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ÖZ

Amaç: Osteosarkom tedavisinde kullanılan neo-adjuvan kemoterapilerin olumlu sonuçlarına karşın, post-operatif gelişen rekürrensler ortak bir sorun olarak 
varlığını korumaktadır. Post-operatif hastalarda, rekürrensi önleyecek ve sistemik kemoterapi uygulamasının dezavantajlarını ortadan kaldıracak yeni yaklaşım 
arayışları önem taşımaktadır. Çalışmanın amacı in vitro olarak sement içine emdirilmiş kemoterapötik (ifosfamid) ve immunoterapötik (mifamurtid) ajanların, 
osteosarkom hücre hattı olan K7M2 canlılığı üzerine etkilerini incelemektir.
Yöntem: K7M2 osteosarkom hücre hattı kültüre edilip, sonrasında hücreler tutunup %70 konfluent hale geldiğinde; hücrelerin kaybedilmemesine dikkat edilerek 
üst fazlar uzaklaştırılmıştır. İfosfamidin (10 ug/ml, 20 ug/ml, 40 ug/ml) ve mifamurtidin (0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml) farklı dozları, tek başına ve sement ile bir-
likte mononükleer hücreler ile ko-kültür yapılarak verilmiştir. Kontrol grubu olarak sadece sement uygulaması yapılmıştır.  Plate, %5 CO2 içeren 37°C inkübatörde, 
24 saat ve 48 saatlik periyotlarla inkübasyona bırakılmış ve sonrasında WST ile hücre canlılığı tayini yapılmıştır. 
Bulgular: 24. saatte, sement içerisinde lokal  ifosfamid ve mifamurtidin uygulamasının; osteosarkom hücrelerinde sementsiz olarak sadece ilaçların kullanımına 
kıyasla daha fazla sitotoksik etkiye yol açtığı saptanmıştır. 48. saatte mifamurtidinde artmış etki görülürken; ifosfamid artı, sement grubunda tek başına ifosfamid 
grubuna göre saptanamadı.
Sonuç: Bulgularımız, kemik çimentosu içinde lokal ifosfamid ve mifamurtid uygulamasının; cerrahi uygulama sonrası osteosarkomun lokal nüksünü önlemede 
eksizyon cerrahileri sonucu oluşan kemik defektlerini doldururken etkili olabileceğini desteklemektedir. Postoperatif biyomalzemeler içinde lokal tedavi, direkt ve 
mikro-çevre ile etkileşerek osteosarkomda rekürrensi önlemede tedavi seçeneği olabilir. 

Anahtar Kelimeler: Osteosarkom, mifamurtid, ifosfamid, sement

ABSTRACT

Purpose: Despite the good results of neoadjuvant chemotherapy used in the treatment of osteosarcoma, post-operative recurrences continue to be a common 
problem. It is important to seek new approaches to prevent recurrence in post-operative patients and to eliminate the disadvantages of systemic chemotherapy. 
The study aims to examine the effects of chemotherapeutic (ifosfamide) and immunotherapeutic (mifamurtide) agents, which are adsorbed into cementum in 
vitro, on the viability of the osteosarcoma cell line K7M2.
Methods: After the K7M2 osteosarcoma cell line was cultured, the cells were adhered to and became 70% confluent, and the supernatants were removed, taking 
care not to lose the cells. Different doses of ifosfamide (10 ug/ml, 20 ug/ml, 40 ug/ml) alone and with cement; Different doses of mifamurtide (0.25 µg/ml, 0.5 µg/
ml, 1 µg/ml) were given by co-culture with mononuclear cells alone and with cement. Cement was used as the control group. Cell viability was determined by WST 
after the plate was placed in a 37°C 5% CO2 incubator for 24 hours and 48 hours.
Results: It was determined that ifosfamide and mifamurtide in cementum were released into the environment compared to the agent alone, causing more cy-
totoxic effects in osteosarcoma cells at 24 hours. While an increased effect at 48 hours was observed in mifamurtide, it was not detected in the ifosfamide plus 
cement group compared to the ifosfamide group alone.
Conclusion: Our findings support that local application of ifosfamide and mifamurtide in bone cement may be effective in preventing local recurrence of osteosar-
coma after surgery; while filling bone defects resulting from excision surgeries. Among post-operative biomaterials, local therapy may be an additive treatment 
option in preventing recurrence in osteosarcoma by interacting directly and with the microenvironment.
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GİRİŞ 

Osteosarkomlar nadir görülen, katı, kötü huylu ke-
mik tümörleridir. Kemik oluşturan hücrelerin malign 
transformasyonu sonucu ortaya çıkarlar.(1) Direkt ola-
rak kemik dokusu kaynaklı olduklarından, primer ke-
mik tümörleri olarak da adlandırılır. Osteosarkomlar 
ilk olarak kemik ve ilikte görülür ancak sıklıkla ilerler 
ve bağ, kas, yağ ve sinir dokularına da invaze olurlar. 
Kemoterapötik tedavi planlamalarında tümör ve çev-
resi bir arada göz önüne alınmaktadır.(2,3)

Osteosarkom tedavisinde iyi bilinen etkinliğe sa-
hip dört kemoterapötik ajan vardır: Doksorubisin, 
sisplatin, lökovorin ile yüksek doz metotreksat ve 
ifosfamid.(4-6) Yüksek dereceli, metastatik olmayan 
osteosarkom hastalarının % 60-70’inde bu ajanlar-
dan üç veya dördünün kullanımı ile; neoadjuvan ve 
adjuvan kemoterapi rejimleri sonrasında uzun süreli, 
hastalıksız sağkalım sağlanmaktadır(7). Standart ke-
moterapinin yanı sıra; çeşitli çalışmaların, çok etkenli 
kemoterapinin biyolojik cevap modifikatörlerinin ve 
immün aktivatörlerle kombinasyonun sağladığı ek te-
davi faydaları da önerilmektedir(8,9). 

Bir immüno-adjuvan terapi olan mifamurtid, 
osteosarkomda son zamanlarda gelişen terapötik 
ilerlemelerdendir. Mifamurtid ile aktive olan mono-
sitler ve makrofajlar, serum TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6 
ve IL-8 düzeylerinde artışı ve diğer bağışıklık hücrele-
rinin etkilenmesini sağlarlar. Yukarıda belirtildiği gibi, 
bu sitokinler, kemik mikro çevresi içindeki normal ve 
patolojik süreçlerde önemli rollere sahiptir. Aynı za-
manda farelerle yapılan çalışmalar sonucu; IL-6’nın 
osteosarkomun gelişiminde hız sınırlayıcı rol oynadığı 
bulunmuştur.(10, 11)

İfosfamid (IFS), bir DNA-alkilleyici ajan ve siklofosfa-
midin bir yapısal analoğudur. Ön ilaç olarak davranır 
ve metabolizması ağırlıklı olarak hepatositlerde bulu-
nan CYP3A4 ve CYP2B6 enzimleri ile düzenlenir.(12,13) 

Polimetil metakrilat (PMMA) kemik çimentosu olarak 
adlandırılır ve çeşitli ortopedi ve travma cerrahile-
rinde implant fiksasyonu için yaygın olarak kullanılır. 
PMMA, iki steril bileşenin karıştırılmasıyla oluşturu-
lan bir akrilik polimerdir. Sıvı haldeki bileşen MMA 
monomerken, katı halde bulunan bileşen güçlendiril-
miş bir MMA stiren ko-polimerdir. İki bileşen karıştı-

rıldığında, sıvı monomer önceden polimerleştirilmiş 
toz parçacıklarının etrafında polimerize olur ve böy-
lece sertleştirilmiş PMMA oluşur. Bu süreçte, bir ek-
zotermik reaksiyona bağlı olarak ısı üretilir.(14,15)

Sement kemik hasarlarını onarmak ve kemiği bütün 
hale getirmek için ortopedi alanında sıklıkla  kullanıl-
maktadır. Kanser cerrahisi sonrası kemiklerde kullanı-
lan sementin, mifamurtid ve ifosfamid ile etkileşimi-
nin araştırılmadığı görülmüştür. 

Bu çalışmanın amacı; ifosfamid ve mifamurtidin se-
ment içine emdirilerek hazırlanmış formunun, oste-
osarkom hücrelerine olan canlılık etkisini araştırmak-
tır. Salınım ve antitümör etkisinin saptanması, tümör 
cerrahisi sonrası ilaç karıştırılmış sementin lokal uy-
gulanmasının rekürrensi önlemede mikro-çevre ile 
ilişkisini anlamamız için öncü bulgu olacaktır. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Hücre Kültürü

Osteosarkom K7M2 hücreleri (BALB/c farelerinin ak-
ciğer metastazındaki K7 hücrelerinden) (16), %10 fe-
tal bovin serum (FBS) içeren DMEM ortamında (%1 
L-Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisinli) kültüre 
edildikten sonra; 37°C, %5 CO2 koşulları sağlayan 
inkübatörde inkübasyona bırakılmıştır. Hücreler yak-
laşık 2x106 düzeyine eriştiğinde hücreleri kaldırmak 
amacıyla Tripsin-EDTA solüsyonu kullanılıp, hücreler 
96 kuyucuklu plate içine 6 kuyucuk/grup ve kuyucuk 
başına 5000 hücre olacak şekilde ekilmiştir. 
Hücrelerin tutunduğu görüldükten sonra hücrelerin 
kalkmamasına dikkat edilerek üst fazlar uzaklaştırıl-
mış, ifosfamidin (10 ug/ml, 20 ug/ml, 40 ug/ml) ve 
mifamurtidin (0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml) farklı 
dozları tek başına ve sement ile birlikte verilmiştir. 
Plate, %5 CO2 içeren 37°C inkübatörde 24 saat in-
kübasyona bırakıldıktan sonra WST ile hücre canlılığı 
tayini yapılmıştır. Kontrol olarak ajan eklenmemiş, 
medium emdirilen sement kullanılmıştır. 

Sement Hazırlığı

Hücre, kültüründe 3 milimetre çapında küçük parça-
lar halinde kullanılacağından; sıvı bileşen (MMA mo-
nomer) ve katı haldeki bileşenin (güçlendirilmiş bir 
MMA stiren kopolimer toz [Biomet Bone Cement]) 
her biri 1/100 oranında kullanılmıştır. Her bir kuyucu-
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ğa eklenecek ilaç miktarı hesaplanarak 6 kuyucuk için 
100 mikrolitre ilaç sıvı ve katı fazlarla medium içinde 
karıştırılmış, hızla 3 milimetre çaplı uzun silindir ha-
zırlanarak 3 milimetrelik aralıklarla steril bistüri ile 6 
parçaya kesilmiş ve her biri katılaştıktan sonra bir ku-
yucuğa yerleştirilmiştir (Resim 1a). Sement ile karış-
tırılan ajan, sement sertleştikten sonra kuyucuklara 
konmuş ve ayrı bir ajan eklenmemiştir. Hücre canlılı-
ğına etkisi, sementsiz olarak tek başına ajanlar ekle-
nen gruplarla karşılaştırılmıştır. İnverted mikroskopta 
sement içi sıvı içeren ortalama 50 mikrometre 
çapında porlar gözlemlenmiştir (Resim 1b).

Hücre Canlılık Testi

WST-1 (Sigma Aldrich) ile hücre proliferasyonunun 
tayini için, hücrelerin bulunduğu 96 kuyucuklu plate 
içinden boş bir kuyucuğa yalnızca ortam konularak 
kör olarak kullanılmıştır. 100 µl/kuyucuk hücre için 
her kuyucuğa 10 µl/kuyucuk WST-1 hücre prolife-
rasyon reaktifi eklenmiştir (1:10 dilüsyon). Hücreler 
37°C, %5 CO2 içeren etüvde 2 saat inkübasyona bıra-
kılmıştır. Plate çalkalayıcıda bir dakika çalkalandıktan 
sonra ELISA okuyucuda 420- 480 nanometrede oku-
tulmuştur. Referans dalga boyu olarak 600 nanomet-
reden fazlası (630 nm) seçilmiştir. Kontrol grubunun 
absorbans ortalamaları %100 canlılık olarak kabul 
edilip diğer absorbanslar ile karşılaştırılarak hücre 
canlılık yüzdeleri tayin edilmiştir.

BULGULAR

WST-1 ile in vitro Proliferasyon Bulguları:

In vitro olarak K7M2 osteosarkom hücrelerine 24 ve 
48 saatlik periyotlarda mifamurtid emdirilmiş sement 
uygulandığında, tek başına aynı dozlarda (0.25,0.5, 
1µg)  mifamurtid uygulanmasına kıyasla daha fazla 
sitotoksik etki göstermiştir (Şekil 1-2). 

In vitro olarak K7M2 osteosarkom hücrelerine 24 saat 
ifosfamid emdirilmiş sement uygulandığında, tek ba-
şına ifosfamid uygulanmasına kıyasla her üç dozda da 
(10-20-40 µg) daha fazla sitotoksik etki görülmüştür. 
Fakat bu etki 48. saatte saptanmamıştır (Şekil 3-4).

Resim 1. 

a b

Şekil 1: In vitro mifamurtid ve sementin 24 saatlik uygulamasının 
K7M2 hücrelerinin canlılığına etkisi

Şekil 2: In vitro mifamurtid ve sementin 48 saatlik uygulamasının 
K7M2 hücrelerinin canlılığına etkisi

Şekil 3: In vitro ifosfamid ve sementin 24 saatlik uygulamasının K7M2 
hücrelerinin canlılığına etkisi

Şekil 4: In vitro ifosfamid ve sementin 48 saatlik uygulamasının K7M2 
hücrelerinin canlılığına etkisi
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TARTIŞMA

Proksimal femur da dahil olmak üzere, uzun kemik-
lerin osteosarkomlarının tedavisinde geniş kemik 
eksizyonlarına ikincil oluşan defektler çoğu zaman 
akut olarak sementle doldurulur.(17) Fakat geniş re-
zeksiyonlar ve sistemik kemoterapilere rağmen lokal 
nüksler görülmektedir. Bu yüzden antineoplastik ilaç-
la yüklü kemik çimentosu uygulaması lokal salınımla 
lokal nüksleri engellerken, oluşan defektleri de dol-
durup internal fiksasyon implantlarının gücünü arttı-
rarak ikili fayda sağlayabilir. 

Osteosarkom tedavisinde kullanılan neoadjuvan ke-
moterapilerin uygulanması sonucunda klinik tedavi 
başarısında belirgin bir iyileşme görülmüştür. Buna 
karşın postoperatif gelişen rekürrensler ortak bir so-
run olarak varlığını sürdürmektedir. Bu nedenle pos-
toperatif hastalarda rekürrensi önleyecek ve sistemik 
kemoterapi uygulamasının dezavantajını ortadan 
kaldıracak yeni yaklaşım arayışları önem taşımakta-
dır. Bu amaçla farklı ilaçların, taşıyıcı malzemeler içe-
risinde lokal olarak uygulanması üzerine çalışmalar 
yapılmaktadır.(18,19)

PMMA kemik çimentosu, farklı antineoplastik ilaçla-
rın lokal uygulamalarının incelendiği çalışmalarda, li-
teratürdeki en yaygın kullanılan taşıyıcı malzeme ola-
rak göze çarpmaktadır. Kondroblastomlar gibi benign 
veya lokal agresif tümörlerin cerrahi tedavileri sonra-
sı, adjuvan kemoterapi veya fenolizasyon gibi uygula-
malar nüksü azaltmak için denenmektedir.(20) Ancak 
osteosarkom gibi malign tümörlerin geniş rezeksiyo-
nu sonrası daha büyük defektler oluşmakta ve hem 
bu boşlukların doldurulmasında, hem de rekonstrük-
siyonu sırasında uygulanan ortopedik implantın ke-
miğe tutunmasında PMMA çimentolar yaygın olarak 
klinik kullanımdadır. Bu nedenle de in vivo ve in vitro 
çalışmaların büyük kısmı taşıyıcı ajan olarak PMMA’yı 
incelemiştir. Çalışmalardaki PMMA içerisine uygula-
nan tüm anti-neoplastik ilaçların kemik çimentosun-
dan salınabildiği ve tümör hücreleri üzerine inhibitör 
bir etki yaptıkları bildirilmiştir.(21) Biz de yaptığımız bu 
çalışmada, başarılı literatür sonuçları doğrultusunda 
PMMA kemik çimentosu ile birlikte kemoterapötik 
ve immünoterapötik ajan kullanımının lokal etkisini 
araştırmayı amaçladık.

Kemik çimentosundan ilaç salınımının uygulamadan 
hemen sonra çok yüksek olduğu ve zaman içerisinde 
azalma eğiliminde olduğu konusunda literatürde bir 
fikir birliği mevcuttur. Bu amaçla bazı yazarlar kemik 
çimentosu içerisine chitosan veya mannitol gibi ajan-
ları uygulayarak bu süreyi uzatmayı amaçlamışlardır. 
Liu ve ark. kemik çimentosu içerisine metotreksat 
ekleyerek yaptıkları çalışmada chitosanın ilaç salını-
mı süresini uzattığını ve kemiğe entegrasyonu daha 
başarılı bir şekilde sağladığını bildirmişlerdir.(22)

Kemik çimentosu içerisine metotreksat uygulayarak 
SaOS 2 ve MG63 osteosarkom hücreleri üzerinde ger-
çekleştirilen bir başka in vitro çalışmada ise; salınımın 
ilk gün en yüksek düzeyde olduğu ve azalarak üçüncü 
haftada bir plato oluşturduğu, buna rağmen tespit 
edilebilen canlı tümör hücrelerinin üçüncü günden 
sonra anlamlı şekilde azaldığı ve bir haftanın sonunda 
neredeyse hiç görülmediğini bildirmişlerdir(23). Me-
totreksatın kemik çimentosuyla meme kanseri hüc-
relerine uygulandığı çalışmalarda, Maccauro ve ark. 
da ilaç salınımının ilk gün en fazla olduğunu, zaman 
içerisinde azaldığını bildirmişler; ayrıca çalışmalarına 
ekledikleri biyomekanik testler ile eklenmiş olan me-
totreksatın kemik çimentosunun kompresif direncini 
azaltmadığını ortaya koymuşlardır.(24)

Özben ve ark. cisplatin ekledikleri kemik çimentosu-
nun hem mekanik özelliklerine hem de in vitro oste-
osarkom hücreleri üzerine etkilerini araştırmışlardır. 
Doza bağlı olarak 15. güne kadar etki görülmüş, çi-
mentonun gücünde de azalma saptanmamıştır. Bu 
araştırmanın bizim çalışmamızdan farklı olan tek 
özelliği ise, cisplatin uygulanan bir kontrol grubunun 
olmamasıydı.(18)

Fare osteosarkom modeli ile yapılan bir diğer çalış-
mada, osteoblast apoptozunu arttıran kadmiyum 
yüklenmiş kemik çimentosu uygulanan intralezyonel 
eksizyon grubunda, lokal nüksün sadece çimento uy-
gulanan intralezyonel eksizyon veya geniş eksizyon 
yapılan gruplara göre daha az olduğu bildirilmiştir.(25)

Ifosfamidin tümör hücrelerine etki mekanizması, 
DNA’nın iki sarmalını çapraz alkilleyerek ve DNA sar-
malının ayrılmasını engelleyerek replikasyonu önle-
mesidir. Tümör hücreleri normal hücrelere göre daha 
hızlı çoğaldıklarından, hücrelerde bu etki de daha faz-
la görülmektedir. Diğer mekanizma ise hücre içi glu-
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tathion seviyelerinin düşürülmesiyle, glutathionun 
DNA koruyucu özelliğinin kaybolmasıdır. Üçüncü me-
kanizma, acrolein sayesinde DNA’nın tek sarmalında 
kırılmalar oluşturmasıdır.(26)  

İfosfamid, osteosarkomda en yüksek tek-ajan aktivi-
tesine sahip gruptadır ve nüks vakalarda yüksek doz 
kullanımını (etkisi doza bağlı olduğundan) ilk sırada 
öneren çalışmalar mevcuttur.(27,28) Mifamurtid ise 
proinflamatuar sitokinleri salgılatarak tümör hücrele-
rine sitotoksite gösterir. Aynı zamanda yapılan klinik 
çalışmalarda metastaz riskini azalttığı da gösterilmiş-
tir.(29,30) 

İfosfamidin, lipid core nano kapsül veya PLGA-deks-
tran gibi lokal taşıyıcılarla kullanıldığında daha fazla 
lokal konsantrasyon sağladığı, böylece in vitro ola-
rak osteosarkom hücrelerine daha fazla sitotoksisite 
gösterdiği bulunmuştur.(31) Yaptığımız çalışmada bu 
veriler 24. saatte sağlanırken, 48. saatte sağlana-
madı. Çimentodaki porların çapı, çimentonun yüzey 
alanı gibi faktörlerin bunun üzerinde etken olduğu 
düşünülmektedir. 

Mifamurtidin lipozomal lokal taşıyıcılarla kullanılarak 
hasta bölgelerdeki konsantrasyonunun arttırılma-
sının amaçlanması şeklinde yapılan araştırmalar da 
mevcuttur.(32)

Biz de başarılı literatür sonuçları doğrultusunda 
PMMA kemik çimentosu ile birlikte kemoterapötik 
ve immünoterapötik ajan kullanımının lokal etkisini 
araştırmayı amaçladık.

Araştırmanın kısıtlılıkları arasında in vitro hücre kültü-
ründe yalnızca tümör hücreleri üretilmesi sebebiyle 
mifamurtidinin immün hücrelerle etkileşiminin 
araştırmada yer almaması bulunmaktadır.  

Ayrıca,  yükleme yapılan çimentonun mekanik 
gücüne bakılmaması ve uygulamanın in vivo ‘denek’ 
ile yapılmamış olması da araştırmanın kısıtlılıkları 
arasında sayılabilir. Son olarak, sadece ajan veya 
sadece çimento kullanılan kontrol grupları olmasına 
karşın çimentodan kemoterapötiklerin salınım 
kinetiği ölçülmemiştir. 

Çalışmamızda uyguladığımız yöntem ile osteosarko-
mun klinikte yapılan cerrahi rezeksiyonu sonrasında 

immünoterapötik ve kemoterapötik ajan ile hazır-
lanmış kemik çimentosu uygulamasının bir tedavi 
seçeneği olabileceği gözlenmiştir. Bir sonraki çalış-
mamızda deney hayvanı osteosarkom modelinde in 
vivo olarak sement içerisine emdirilmiş ajanların re-
aksiyon sonrası etkilerini araştırmayı planladık.
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