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Amag: Osteosarkom tedavisinde kullanilan neo-adjuvan kemoterapilerin olumlu sonuglarina karsin, post-operatif gelisen rekirrensler ortak bir sorun olarak
varligini korumaktadir. Post-operatif hastalarda, rekiirrensi 6nleyecek ve sistemik kemoterapi uygulamasinin dezavantajlarini ortadan kaldiracak yeni yaklasim
arayislari énem tasimaktadir. Calismanin amaci in vitro olarak sement igcine emdirilmis kemoterapétik (ifosfamid) ve immunoterapétik (mifamurtid) ajanlarin,
osteosarkom hiicre hatti olan K7M2 canlilii lizerine etkilerini incelemektir.

Yéntem: K7M2 osteosarkom hiicre hatti kiiltiire edilip, sonrasinda hiicreler tutunup %70 konfluent hale geldiginde; hiicrelerin kaybedilmemesine dikkat edilerek
iist fazlar uzaklastirilmistir. ifosfamidin (10 ug/ml, 20 ug/ml, 40 ug/ml) ve mifamurtidin (0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml) farkl dozlari, tek basina ve sement ile bir-
likte monontkleer hiicreler ile ko-kdltir yapilarak verilmistir. Kontrol grubu olarak sadece sement uygulamasi yapilmistir. Plate, %5 CO, iceren 37°C inkibatérde,
24 saat ve 48 saatlik periyotlarla inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda WST ile hiicre canliligi tayini yapilmistir.

Bulgular: 24. saatte, sement icerisinde lokal ifosfamid ve mifamurtidin uygulamasinin; osteosarkom hiicrelerinde sementsiz olarak sadece ilaglarin kullanimina
kiyasla daha fazla sitotoksik etkiye yol agtigi saptanmustir. 48. saatte mifamurtidinde artmis etki goriiliirken; ifosfamid arti, sement grubunda tek basina ifosfamid
grubuna gére saptanamadi.

Sonug: Bulgularimiz, kemik ¢imentosu iginde lokal ifosfamid ve mifamurtid uygulamasinin; cerrahi uygulama sonrasi osteosarkomun lokal niiksiinii nlemede
eksizyon cerrahileri sonucu olusan kemik defektlerini doldururken etkili olabilecegini desteklemektedir. Postoperatif biyomalzemeler iginde lokal tedavi, direkt ve
mikro-gevre ile etkileserek osteosarkomda rektirrensi nlemede tedavi secenedi 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 ug/ml, 0.5 ug/
ml, 1 ug/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% CO, 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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0. Bekgioglu et al. Kemoterapétik Yiikli Kemik Cimentosu ve Osteosarkom

GiRiS

Osteosarkomlar nadir gorulen, kati, kétl huylu ke-
mik tiimorleridir. Kemik olusturan hiicrelerin malign
transformasyonu sonucu ortaya cikarlar.Y) Direkt ola-
rak kemik dokusu kaynakl olduklarindan, primer ke-
mik tiimorleri olarak da adlandirilir. Osteosarkomlar
ilk olarak kemik ve ilikte goruliir ancak siklkla ilerler
ve bag, kas, yag ve sinir dokularina da invaze olurlar.
Kemoterapotik tedavi planlamalarinda timor ve gev-
resi bir arada goz 6nine alinmaktadir.(>3)

Osteosarkom tedavisinde iyi bilinen etkinlige sa-
hip dort kemoterap6tik ajan vardir: Doksorubisin,
sisplatin, l6kovorin ile ylksek doz metotreksat ve
ifosfamid.*® Yiiksek dereceli, metastatik olmayan
osteosarkom hastalarinin % 60-70’inde bu ajanlar-
dan Ug¢ veya dordinin kullanimi ile; neoadjuvan ve
adjuvan kemoterapi rejimleri sonrasinda uzun sureli,
hastaliksiz sagkalim saglanmaktadir”. Standart ke-
moterapinin yani sira; ¢esitli calismalarin, cok etkenli
kemoterapinin biyolojik cevap modifikatorlerinin ve
immin aktivatorlerle kombinasyonun sagladigi ek te-
davi faydalari da 6nerilmektedir(®.

Bir immiino-adjuvan terapi olan mifamurtid,
osteosarkomda son zamanlarda gelisen terapotik
ilerlemelerdendir. Mifamurtid ile aktive olan mono-
sitler ve makrofajlar, serum TNF-q, IL-1a, IL-1B, IL-6
ve IL-8 diizeylerinde artisi ve diger bagisiklik hiicrele-
rinin etkilenmesini saglarlar. Yukarida belirtildigi gibi,
bu sitokinler, kemik mikro gevresi icindeki normal ve
patolojik slireclerde énemli rollere sahiptir. Ayni za-
manda farelerle yapilan ¢alismalar sonucu; IL-6'nin
osteosarkomun gelisiminde hiz sinirlayici rol oynadigi
bulunmustur.(t 1

ifosfamid (IFS), bir DNA-alkilleyici ajan ve siklofosfa-
midin bir yapisal analogudur. On ilag olarak davranir
ve metabolizmasi agirlikh olarak hepatositlerde bulu-
nan CYP3A4 ve CYP2B6 enzimleri ile diizenlenir.>3)

Polimetil metakrilat (PMMA) kemik ¢cimentosu olarak
adlandirilir ve gesitli ortopedi ve travma cerrahile-
rinde implant fiksasyonu icin yaygin olarak kullanilr.
PMMA, iki steril bilesenin karistiriimasiyla olusturu-
lan bir akrilik polimerdir. Sivi haldeki bilesen MMA
monomerken, kati halde bulunan bilesen guglendiril-
mis bir MMA stiren ko-polimerdir. iki bilesen karisti-

rildiginda, sivi monomer 6nceden polimerlestirilmis
toz pargaciklarinin etrafinda polimerize olur ve boy-
lece sertlestirilmis PMMA olusur. Bu sliregte, bir ek-
zotermik reaksiyona bagli olarak isi Gretilir, 419

Sement kemik hasarlarini onarmak ve kemigi bitin
hale getirmek icin ortopedi alaninda siklikla kullanil-
maktadir. Kanser cerrahisi sonrasi kemiklerde kullani-
lan sementin, mifamurtid ve ifosfamid ile etkilesimi-
nin arastirilmadigi gérilmustir.

Bu calismanin amaci; ifosfamid ve mifamurtidin se-
ment icine emdirilerek hazirlanmis formunun, oste-
osarkom hiicrelerine olan canlilik etkisini aragtirmak-
tir. Salinim ve antitiimor etkisinin saptanmasi, timor
cerrahisi sonrasi ilag karistirilmis sementin lokal uy-
gulanmasinin rekirrensi dnlemede mikro-gevre ile
iliskisini anlamamiz icin 6ncl bulgu olacaktr.

GEREG VE YONTEM

Hiicre Kiiltiira

Osteosarkom K7M2 hiicreleri (BALB/c farelerinin ak-
ciger metastazindaki K7 hicrelerinden) @, %10 fe-
tal bovin serum (FBS) iceren DMEM ortaminda (%1
L-Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisinli) kulttre
edildikten sonra; 37°C, %5 CO2 kosullari saglayan
inkiibatorde inklibasyona birakilmistir. Hicreler yak-
lasik 2x10° dlzeyine eristiginde hucreleri kaldirmak
amaciyla Tripsin-EDTA solisyonu kullantlip, hiicreler
96 kuyucuklu plate igine 6 kuyucuk/grup ve kuyucuk
bagina 5000 hiicre olacak gsekilde ekilmistir.
Hicrelerin tutundugu gorildikten sonra hiicrelerin
kalkmamasina dikkat edilerek Ust fazlar uzaklastiril-
mis, ifosfamidin (10 ug/ml, 20 ug/ml, 40 ug/ml) ve
mifamurtidin (0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml) farkl
dozlari tek basina ve sement ile birlikte verilmistir.
Plate, %5 CO2 iceren 37°C inkiibatérde 24 saat in-
kiibasyona birakildiktan sonra WST ile hiicre canlilig
tayini yapilmistir. Kontrol olarak ajan eklenmemis,
medium emdirilen sement kullanilmistir.

Sement Hazirlhig

Hicre, klltirinde 3 milimetre ¢apinda kiglik parga-
lar halinde kullanilacagindan; sivi bilesen (MMA mo-
nomer) ve kati haldeki bilesenin (glglendirilmis bir
MMA stiren kopolimer toz [Biomet Bone Cement])
her biri 1/100 oraninda kullanilmistir. Her bir kuyucu-
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ga eklenecek ilag miktari hesaplanarak 6 kuyucuk igin
100 mikrolitre ilag sivi ve kati fazlarla medium icinde
karistirilmis, hizla 3 milimetre ¢aph uzun silindir ha-
zirlanarak 3 milimetrelik araliklarla steril bistiri ile 6
pargaya kesilmis ve her biri katilagtiktan sonra bir ku-
yucuga yerlestirilmistir (Resim 1a). Sement ile karis-
tirilan ajan, sement sertlestikten sonra kuyucuklara
konmus ve ayri bir ajan eklenmemistir. Hiicre canhli-
gina etkisi, sementsiz olarak tek basina ajanlar ekle-
nen gruplarla karsilastinilmistir. inverted mikroskopta
sement igi sivi iceren ortalama 50 mikrometre
¢apinda porlar gézlemlenmistir (Resim 1b).

Hiicre Canlilik Testi

WST-1 (Sigma Aldrich) ile hicre proliferasyonunun
tayini icin, hicrelerin bulundugu 96 kuyucuklu plate
icinden bos bir kuyucuga yalnizca ortam konularak
kor olarak kullanilmigtir. 100 pl/kuyucuk hicre igin
her kuyucuga 10 pl/kuyucuk WST-1 hiicre prolife-
rasyon reaktifi eklenmistir (1:10 dilisyon). Hicreler
37°C, %5 CO2 iceren etlivde 2 saat inkiibasyona bira-
kilmistir. Plate calkalayicida bir dakika calkalandiktan
sonra ELISA okuyucuda 420- 480 nanometrede oku-
tulmustur. Referans dalga boyu olarak 600 nanomet-
reden fazlasi (630 nm) segilmistir. Kontrol grubunun
absorbans ortalamalari %100 canlilik olarak kabul
edilip diger absorbanslar ile karsilastirilarak hiicre
canlihk yizdeleri tayin edilmistir.

BULGULAR

WST-1 ile in vitro Proliferasyon Bulgulari:

In vitro olarak K7M2 osteosarkom hicrelerine 24 ve
48 saatlik periyotlarda mifamurtid emdirilmis sement
uygulandiginda, tek basina ayni dozlarda (0.25,0.5,
1pg) mifamurtid uygulanmasina kiyasla daha fazla
sitotoksik etki gostermistir (Sekil 1-2).
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Sekil 1: In vitro mifamurtid ve sementin 24 saatlik uygulamasinin
K7M2 hiicrelerinin canhligina etkisi
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Sekil 2: In vitro mifamurtid ve sementin 48 saatlik uygulamasinin
K7M2 hiicrelerinin canhhgina etkisi

In vitro olarak K7M2 osteosarkom hiicrelerine 24 saat
ifosfamid emdirilmis sement uygulandiginda, tek ba-
sina ifosfamid uygulanmasina kiyasla her ti¢c dozda da
(10-20-40 pg) daha fazla sitotoksik etki goralmdistar.
Fakat bu etki 48. saatte saptanmamistir (Sekil 3-4).

K7M2 Osteosarkom Hiicre Hattinda
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Sekil 3: In vitro ifosfamid ve sementin 24 saatlik uygulamasinin K7M2
hiicrelerinin canhligina etkisi
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Sekil 4: In vitro ifosfamid ve sementin 48 saatlik uygulamasinin K7M2
hiicrelerinin canliligina etkisi



0. Bekgioglu et al. Kemoterapétik Yiikli Kemik Cimentosu ve Osteosarkom

TARTISMA

Proksimal femur da dahil olmak lzere, uzun kemik-
lerin osteosarkomlarinin tedavisinde genis kemik
eksizyonlarina ikincil olusan defektler ¢cogu zaman
akut olarak sementle doldurulur.”? Fakat genis re-
zeksiyonlar ve sistemik kemoterapilere ragmen lokal
niiksler gortlmektedir. Bu ylizden antineoplastik ilag-
la yUkliu kemik ¢cimentosu uygulamasi lokal salinimla
lokal niiksleri engellerken, olusan defektleri de dol-
durup internal fiksasyon implantlarinin gliciini artti-
rarak ikili fayda saglayabilir.

Osteosarkom tedavisinde kullanilan neoadjuvan ke-
moterapilerin uygulanmasi sonucunda klinik tedavi
basarisinda belirgin bir iyilesme gorilmistir. Buna
karsin postoperatif gelisen rekirrensler ortak bir so-
run olarak varhgini siirdirmektedir. Bu nedenle pos-
toperatif hastalarda rekiirrensi 6nleyecek ve sistemik
kemoterapi uygulamasinin dezavantajini ortadan
kaldiracak yeni yaklasim arayiglari dnem tasimakta-
dir. Bu amagla farkli ilaglarin, tastyict malzemeler ice-
risinde lokal olarak uygulanmasi Gzerine g¢alismalar
yapilmaktadir.:819

PMMA kemik ¢imentosu, farkli antineoplastik ilagla-
rin lokal uygulamalarinin incelendigi ¢calismalarda, li-
teratiirdeki en yaygin kullanilan taslyici malzeme ola-
rak goze carpmaktadir. Kondroblastomlar gibi benign
veya lokal agresif timorlerin cerrahi tedavileri sonra-
si, adjuvan kemoterapi veya fenolizasyon gibi uygula-
malar niksi azaltmak icin denenmektedir.?® Ancak
osteosarkom gibi malign tiimorlerin genis rezeksiyo-
nu sonrasi daha biyuk defektler olusmakta ve hem
bu bosluklarin doldurulmasinda, hem de rekonstriik-
siyonu sirasinda uygulanan ortopedik implantin ke-
mige tutunmasinda PMMA ¢imentolar yaygin olarak
klinik kullanimdadir. Bu nedenle de in vivo ve in vitro
calismalarin buyik kismi tasiyici ajan olarak PMMA'yi
incelemistir. Calismalardaki PMMA igerisine uygula-
nan tiim anti-neoplastik ilaglarin kemik ¢cimentosun-
dan salinabildigi ve tiimér hiicreleri Gzerine inhibitor
bir etki yaptiklari bildirilmistir.?Y Biz de yaptigimiz bu
¢alismada, basarili literatiir sonuglari dogrultusunda
PMMA kemik ¢cimentosu ile birlikte kemoterapotik
ve imminoterapotik ajan kullaniminin lokal etkisini
arastirmayi amagladik.

Kemik ¢cimentosundan ilag saliniminin uygulamadan
hemen sonra ¢ok yliksek oldugu ve zaman icerisinde
azalma egiliminde oldugu konusunda literatiirde bir
fikir birligi mevcuttur. Bu amagla bazi yazarlar kemik
¢imentosu igerisine chitosan veya mannitol gibi ajan-
lari uygulayarak bu siireyi uzatmayi amaglamislardir.
Liu ve ark. kemik ¢cimentosu icerisine metotreksat
ekleyerek yaptiklari calismada chitosanin ilag salini-
mi sliresini uzattigini ve kemige entegrasyonu daha
basarili bir sekilde sagladigini bildirmiglerdir.??

Kemik ¢imentosu icerisine metotreksat uygulayarak
Sa0s 2 ve MG63 osteosarkom huicreleri Gizerinde ger-
ceklestirilen bir baska in vitro ¢calismada ise; salinimin
ilk gtin en yiiksek diizeyde oldugu ve azalarak tglinci
haftada bir plato olusturdugu, buna ragmen tespit
edilebilen canli timor hicrelerinin Gglinct glinden
sonra anlamli sekilde azaldigi ve bir haftanin sonunda
neredeyse hi¢ gorulmedigini bildirmislerdir?®, Me-
totreksatin kemik ¢imentosuyla meme kanseri hiic-
relerine uygulandigi ¢calismalarda, Maccauro ve ark.
da ilag saliniminin ilk glin en fazla oldugunu, zaman
icerisinde azaldigini bildirmisler; ayrica ¢alismalarina
ekledikleri biyomekanik testler ile eklenmis olan me-
totreksatin kemik ¢cimentosunun kompresif direncini
azaltmadigini ortaya koymuslardir.?¥

Ozben ve ark. cisplatin ekledikleri kemik ¢imentosu-
nun hem mekanik 6zelliklerine hem de in vitro oste-
osarkom hcreleri tizerine etkilerini arastirmislardir.
Doza bagli olarak 15. gline kadar etki goriilmis, ¢i-
mentonun glciinde de azalma saptanmamistir. Bu
arastirmanin bizim ¢alismamizdan farkh olan tek
ozelligi ise, cisplatin uygulanan bir kontrol grubunun
olmamasiyd:.®

Fare osteosarkom modeli ile yapilan bir diger calis-
mada, osteoblast apoptozunu arttiran kadmiyum
yuklenmis kemik ¢cimentosu uygulanan intralezyonel
eksizyon grubunda, lokal niksiin sadece ¢imento uy-
gulanan intralezyonel eksizyon veya genis eksizyon
yapilan gruplara gore daha az oldugu bildirilmistir.?>

Ifosfamidin tUmor hicrelerine etki mekanizmasi,
DNA'nin iki sarmalini ¢capraz alkilleyerek ve DNA sar-
malinin ayrilmasini engelleyerek replikasyonu onle-
mesidir. Tumor hiicreleri normal hiicrelere gére daha
hizli gogaldiklarindan, hiicrelerde bu etki de daha faz-
la goriulmektedir. Diger mekanizma ise hiicre igi glu-
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tathion seviyelerinin dastrilmesiyle, glutathionun
DNA koruyucu &zelliginin kaybolmasidir. Uglincii me-
kanizma, acrolein sayesinde DNA'nin tek sarmalinda
kiriimalar olugturmasidir.?®

ifosfamid, osteosarkomda en yiiksek tek-ajan aktivi-
tesine sahip gruptadir ve niiks vakalarda yiiksek doz
kullanimini (etkisi doza bagli oldugundan) ilk sirada
oneren calismalar mevcuttur.?2® Mifamurtid ise
proinflamatuar sitokinleri salgilatarak timor hiicrele-
rine sitotoksite gosterir. Ayni zamanda yapilan klinik

calismalarda metastaz riskini azalthg! da gosterilmis-
tir.(29.30)

ifosfamidin, lipid core nano kapsiil veya PLGA-deks-
tran gibi lokal tastyicilarla kullanildiginda daha fazla
lokal konsantrasyon sagladigi, boylece in vitro ola-
rak osteosarkom hiicrelerine daha fazla sitotoksisite
gosterdigi bulunmustur.®? Yaptigimiz ¢calismada bu
veriler 24. saatte saglanirken, 48. saatte saglana-
madi. Cimentodaki porlarin ¢api, ¢cimentonun yiizey
alani gibi faktorlerin bunun (zerinde etken oldugu
disinidlmektedir.

Mifamurtidin lipozomal lokal tasiyicilarla kullanilarak
hasta bolgelerdeki konsantrasyonunun arttiriima-
sinin amaglanmasi seklinde yapilan arastirmalar da
mevcuttur.®?

Biz de basarh literatir sonuglar dogrultusunda
PMMA kemik ¢imentosu ile birlikte kemoterapotik
ve imminoterapotik ajan kullaniminin lokal etkisini
arastirmayi amagladik.

Arastirmanin kisithhiklari arasinda in vitro hiicre kultu-
rinde yalnizca timor hiicreleri Uretilmesi sebebiyle
mifamurtidinin  immun hicrelerle etkilesiminin
arastirmada yer almamasi bulunmaktadir.

Ayrica, yukleme vyapilan ¢imentonun mekanik
glicline bakilmamasi ve uygulamanin in vivo ‘denek’
ile yapilmamis olmasi da arastirmanin kisithhklari
arasinda sayilabilir. Son olarak, sadece ajan veya
sadece ¢cimento kullanilan kontrol gruplari olmasina
karsin ¢imentodan kemoterapdtiklerin - salinim
kinetigi 6lciilmemistir.

Calismamizda uyguladigimiz yontem ile osteosarko-
mun klinikte yapilan cerrahi rezeksiyonu sonrasinda
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imminoterapotik ve kemoterapdétik ajan ile hazir-
lanmis kemik cimentosu uygulamasinin bir tedavi
secenegi olabilecegi gozlenmistir. Bir sonraki cals-
mamizda deney hayvani osteosarkom modelinde in
vivo olarak sement icerisine emdirilmis ajanlarin re-
aksiyon sonrasi etkilerini arastirmayi planladik.
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