biyomekanik Ozelliklerinin
Incelenmesi Ve Optimizasyonu

Tez Konusu: Ayak Bilegi Protez Tasarimi

Tarih: 2015
Tez Danigmani: HASAN HAVITGIOGLU

01 Eylul 2013 - 01 Haziran 2018 (& yil 10 ay)
Lisans, Anadal/Normal Ogretim, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE

FEN FAKULTESI, FIZIK BOLUMU

INGILIZCE (Okuma: lyi, Yazma: lyi, Konusma: Orta)

Bilimsal Teknolojik Faaliyet Alanlar

Blllmsel Teknolo]lk Faallyet Alani Bligller!

Teknik Bilimler -- Makina Mihendisligi -- Mekanik -- Biyomekanik
Saglik Bilimleri -- Tip -- Dahili Tip Bilimleri -- Ig Hastaliklan -- Onkoloji

Teknik Bilimler -- Kimya Mihendisligi ve Teknolojisi -- Biyoteknoloji -- Doku
Muhendisligi

Temel Bilimler -- Fizik -- Yogun Madde 2:Elektronik Yapi, Elektrik, Manyetik ve
Optik Ozellikler -- Manyetik dzellikler ve malzemeler
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Ar-Ge Yetkinlik

Makaleler

Blldirller

Patentler

Yayilimlar

sirketler

B. BARAN, N. MERT OZUPEK, N. YERLI, E. ACAR, O. BEKCIOGLU & Y. BASKIN,
Difference Between Left-Sided and Right-Sided Colorectal Cancer: A Focused
Review of Literature, GASTROENTEROLOGY RESEARCH, 2018, 1918-2813, 11, &4,
264-273.

S. AKTAS, A. P. ERCETIN OZDEMIR, M. AYDIN, M. CALISIR, 0. BEKCIOGLU, O.
YILMAZ & H. N. OLGUN, Mesenchimal Stem Cell and Cisplatin Interference in
Neuroblastoma Experimental Animal Model, PEDIATRIC BLOOD & CANCER, 2018,
1545-5009, 65, 2, 271-271.

0. BEKCIOGLU, S. AKTAS, P. E. OZDEMIR, M. AYDIN, H. E. KOLATAN, A. i. KILIC, H.
HAUITCIO(BLU, 0. YILMAZ & H. N. OLGUN, Examiming Microenvironment In
Osteosarcoma: Bone Graft Material Cement Does Not Interfere With Chemo And
Immunotherapy In Osteosarcoma, Sozlu Sunum, 7. Multidisipliner Kanser
Arastrm& 1. Temel Onkoloji Kongresi, 11 Ekim 2018, 14 Ekim 2018.

A. P. ERCETIN OZDEMIR, M. AYDIN, 0. BEKCIOGLU, H. E. KOLATAN, O.
GOKBAYRAK, A EROL, 0. YILMAZ, Z. ALTUN & 5. AKTAS, Ksenograft Farede Kanser
Modellemesinin  Optimizasyonu, S6zli Sunum, 7. Multidisipliner Kanser
Arastirma&1. Temel Onkolop Kongresi, 11 Ekm 2018, 14 Ekim 2018.

0. BEKCIOGLU, Kemik Kanserlerinde Kullanilan Kemo-immunoterapinin Ve Greft
Materyallerinin ~ Mikrogevre llgkisi, Poster Sunumu, 1. Temel Onkoloji
Sempozyumu, 09 Mayis 2018, 11 Mays 2018.

0. BEKCIOGLU, S. AKTAS, M. AYDIN, P. E. OZDEMIR, H. E. KOLATAN, A. i. KILIC, H.
HAUITCIOGLU, 0. YILMAZ & H. N. OLGUN, Kemik Kanserlerinde Kullamlan Kemo-
immiinotrepinin ve Greft Materyallerinin Mikrogevre Iliskisi , Poster Sunumu,
1.Temel Onkoloji Sempozyumu , 09 Mayis 2018, 11 Mayis 2018

S AKTAS, A P. E. OZDEMI?R, M. AYDIN & O. BEKCIOGLU, Noéroblastom Deney
Hayvani Modelinde Mezenkimal Kok Hicre Ve Sisplatin Etkilegiminin
Degerlendiriimesi, S6zlt Sunum, 1.temel Onkoloji? Sempozyumu, 09 Mayis 2018,
11 Mayis 2018.

Elektromekanik Diigiik Ayak Ortezi, Ortez-protez, Patent Bagvurusu, Ulusal,

Bagvuru No: 2018.02BBF, 31 Ocak 2018

5. Onkolojide Arastirma Uygulamalar Kursu, EGITIM/KURS VERILMESI, Ulusal, 05
Nisan 2019.

1. Temel Onkoloji Sempozyumu, DUZENLENEN CALISTAY, Ulusal, 09 Mayis 2018 -
11 Mayis 2018.

STARTUP SIRKET, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, 06 Ekim 2015.
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