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In vitro Application of Cadmium within Bone Cement in Osteosarcoma

Osteosarkomda Kadmiyumun Kemik Cimentosu icerisinde In vitro
Uygulanabilirligi
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OZET

GIRIS ve AMAC: Osteosarkom genelde ¢ocukluk ve geng eriskin yaslarda goriilmekte ve ¢ok agresif
seyretmektedir. Tedavide ekstremite koruyucu cerrahi ve kemoterapi yontemleri ile biiyiik basarilar saglanmustir,
ancak mikroskobik diizeyde kalabilen rezidii tiimorler rekiirrens olasiligini arttirmaktadir. Bu calismada
kadmiyumun kemik ¢inetosu ile birlikte in vitro uygulanabilirligini degerlendirilmesi ve cerrahi sonrasi lokal
uygulanarak rezidii tiimoér ve rekiirrens olasiligini 6nlemedeki etkinligi i¢in 6n bulgularin degerlendirilmesi
amaglanmistir.
YONTEM ve GERECLER: MG-63 ve K7M2 osteosarkom hiicre hatlar1 dért gruba ayrilarak ilk gruba
kadmiyumun dondurulmus kemik ¢imentosuna emdirilmis hali; ikinci gruba ise kadmiyumun toz haldeki
¢imentoya eklendikten sonra karistirilarak hazirlanmis sekli artan sayilarda hiicre hatlarina uygulanmistir.
Sadece kadmiyum ¢ozeltisinin uygulandigi ve kadmiyum eklenmeden standart sekilde hazirlanan kemik
¢imentosunun uygulandigi hiicre hatlarindaki canlilik yilizdeleri ile WST-1 yontemi kullanilarak
karsilagtirilmistir.
BULGULAR: Kadmiyum eklenip karistirilarak hazirlanan ¢gimentonun uygulandig: grupta; donmus ¢imentoya
emdirilerek uygulandigi gruptan daha yiikseksitotoksik etki tespit edildi. Tek basina kadmiyum uygulandiginda
ise 5 ve 10 kat seyreltmeler caligmadaki en yliksek anti-proliferatif etkiyi gosterdi (%25 ve %42 canlilik).Kemik
¢imentosunun kadmiyumsuz uygulandigi grupta ise %80’lere ulagan en yiiksek oranda canlilik gozlendi.
TARTISMA ve SONUC: Bu calisma ile kadmiyumun dondurulmus ¢imento igerisine emdirilerek ya da
¢imento hazirlig1 sirasinda kemik ¢imentosuna eklenmesi ile uygulanabilecegi ve her iki sekilde de Osteosarkom
hiicreleri iizerine sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Anahtar Kelimeler: Osteosarkom, Kadmiyum, Kemik ¢imentosu

ABSTRACT
INTRODUCTION: Osteosarcoma is usually seen in childhood and young adults and presents itself very
aggressive. Great treatment success with limb-sparing surgery and chemotherapy are provided, but the residue
tumor cells that remains at the microscopic level are increasing the likelihood of tumor recurrence. The aim of
this study was to evaluate the in vitro applicability of cadmium with cement and to evaluate the preliminary
findings for its effectiveness in preventing the possibility of residual tumor and recurrence by local application
after surgery.
METHODS: The MG-63 and K7M2 osteosarcoma cell lines were divided into four groups. The first group
included application of bone cement which absorbed cadmium after preparation. The second group of bone
cements were prepared with adding cadmium into powdered bone cement was applied to the cell lines in
increasing numbers. The percentages of viability in cell lines were evaluated using WST-1 method and
compared with bone cement prepared in the standard manner without adding cadmium and application of
cadmium solution into cell lines.
RESULTS: Results: In the second group where the cement was prepared by adding cadmium before bone
cement mixing; higher cytotoxic effect was detected than the first group which consisted of bone cement which
absorbed cadmium after cement preparation. When cadmium solution without bone cement was applied, 5 and
10-fold dilutions showed the highest anti-proliferative effect in the study (25% and 42% viability). In the group
where bone cement without any cadmium was applied, the highest rate of viability was observed reaching up to
%80.
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DISCUSSION AND CONCLUSION: This study has shown that bone cement either prepared with cadmium or
absorbed cadmium after preparation; may be administered as an adjuvant therapy and both have cytotoxic effects

upon osteosarcoma

Keywords: Osteosarcoma, Cadmium, Bone Cement.

GIRiS

Osteosarkom (OS), metastazlar ve multipl
myelom hari¢ tutuldugunda kemikte goriilen
en sik primer malign tiimordiir.(1) Yilda
yaklasik bir milyonda 5 kiside ortaya cikan
osteosarkom, primer malign kemik
timorlerinin  %20’sini olusturarak ilk sirada
yer almaktadir.(2)Cogu kanserin  aksine,
osteosarkom, agirlikli olarak yasamin ikinci ve
iictincii dekadinda doruga ulasan ergenlerin ve
genclerin  daha stk etkilendigi  bir
malignitedir.(3)Sporadik olarak goriilen primer
OS’un siklig1 15 yas civarinda biiylimenin en
hizli oldugu dénemde pik yapar ve insidans
olarak c¢ocukluk c¢agi kanserleri igerisinde
sekizinci sirada yer alir.(4)(5)Bu tiimdrler tipik
olarak hizli biiyilyen wuzun kemiklerin
metafizinde ortaya ¢ikan kemik kiitleleri olarak
saptanir, vakalrin biiyiik kism1 boy uzamasinin
en ¢ok oldugu diz gevresi (proksimaltibia veya
distalfemurda) bulunur. (6) Gegmiste tutulan
uzvun ampute edilmesiyle tedavi edilmeye
calisilan ve Ozellikle akciger metastazlari
sonucu mortalitesi ¢ok yiiksek seyreden OS’un
sagkalimi %10’lar civarindayken; cerrahiye
kemoterapi protokollerinin eklenmesiyle bes
yillik sagkalim oranlarnn %70’e ulagmistir.

(7)(8)

Bu timorlerde ekstremite koruyucu
cerrahide biiyiik basarilar saglanmistir, ancak
mikroskobik diizeyde kalabilen rezidii tiiméorler
rekiirrens olasihgmi arttirmaktadir. Cerrahi
disinda osteosarkom tedavisinde kullanilan
yiiksek doz metotreksat, sisplatin kemoterapi
rejimlerine ragmen de rezidii timorve
metastazlar goriilebilmektedir. Bu nedenle yeni
tedavi yaklasgimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu ¢alismada kadmiyumun kemik ¢inetosu ile
birlikte in vitro uygulanabilirligini
degerlendirilmesi ve yapilmast planlanan in
vivo c¢alismada, cerrahi sonrasi lokal
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uygulanarak rezidi timor ve rekiirrens
olasiligi Onlemesi tizerine etkinligi icin On
bulgularin degerlendirilmesi amaglanmustir.

MATERYAL METOD

MG-63 ve K7M2 osteosarkom hiicre hatlari
sirastyla MEM ve DMEM Kkiiltiir ortamlar
icerisinde (%10 FBS, 9%l penisilin-
streptomisin ve %1 L-glutamin ilaveli) 37°C
‘de %5 CO2 kosullarda inkiibe edildi. (Sekil
1).

“\ NV

Sekil 1. MG-63 hiicrelerinin mikroskobik
gOrunimu

Deney gruplar i¢in hedeflenen hiicre
sayisina ulagildiktan sonra 10 mg/ml dozdaki
kadmiyum ve PMMA(polimetilmetakrilat)
kemik c¢imentosu (Biomet Bone Cement,
Biomet Orthopedics Warsaw, Indiana, ABD)
ile iki farkli in vitro uygulama yapildi. ilk
grupta kadmiyum ¢ozeltisi 5-10-15-20-25—
50-100-200-300-400-500 kat seyreltilerek
dondurulmus haldeki ¢imentoya emdirildi ve
hiicrelerin bulundugu kuyucuklarda 24 saat
bekletildi. (Sekil 2).
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Sekil 2. 96 kuyucuklu hiicre hatt1 tepsisi
igerisinde ¢imentolarin uygulanmast

Bir diger uygulama sekli ise 20 kat
seyreltilmis dozdaki kadmiyum ¢dzeltisinin toz
haldeki ~ kemik  ¢imentosu  polimerine
eklendikten sonra sivi  monomeri ile
karistirilarak  hazirlanmasini  takiben hiicre
hattin1 iceren kuyucuklara sayisi artan kemik
cinetosu parcalari eklendi ve 24 saat sonra
degerlendirildi. Siire sonunda kemik ¢imentosu
kuyucuklardan ¢ikarilarak WST-1 yontemi ile
hiicrelerin canliliklar1 degerlendirildi. Diger
taraftan kemik ¢imentosu sadece kadmiyum
¢ozeltisinin seyreltilmis dozlart da MG-63
hiicrelerine uygulanarak 24 saat sonunda hiicre
canliligt degerlendirildi. Kadmiyum
eklenmeden sadece kemik ¢imentosunun hiicre
hatlarina uygulandig1 grup ise ¢alismanin son
grubunu olusturdu. Her ii¢ gruba da uygulanan
cimento  sekillerinin  por yapilann da
mikroskobik diizeyde incelendi. (Sekil 3)

Sekil 3. Kemik ¢imentolarinin por yapilariin
mikroskobik diizeyde goriiniimii (sagda:
standart kemik ¢imentosu, ortada: kadmiyum
karistirilarak hazirlanan ¢imento, solda:
donmus ¢imentoya kadmiyumun emdirilmesi
sonrasi)

BULGULAR

Her iki osteosarkom hiicre hattinda da
kadmiyumun hiicre proliferasyonunu doz
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bagimli olarak azalttigi tespit edildi. Tek
bagina kadmiyum uygulandiginda MG-63
hiicrelerinde 5 ve 10 kat seyreltmeler en
yiiksek anti-proliferatif etkiyi gosterdi (%25 ve
%42 canlilik).(Grafik 1)
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5 ve 10 MikroMolar dozda cadmiyum 24 saatte MG-63 hicrelerine sitotoksik bulunmustur.

Grafik 1. Kadmiyumun tek basina
uygulanmasi sonrasi canlilik degerleri

Kadmiyumun donmus ¢imentoya
emdirilerek uygulandigi grupta ise daha
yiiksek seyreltmelerde, tek basina uygulandig
ayni seyreltme kosullarina gore daha etkin
anti-proliferatif etkinlik gorildi.(Grafik 2)
Kadmiyum eklenip karistirilarak hazirlanan
cimentonun uygulandifi grupta ise; donmus
cimentoya emdirilerek uygulandigi gruptan
daha yiiksek sitotoksik etki tespit edildi.(Grafik
3) Kemik ¢imentosunun kadmiyumsuz
uygulandig1 grupta ise %80’lere ulasan yliksek
canlilik gézlendi.
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Grafik 2. Donmus kemik ¢imentosuna
kadmiyum emdirilerek uygulanmasi sonrasi
canlilik degerleri
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Grafik 3. Kadmiyum eklenip karistirilarak
hazirlanankemik ¢imentosunun uygulanmast
sonrasi canlilik degerleri

TARTISMA ve SONUC

Bu hastaliklarda tani i¢in ilk basamak genetik
test JAK2 V617F mutasyon analizidir (13). Bu
calisma ile kadmiyumun c¢imento igerisine
emdirilerek ya da g¢gimento hazirligi sirasinda
kemik ¢imentosuna eklenmesi ile
uygulanabilecegi ve her iki sekilde de
osteosarkomda sitotoksik etkiye sebep oldugu
gosterilmistir.

Kadmiyum atom numarast 48 olan
dogal olarak olusan zehirli bir agir metaldir.
Endiistride ve pil yapiminda kullanilan
kadmiyum; bdbrekler, akcigerler ve iskelet
sistemi tizerinde toksik etkilere sahiptir.(9)
(10)  Kadmiyum  toksisitesi  kalsiyum
metabolizmas1 bozukluklarima, osteomalazi,
osteoporoz ve patolojik kiriklara yol agabilir.
Kadmiyum zehirlenmesi, kanser indiiksiyonu,
ozellikle akciger kanseri ile iligkilidir. Bunun
yaninda kadmiyuma bagl prostat, bdbrek,
karaciger, pankreas ve mide kanserleri de
bildirilmistir.(11) (12)

Kadmiyum ayrica bir osteotoksin
olarak bilinmektedir. (13) Kadmiyum, protein
kinaz C (PKC) yolu ile normal Kalsiyum
metabolizmasini bozaraknormal kemik
gelisimini etkiler. (14) Cesitli arastirmalar,
kadmiyumun si¢canlarda kemik erimesini ve
civciv  tibialarindan  kalsiyum  salinimini
arttirdigini,  embriyonik  civeiv  femur
kiiltiirlerinde osteoid dokular1 azalttigini ortaya
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koymustur. (15) (16) (17) Kadmiyumun,
ozellikle akciger kanserine yol acarak
insanlarda  kanserojen  etkileri  oldugu
kanitlanmis olmasma ragmen; bu in vitro
calismada osteosarkomdaniiksiin iistesinden
gelmek igin osteotoksik etkilerini kemik
cimentosuna kullanmay1

amagcladik.

uygulayarak

PMMA kemik cimentolar1 literatiirde
antineoplastik ilaglarin lokal adjuvan olarak
timor  dokusuna etkilerinin  incelendigi
calismalarda en yaygin kullanilan tasiyici
malzeme olarak one ¢ikmaktadir. Ozellikle
Osteosarkom gibi malign tiimorlerin  genis
rezeksiyonu sonrasi biiyiik defektler olusmakta
ve PMMA ¢imentolar hem olusan bu
defektlerin  doldurulmasinda, hem  de
rekonstruksiyon sirasinda uygulanan ortopedik
implantlarin  kemige tutunmasinda yaygin
olarak klinik kullanimdadir. Bu nedenle de
invivo ve invitro ¢aligmalarin biiylik kisminda
antineoplastikajaninlarin ~ tasiyicisi  olarak
PMMA kullanilmigtir. Literatirde PMMA
icerisine  uygulanan  degisikantineoplastik
ilaglarin kemik ¢imentosundan salinabildigi ve
timor hiicreleri iizerine inhibitér bir etki
yaptiklari bildirilmistir (18). Biz de bu basarilt
literatiir sonuglart 1s181nda, ortopedik cerrahi
uygulamalarimizda da sik olarak kullandigimiz
PMMA kemik ¢imentosunu c¢alismamizda
kadmiyumu tasiyici arag olarak tercih ettik.

Literatirde PMMA kemik ¢imentosu
icerisine karistirilarak antineoplastik 6zellikleri
en ¢ok arastirilan ajanlarin bagindametotreksat
oldugu goriilmektedir (18). Metotraksatin
kemik c¢imentosu icerisinde uygulanmasi
Hernigou ve ark.’nin 1989 tarihli ¢aligmalarina
kadar uzanmaktadir. Bu Oncli ¢alismada
PMMA’danmetotreksat salimimiin oldugu,
ekzotermik  ¢imento reaksiyonu  sonrasi
metotreksatin aktif halde oldugu invitro olarak
gosterilmis, ayrica ratlarda  olusturulan
Osteosarkom kitlesinin ortasina metotreksat
iceren algt veya PMMA’dan yapilmis
tagtyicilar  uygulanarak  timor  canliligt
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incelenmistir; ancak ratlarda kitlenin eksizyonu
yaptlmamistir  (19). Spontan Osteosarkom
gelisen kopeklerde ve primer veya metastatik
timori olan ilk 14 hastaya kemik ¢imentosu
icerisinde metotreksat uygulamalarmin

Orijinal Makale

sonuclarint da dahil ettikleri calismalarinda
Hernigou ve ark. 17 kopegin sekiz ay takip
sonrast hayatta kalan 10 tanesinden ikisine
amplitasyon uygulamiglar ancak higbirinde
akciger metastazi olmadigini bildirmislerdir.
Yine takip ettikleri hastalarin tiimiinde yara
drenajinda yiiksek metotreksat diizeylerine
ulagildigimi ve kanda on giine, idrarda ise iig
haftaya kadar metotreksata rastlandigini
bildirmislerdir (19). Benzer sekilde kemik
¢imentosu igerisine metotreksat uygulayarak
Sa0S2 ve MG63 osteosarkom hiicreleri
tizerinde gerceklestirilen bir bagka in vitro
calismada ise salinimin ilk giin en yiiksek
diizeyde oldugu ve azalarak ii¢ilincii haftada bir
plato olusturdugu; buna ragmen tesbit
edilebilen canli timoér hiicrelerinin {igiinci
giinden sonra anlaml sekilde azaldigi ve bir
haftanin sonunda neredeyse hi¢
rastlanmadigini bildirmislerdir (20).
Metotreksatin -~ kemik  ¢imetosuyla meme
kanseri hiicrelerine uygulandig1 calismalarinda
Maccauro ve ark.lar da ilag salimminin ilk giin
en fazla oldugunu, =zamanla azaldigim
bildirmisler ayrica c¢aligmalarina ekledikleri
biyomekanik testler ile eklenmis olan
metotreksatin kemik c¢imentosunun kompresif
direncini azaltmadigin1 ortaya koymuslardir
(21). Kemik c¢imentosu igerisinde ¢aligmalari
yapilan bir diger ajan da sisplatindir. Domuz
vertebroplasti modelinde kemik c¢imentosu
icerisinde farkli gruplara metotreksat ve
sisplatinin uygulandigit 2017 tarihli  bir
caligmada  haftalik  alman  Orneklerde
metotreksatin bir hafta, sisplatinin ise {giincii
haftada en yiiksek diiseyine ulastigi ve her iki
ilacin da salimiminin bes haftaya kadar siirdiigii
gosterildi. Bunun yaninda miyelosupresyon,
hepatotoksisite veya nefrotoksisite bulgularina
rastlanmadi. Ancak timor modeli degil saglikl
domuzlarda yiriittiikleri bu ¢aligmada ilaglarin
antineoplastik etkinlikleri degil sadece salinim
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siireleri ve sistemik yan etkileri
arastirilabilmistir (22). Mestiri ve ark. ise
caligmalarinda sisplatinininvitro ve tavsan
hiicrelerinde salinimini incelemislerdir. Ancak
yine tiimor modeli icermeyen ¢alismada sadece
ilacin ¢imentodan yeterli miktarda salindigi
ortaya konmustur (23). Sisplatinin kemik
¢imentosu igerisindeki etkilerinin incelendigi
iilkemizden yayinlanan bir ¢alismada da Ozben
ve ark. sisplatinin ¢imentodan salinarak SaOS
2 hicreleri  {izerine  sitotoksik  etki
gosterebildigini ve ¢imentonun biyomekanik
ozelliklerini bozmadigini gostermislerdir (24).

Kadmiyum kronik maruziyette
karsinojenik olarak bilinen bir ajandir. Ancak
bircok antikanserojen ajanin toksik ve uzun
vadede Kkarsinogenezi tetikleyici olabilecegi
bilinmektedir. Daha once kadmiyumla ilgili
yapilmis olan deney hayvani calismalaria
bakildiginda 1991 yilinda Waalkes ve
arkadaslarinin =~ Fischer  tiirii  siganlarda
kadmiyumum subkutan uygulamasinin kronik
karsinojenik ve toksik etkilerini
degerlendirdigi goriilmektedir (25). Japonya’da
kadmiyuma agir maruziyet sonrasi
osteomalazi ve osteoporotik lezyonlara eslik
eden agir renal yetmezlik ile karakterize “itai-
itai hastalig1” tanimlanmigtir (26).
Kadmiyumun osteoblastlar da dahil olmak
tizere bir¢ok hiicrede hem invivo hem invitro
olarak apoptozu tetikledigi bilinmektedir. Hu
ve ark. caligmalarinda kisa siireli kadmiyuma

maruz  birakilan  MG-63  osteosarkom
hiicrelerinde apoptoz olustugunu
gozlemlemisleridir. Bu calismada

kadmiyumum DNA hasar1 olusturarak lokal
olarak ameliyat sonrasi bolgede kalmig
olabilecek timor hiicrelerini 6ldiiriicii ya da
proliferasyonlarini engelleyici etkisinin olup
olmayacagi test edilmistir.

Calismamiz kadmiyumun, hem
dondurulmus ¢imento igerisine emdirilerek
hem de¢imento hazirligi sirasinda kemik
¢imentosuna  eklenmesi  sonrasi  invitro
Osteosarkom hiicre hatt1 tlizerine sitotoksik


http://www.actaoncologicaturcica.com/

ACTA
ONCOLOGICA
5 TURCICA

etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
calisma bulgularina dayanarak kadmiyumun
kemik c¢imentosu igerisinde uygulanmasini in
vivoosteosarkomhayvan modelinde cerrahi
sonrast lokal gerceklestirerek rezidii timor ve

Orijinal Makale

rekiirrensi onlemedeki etkinligi
degerlendirilebilecektir. Ayrica kadmiyumun
canlhidaki sistemik etkisi de tiim dokularda
degerlendirilerek  ortaya  koyulabilecektir.
Caligma sonucunda elde edilen bulgular kemik

¢imentosu icinde lokal kadmiyum

uygulamasinin cerrahi sonrasi osteosarkomun
lokal tedavisine katkida bulunabilecegini
desteklemektedir.  Postoperatif ~ ortopedik
biyomekanik malzemeler i¢cinde lokal tedavi,
osteosarkomda rekiirrensi onlemede katki
tedavi secenegi olabilir.

Cikar Catismasi: Yok
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