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OZET

Amag: Kolorektal kanserler diinyada kanser iliskili oliimlerde ikinci siradadir. Ozellikle
peritoneal metastaz varlig1 hastalik iligkili ve genel sagkalimi 6nemli dlctide diistirmektedir.
Bu ¢alismada capraz bagli hyaliironik asit hidrojelinin kolon kanser hiicrelerinin migrasyon,

invazyon ve peritoneal implantasyon yetisi lizerindeki etkilerin arastirilmasi amaglanmustir.

Yontem: HT-29 hiicre hatt1 kullanilmis ve ¢apraz bagli hyaliironik asit hidrojel varliginda in
vitro Transwell migrasyon ve invazyon metodu, in vivo Balb/c fare xenograft intraperitonal
timor modeliyle veriler elde edilmistir. Deney grubuna haftalik intraperitoneal hidrojel
uygulamasi yapilmig ve 5. haftada deneklere otenazi yapilip, viicut bosluklari agilip

incelenmistir. Tespit edilen implantlar tartilarak gruplar arasinda analiz edilmistir.

Bulgular: Capraz bagl hyaliironik asit varliginda 6zellikle HT-29 hiicrelerinin invazyon ve
migrasyon yeteneginin belirgin olarak azaldigi goriildii(her ikisi i¢in p<0.0001). Fare
modelinde ise haftalik intraperitonal hidrojel enjeksiyonuyla 5. haftada kontrol grubundaki
farelerin %77'sinde tiimdr implant1 gortiliirken, deney grubundaki hi¢ bir farede peritoneal

implanta rastlanmadi.
Sonug: Capraz bagli hyaliironik asit hidrojelinin in vitro ve in vivo deneylerde HT-29
hiicrelerinin invazyon, migrasyon ve implantasyon oranlarmi disiirdiigii gozlenmistir.

Klinikte uygulanabilirligini belirlemek icin ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: kolon kanseri, capraz bagli hyaliironik asit, hayvan modeli
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ABSTRACT

Objective: Colorectal cancers cause the second most common cancer-related death in the
world as of 2020. The presence of peritoneal metastases significantly reduces disease-related
and overall survival. In this study, we aimed to investigate the effects of cross-linked
hyaluronic acid hydrogel on the migration, invasion and peritoneal implantation ability of HT-

29 human colon cancer cells.

Method: HT-29 cell line was used and data were obtained by utilizing in vitro Transwell
migration and invasion assay, in vivo Balb/c mouse xenograft intraperitoneal tumor model in
the presence of cross-linked hyaluronic acid hydrogel. Weekly intraperitoneal hydrogel
injections were applied to the experimental group and at the 5th week, the subjects were
euthanized and their body cavities were opened and examined. Detected peritoneal implants

were weighed and analyzed between groups.

Results: In the presence of cross-linked hyaluronic acid, it was observed that the invasion and
migration ability of HT-29 cells decreased significantly (p<0.0001 for both). In the mouse
model, with weekly intraperitoneal hydrogel injection, tumor implantation was observed in
77% of the mice(n=7) in the control group at week 5, while no peritoneal implant was found

in any subject in the experimental group.
Conclusion: We observed that cross-linked hyaluronic acid hydrogel reduces the invasion,
migration and implantation rates of HT-29 cells in in vitro and in vivo experiments. Further

studies are needed to determine its clinical applicability.

Keywords: colon cancer, cross linked hyaluronic acid, animal model
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1. GIRIS
Problemin Tanim ve Onemi

Kolorektal kanserler(KRK), kalin bagirsak ve rektum dokusundan koken alan
malign hastaliklar grubudur. Siklikla epitelyal dokudan basamakli bicimde malign
transformasyon sonucu gelisir. Bu sekilde gelisen tiimorler adenokarsinom olarak
adlandirilir ve kolorektal karsinomlarin biiylik cogunlugunu olusturur.

2020 yili itibariyle kolorektal kanserler, diinyada en ¢ok goriilen kanser tiiriinde
ticlincii ve kansere bagli 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir(1). Devam eden
kiiresel demografik ve epidemiyolojik degisiklikler kanser tiirlerinin saglik
sistemleri {izerine yiikiinii arttirmaya devam etmekte olup 2030 yilina kadar yeni
kolorektal kanser olgularinin 2.2 milyona ¢ikacagi ve kolorektal kansere bagl yillik
Oliimlerin 1.1 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir(2).

Kolorektal kanser olgularinda karsinogenezis ¢ogunlukla hayat tarzina ve yasa
bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Avrupa genelinde kolorektal kanser igin 5 yillik
sag kalim %60’dan azdir. Sagkalim oranlari, timor yataginda mikroskopik tiimor
birakmayacak sekilde(R0) yapilan cerrahi rezeksiyon ile yakindan iliskilidir(3). RO
bir cerrahinin miimkiin olmasi ise tiimoral yerlesim, derinlik, metastatik lenf
nodlar1, peritoneal metastatik tutulum, uzak organ metastazlarina baglidir. Yeni
cerrahi teknikler sayesinde bdlgesel lenf nodlar1 dahil primer tiimoérden etkilenen
organlar embriyolojik planlar hizasinda ¢ikarilmaktadir. Tedavide cerrahi 6n planda
olmakla beraber adjuvan veya neoadjuvan sistemik kemoterapi, intraperitoneal
kemoterapi, radyoterapi ve molekiiler hedefli ajanlar da hastanin klinik
ozelliklerine gore uygun olan sekillerde kullanilir.

Peritoneal metastazlar, ilk tan1 esnasinda KRK hastalarinin yaklasik %5-10"unda
mevcuttur. Bu metastatik implantlar ilk tan1 esnasinda mevcut(senkron) olabilecegi
gibi kiiratif amagli yapilan operasyondan sonraki takiplerde(metakron) de ortaya
cikabilir. Cerrahi sonrasinda niikseden hastalarin  %20-50’sinde metakron
peritoneal hastalik ortaya ¢ikmaktadir.

Peritoneal yiizey, kolon kanserinde en sik {i¢iincii, rektal kanserde en sik dordiincii
metastaz bolgesidir. Peritoneal metastazlar diger metastaz bolgelerine kiyasla daha

kot sagkalim  ile  iliskilendirilmistir(4—6).  Literatiirde  obstriiksiyon,



perforasyon(spontan veya iatrojenik), pT4 tiimor, pT3 miisindz veya tash yiiziik
hiicreli kanser, intraoperatif sitoloji pozitifligi, peritona yapisik tiimor, ovaryan
metastaz veya lateral cerrahi siir pozitifligi olan hastalarin cerrahi sonrasi
peritoneal metastaz gelisme hususunda yiiksek risk tasidigi bildirilmektedir. Ancak
Honoré ve ark.’larinin 2013’te yayinladigi sistematik analizde peritoneal
karsinomatozis gelisme riski sadece sitoloji, timdr iligkili perforasyon, ovaryan
metastaz, cerrahi sirasindaki goriilen (tamamen rezeke edilse de) peritoneal implant
varligiyla iliskilendirilmistir (7—11).

Amerika Birlesik Kanser Komitesi(American Joint Commitee on Cancer/AJCC)
‘nin yayinladigi Kanser Evreleme Kilavuzu’nda peritoneal metastatik hastalik uzak
metastaz olarak(pM1c) kabul edilmektedir(12). Onceki yillarda peritoneal
metastatik hastalikta kiiratif bir cerrahi 6nerilmezken yayinlanan giincel yonergeler
ileri derecede deneyimli merkezlerde kisitli peritoneal metastazi olan hastalar i¢in
sitorediiktif cerrahi ve hipertermik intraperitoneal kemoterapinin(HIPEC)
kullanilabilecegini ifade etmektedir(13). Buna ragmen peritoneal hastalikta sadece
sistemik kemoterapiyle ortalama 12 aylik bir sagkalim bildirilmektedir(14). Uygun
hastalarda yapilan sitorediiktif cerrahi ve HIPEC sonrasinda bildirilen 5 yillik
sagkalim oranlar1 ise %23.4 — 52 arasinda degismektedir(15).

Hyaliironik asit(HA), insan viicudunda bilhassa bag doku olmak iizere ¢esitli
dokularda yaygin olarak bulunan bir glikozaminoglikan bilesiktir. Yara iyilesmesi,
hiicre gogii ve inflamasyonda 6nemli rol oynar(16). HA’nin insan viicudunda
sentez-yikim dongiisii son derece hizlidir(17). In vivo ortamda normal zincir
formunun yar1 dmriiniin ¢ok kisa olmasi sebebiyle tibbi kullanimda c¢apraz bag
olusturulmus formu kullanilmaktadir(CBHA). CBHA hidrojelleri okiiler cerrahide
hacim koruyucu, osteoartritte intraartikiiler, estetik girisimlerde dolgu maddesi
olarak, jinekolojide intrauterin adhezyonlarin engellenmesinde ve abdominal
cerrahide peritoneal adhezyonlarin olusumunun engellenmesinde kullanilmaktadir.
Ayrica yapilan ¢aligmalar over ve mide tlimorlerinin peritoneal implantasyonunun
engellenmesinde(18,19) ve ¢esitli kemoterapdtik ajanlarin  hedef dokuya

tasinmasinda bir platform olarak gelecek vaadeden sonuglar bildirmektedir(20-23).



Arastirmanin Amaci

Bu arastirmada CBHA hidrojelinin insan kolon kanser hiicrelerinin migrasyonu ve
invazyonuna etkisinin in vitro, hiicrelerin peritoneal implantasyona etkisinin fare
modelinde in vivo incelenmesi amag¢lanmaktadir.

In vitro kissmda CBHA hidrojelinin insan kolon kanseri hiicrelerinin migrasyon ve
invazyon yetisine etkisi dlctilecektir. Eger bu fonksiyonlar1 engelliyorsa etkinin
gorildiigii CBHA konsantrasyonunun 6grenilmesi planlanmistir.

In vivo kissmda CBHA hidrojelinin fare modelinde peritoneal implantlarin
olusumuna etkisi degerlendirilecektir. Gruplar arasinda peritoneal implantlar
toplam kiitle ve say1 olarak karsilastirilacak ve CBHA uygulamasinin tiimoriin
implantasyonunu engelleyip engellemedigi, engelliyor veya azaltiyorsa bunun

orani belirlenecektir.

Arastirma Hipotezi

CBHA hidrojeli insan kolon kanser hiicrelerinin in vitro invazyon ve migrasyon

fonksiyonlarim, in vivo peritoneal implantasyon fonksiyonunu engeller mi?



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolorektal Kanserler

2.1.1. insidans ve Tarama Stratejileri

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayinlanan GLOBOCAN veritabanindan edinilen
bilgilere gore kolorektal kanserler erkeklerde iiclincli ve kadinlarda ikinci en sik
goriilen kanser tipidir.

Tirkiye’de 2020 yilinda toplam 21191 yeni kolorektal kanser vakasi gorildiigi
bildirilmistir. Bu da yeni tan1 kanser vakalarinin %9.1’ine tekabiil etmektedir.
Kanser sebepli oliimlerde ise 10723 kisi(%8.4) ile mide kanserinin ardindan en
Oliimciil 3. kanserdir(24).

Kolorektal kanser olgularinin ¢ogunda kanser6z lezyon adenomatodz poliplerden
baslayan ve kabaca 10 wyillik bir siiregte basamakli bir  transformasyon
gecirmektedir. Kolon ve rektum liimeni nispeten kolay erisilebilir oldugundan bu
zaman araliginda erken teshis miimkiin olabilmektedir. Bu sebeple bir ¢ok iilke ve
organizasyon orta riskli niifusta 50 yas iistiine rutin tarama Onermektedir(25).
Amerikan Kanser Toplulugu (ACS), 45 yasinda kolorektal kanser taramasina
baslamay1 “nitelikli” vasifta Onerirken, 50 yas lstiine ise en kuvvetli Oneri
diizeyinde tavsiye etmektedir(26). Bu oneri kuvveti farkliligi 45-50 yas arasinda
taramay1 destekleyen kanitlarin yeterince olgunlagsmamasi olarak bildirilmektedir.
Tiirkiye ‘de T.C Saghk Bakanligit Halk Sagligi Genel Midiirliigli tarafindan
yayinlanan Kolorektal Kanser Tarama Programi Ulusal Standartlari’nda 50 yas {istii
orta riskli bireylere iki yilda bir fekal immiinhistokimya testi (FIT) ve on yilda bir
kolonoskopi yapilmast hedeflenmektedir. Birinci derece akrabalarinda kolorektal
kanser, adenomatoz polip, tlseratif kolit, Crohn hastaligi, kalitsal polipozis olan
yiiksek riskli bireylerde ise tarama yas1 40’tan baslamaktadir(27). Yine bu program
dahilinde en son iki testi negatif olan 70 yasindaki bireylerde tarama programi
sonlandirilmaktadir. Literatiirde kolonoskopi, sigmoidoskopi ve FIT 1in sekizinci
dekatin ortalarina kadar maliyet etkin oldugu savunulmaktadir(28). Ancak
hastalarin 75 yasindan daha yashi olmasmin, kronik hastaliklar hesaba
katilmadiginda bile kolonoskopi iliskili komplikasyon riskini arttiran bagimsiz bir

degisken oldugu bildirilmistir(29).



2.1.2 Risk Faktorleri

Cevresel ve genetik faktorler KRK riskini arttirmaktadir(30-34). Genetik faktorler
mevcut olduklari kisilerde riski bariz bigimde arttirsa da KRKlarin ¢ogu sporadik
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

KRK insidanst 50 yasindan sonra hizla artmakta olup vakalarin %90’1 50 yas
istiinde goriilmektedir(2,35). Tarama stratejileri bu mantik {izerine oturtulmaktadir.
Ailesel Adenomatdz Polipozis ve Lynch Sendromu iliskili olgular, KRK’larin
yaklasik %5’ine tekabiil etmektedir ve bu hastalarin %80-90’1nda 45 yas 6ncesi en
az bir kanser gelismektedir(36,37). Herhangi bir sendromla iligkili olmasa da birinci
derecede yakinlarda KRK 6ykiisii kanser riskini normal toplumun 2 katina ¢ikardigi
gosterilmistir. Bu risk KRK bulunan akraba sayisi arttikca ve tan1 konma yasi
50’nin altindaysa belirgin olarak yiikselmektedir(38,39).

Ulseratif kolit ve kolorektal tiimérler arasindaki iliski uzun siiredir bilinmektedir.
KRK riski inflamasyonun siddeti, kolonun tutulum orani ve hastaligin siiresi ile
dogru orantilidir. Pankolitli hastalarda KRK gelisme riski normal niifusa kiyasla 5
ila 15 kat daha fazla iken sadece sol kolon tutulumu olan kisilerde bu oran 3 katidir.
10 hastalik yilinda kiimiilatif KRK gelisme oram1 %2 olarak bildirilirken, 30
hastalik yilinda bu oran %18’e varmaktadir(40,41).

Bat1 tarzi diyet olarak hayvansal yaglardan zengin ve liften fakir beslenen
niifuslarda kolorektal kanserlerin daha sik gelistigi gézlenmistir. Doymus ve ¢oklu
doymamis yaglar, kirmizi et, iglenmis et liriinlerinden zengin diyet KRK riskini
arttirsa da bu artisin karsilastirilan niifuslarda istikrarli olmamasi kisilerin genetik
altyapisti ile iligkili oldugunu diistindiirmektedir(34,42). Obezite ve diyabetin hem
KRK riskini hem de KRK iligkili 6liim riskini arttirdigi gosterilmistir(31-33).
Sigara ve KRK iliskisinin incelendigi tiim c¢alismalarda sigara i¢cenlerde kolonik
polip insidansi, KRK ve KRK iligkili 6liim riskinin artti1 bildirilmektedir(30).
Ureterosigmoidostomi ~ yapilan  hastalarda(43), pelvik radyoterapi alan
hastalarda(44) ve akromegali hastalarinda da(45) KRK riskinin arttig
bildirilmektedir.



2.1.3. Patogenez

Genetik Yolaklar: Kolorektal kanserin basamakli bigimde malign transformasyonu

ayni zamanda bu kanserin olusumunda rol oynayan genetik ve molekiiler
mekanizmalarin daha kolay ortaya ¢ikarilmasini saglamistir. Genetik mutasyonlar
onkogenleri aktive ederek veya tiimor supresor genleri deaktive ederek hiicreleri
kanserlesmeye yatkin hale getirmektedir. Bu mutasyonlarin birikimi ayni anda
devam edebilen ii¢ yolakta toplanabilir(46):

- Heterozigotisite Kaybi: Bir kromozomun bir kisminin kaybi ile ortaya
cikmaktadir. KRKlarin yaklasik %80’inin bu yolak {izerinden olustugu tahmin
edilmektedir.

- Mikrosatellit Instabilite: DNA replikasyonu sirasinda olusan mismatch hatalarinin
onariminda sorun olusmasi ile ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir. Bu mekanizma, ilk
olarak Lynch Sendromu’nda tanimlanmis ancak daha sonra kendiliginden gelisen
cogu tiimdrde de tespit edilmistir.

-CpG Adacik Metilasyonu: Bu yolakta genlerin mutasyonu yerine farkli metilasyon
alanlar1 ile inaktive olmasi s6z konusudur.

Polipler: Giiniimiizde kolorektal karsinomlarin biiyiikk ¢ogunlugunun adenomatdz
karakterdeki poliplerden gelistigi kabul edilmektedir(47). Polip histolojik tipten
bagimsiz olarak limenden kabarik her hangi bir yapi olarak tanimlanmaktadir.
Kolorektal polipler neoplastik, hiperplastik, hamartomatdz veya inflamatuvar
olarak siniflandirilabilir:

-Neoplastik: 50 yas iistii toplumda yaygindir. Malign dejenerasyon riski polibin
boyutu ve tipi ile iligkilidir. Tiibiiler adenomlar vakalarin yaklasik %5’inde kanserle
iligkilendirilirken vill6z adenomlarda bu oran vakalarin yaklasik yarisina tekabiil
etmektedir. Ayn1 sekilde subsantimetrik poliplerde invazif karsinom nadir olup
boyut genisledik¢e hizla artmaktadir(48).

Toplumdaki tarama stratejileri bu karakteristik 6zellikler iizerine bina edilmistir.
Bilhassa sapli polipler saptandiginda kolonoskopik olarak ¢ikarilmaya miisaittir.
Sapsiz yani sesil polipler i¢in ise s1vi enjekte ederek zeminden kabartma(saline lift),
parcalayarak snare ile eksizyon ve endoskopik mukozal rezeksiyon(EMR) gibi ileri
teknikler gerekebilir. Rektal sesil polipler i¢in ise cerrahi tercih edilebilir. Sesil

polipler eksize edilirken daha sonraki takibi veya cerrahiyi yonlendirmek agisindan



eksizyon alanina tatuaj(¢ekum hari¢) yapilabilir. Giincel yonergelerde biitiin
poliplerde, eger polibin tamami c¢ikarilamadiysa veya olumsuz histopatolojik
Ozelliklere sahipse(submukozal 1 mm’den derin invazyon, polipektomi sinir
pozitifligi, kotii diferansiyasyon, tiimor tomurcuklanmasi veya lenfovaskiiler
invazyon) cerrahi girisimlerin planlanmasi 6nerilmektedir(48).

-Hiperplastik: Genel niifusta kolon mukozasinda son derece yaygin olarak tespit
edilir. Boyutlar1 5 mm’den kiigiiktiir ve displazi goriilmediginden premalign olarak
degerlendirilmez. Ancak adenomatéz poliplerden kolonoskopik olarak ayrimi
yapilamadigindan siklikla polipektomi yapilir. Iki santimden biiyiik hiperplastik
poliplerde ise malign dejenerasyon ihtimali vardir(47).

-Hamartamatéz(Juvenil): Cogu tipi ¢ocukluk caginda goriiliir ancak her yasta
ortaya cikabilir. Kanama, intussepsiyon veya obstriiksiyon olusturabilir. Ayni
sekilde adenomatdz poliplerden ayrimi yapilamadigindan polipektomi gereklidir.
Ailesel juvenil polipozis ve Peutz-Jeghers sendromu, Cronkite-Canada sendromu,
Cowden Sendromunda goriilen polipler bu tiptendir.

-Inflamatuvar(Psddopolipler): Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda, amibik,
iskemik ve sistozomal kolit zemininde goriiliir. Malign olmasa da adenomatdz
poliplere benzediginden polipektomi gerekir(48).

Kalitsal Kolorektal Karsinomlar: Kolorektal kanserlerin ¢cogunlugu sporadiktir.

Kalitsal kolorektal kanser sendromlar ise incelendiginde 6zellikle kolonda malign
sireglerin anlagilmasi i¢in 6nemli bilgiler saglamasi acisindan her iki tiir igin
onemlidir. Kalitsal kolorektal kanserlerin patofizyolojisinde yer alan biitiin genetik
siirecler sporadik tipte de mevcut bulunmustur(36,37).

-Ailesel Adenomat6z Polipozis: KRK’larin %1°ini olusturur. Hastalarda genellikle
puberteden hemen sonra biitiin kolon yiizeyinde yiizlerce adenomatdz polip gelisir.
Tan1 aninda hastalarin %80’inden fazlasinda kolonik polip mevcutur ve bu
hastalarin %75’inde polip sayis1 50’yi agsmaktadir. Hastalarin 5. dekata kadar kanser
gelisme riski %100°diir. Tanist bilinen kisilerin akrabalarinda 10-15 yasindan
itibaren sigmoidoskopi ile takibi yapilir. Gastrointestinal sistemin tamaminda polip

olusumu goriilebilir(49,50).



-Ateniie Ailesel Adenomatdz Polipozis: Hastaligin daha hafif seyreden bilinen bir
varyantidir. Klasik varyanta kiyasla daha gec yasta, daha az ve agirlikli olarak sag
kolona yerlesen polipler olusur.

-Lynch Sendromu(Herediter nonpolipozis kolon kanseri): KRK’larin %1-3’iinii
olusturur. Otozomal dominant gegisli mismatch tamirindeki hatalar sonucunda
meydana gelir. Dordiincii dekatta baslangic gosterir ve etkilenen kisilerin %70’inde
kanser  gelismektedir. ~ Viicudun  diger  alanlarindaki  malignitelerle
iliskilendirilmistir. Aile dykiisii olan risk altindaki kisilerin taranmasi ve takibi i¢in
ailedeki hastalifin en erken ¢ikma yasindan 10 yil 6ncesinde yillik kolonoskopi
tavsiye edilmektedir. Ayn1 sekilde hastaliktan etkilenen, dogurganligini
tamamlamig kadinlarda profilaktik histerektomi ve bilateral salpingo-ooferektomi
onerilmektedir(49).

-Ailesel Non-Sendromik Kolorektal Kanser: KRK’larin %10-15’ine tekabiil
etmektedir. Ailedeki hasta kisi sayisi arttikca kanser gelisme riski %35°e kadar
artmaktadir. 40 yasinda baslayip her 5 yilda bir tarama kolonoskopisi
onerilmektedir(37).

2.1.4. Metastaz Yollari

Kolon ve rektum kanserleri biiyiik cogunlukla mukozadan ortaya cikar, bagirsak
duvarin1 sonra komsu dokular1 ve diger organlari tutar. Bu biiyliime ve direkt
yayilim sonucunda hem kolonda hem de komsu iireterlerde obstriiksiyon
gozlenebilir. KRK’larin en sik yayildigi yol lenfatik yolaklardir(51).

Lenfatik yol: Bolgesel lenf nodlar1 kolorektal karsinomlar i¢in en sik goriilen
yayilma yoludur. Genellikle uzak metastaz veya peritoneal karsinomatozdan 6nce
goriiliir. Timor boyutu, kotii diferansiyasyon, lenfovaskiiler invazyon ve bilhassa
invazyon derinligi arttikga nodal tutulum olma ihtimali de artar. Epitel doku
icerisinde in situ yerlesimli karsinomlarin(Tis) lenf nodu tutulumu olmadigi
varsayllmaktadir. Lenf nodlarindaki metastazlarin sayis1 arttikca sagkalim
azalmaktadir. Lenfatik yayilim iligkili kolon segmentinin venlerinin akisini takip
eder. Rektumda ise proksimal kisim superior rektal venler yoluyla inferior
mezenterik vene drene olurken, distal rektumda orta rektal damarlar1 takip eder.

Internal iliak venlerle iliskili lenf nodlarina yayilim nadirdir(52).



Hematojen yol: Kolorektal kanserlerde en sik hematojen yayilim yeri karacigerdir.

Portal venoz sistem tiimoral hiicreleri tagir ve karaciger siniizoidlerinde metastatik
yapilar olusur. Yine lenfatik metastazlarda oldugu gibi ihtimal tiimor boyutu ve
evresinin artmasiyla artig gosterir. Bir diger uzak metastaz bolgesi akcigerler olsa
da tek basina tutulumu nadirdir(53).

Direkt yayilim: Tiimoriin ¢evre dokuyu direkt infiltrasyonu ile goriiliir. Ayrica

serozayr agmis timorlerde tlimoriin i¢ basinci, intraabdominal organlar veya
peritonun siirtinme hareketi gibi sebeplerle malign hiicreler periton igerisine
serbest olarak dokiiliip diffiiz peritoneal metastazlar olusturabilir(53). Peritoneal
karsinomatozis olarak adlandirilan bu durum sagkalimi ve prognozu oldukga
kotiilestirmektedir. Ayrica multifokal KRK olan hastalarda tiimoérlerin klonalitesi
lizerine yapilan incelemeler benzer bir mekanizma ile intraliiminal yayilim

olusabileceginin altin1 ¢izmektedir(54).

2.1.5. Evreleme

Kolorektal kanserlerde evreleme tiimoriin invazyon derinligi, nodal tutulum ve
uzak metastazlarin diizeyine gore yapilir(55). Bunun i¢in American Joint
Committee on Cancer (AJCC) ‘m gelistirdigi Timor-Nod-Metastaz (TNM)
evreleme sistemi kullanilir. Evre I hastalik nodal tutulumu olmayan(NO), mukozay1
asmis ve submukoza(T1) veya muskularis propria (T2) tabakasina sinirlanmis
adenokarsinomu tariflemektedir. Evre II hastalik ise nodal tutulum olmadan,
organin duvarini asarak subserozal alan veya peritonla kapli olmayan perikolik ve
perirektal dokuya(T3) veya diger organ/dokulara veya visseral peritona(T4) invaze
adenokarsinomu ifade etmektedir. Evre III hastalikta tlimoér invazyonuna
bakmaksizin nodal tutulum(N1 ve N2) mevcuttur ancak uzak metastaz
bulunmamaktadir. Evre IV hastalikta ise uzak metastaz(M1) s6z konusudur.

Hastaligin evresi 5 yillik sagkalim ile koreledir.

2.1.6. Tedavi
Genel Prensipler: Son yillarda kanser biyolojisi ve patofizyolojisi hakkindaki

bilgilerin ilerlerlemesiyle yeni hedefe yonelik tedaviler gelistirilse de cerrahi,

kolorektal kanser hastalarinin esas tedavisini olusturmaktadir. Cerrahi ise primer



timdr bolgesinden daha santral lenfatiklere dogru siralt ve diizenli bir sekilde
timoral yayillimi savunan Halsted prensiplerine uygun planlanmaktadir. Bu
prensiplerin tam olarak uygunlugu tartisilsa da 6zellikle kolon ve mezenterinin
embriyolojik gelisim planlarindan diseksiyonu ve eksizyonu daha diistik lokal niiks
ve daha iyi sagkalim ile iligkilendirilmistir(56).

Cerrahi: Kolorektal kanserlerde kiiratif cerrahide tiimoriin yerlesik oldugu
kolorektal segmentin, yeterli cerrahi sinirin, iligkili vaskiiler yatak ve lenfatik
dokular1 iceren mezenterin enblok c¢ikarilmas: amaglanmaktadir. Lenfatik
kanalikdiller esas olarak submukoza ve subserozada yer almakta olup kolon duvari
boyunca yaklasik 1 cm’den daha az lenfatik dagilim izlenmektedir. Bu sebeple
kolon kanserlerinde tiimorden 5 cm wuzakliga kadar eksizyon yeterli kabul
edilmektedir(57). Bilhassa neoadjuvan tedavi almis rektal yerlesimli tiimorlerde
distal 2 cm’lik bir cerrahi sinir bile yeterli olabilmektedir. Stiphede kalinan
durumlarda intraoperatif frozen inceleme soru isaretlerini giderebilmektedir.
Kemoterapi: Yeni tant KRK vakalarmin yaklasik %80’inde kiiratif rezeksiyon
yapilmaktadir  ancak  bu  hastalarin  %40’inda  tespit  edilememis
mikrometastazlardan  Otiirii  nilks  hastalik  gelismektedir(58).  Adjuvan
kemoterapinin amaci bu tip yliksek riskli hastalardaki niiks oranini azaltmak ve
genel sagkalimi arttirmaktir. Evre III hastalarda standart olarak adjuvan tedavi
verilmekte olup bu hususta yapilan meta-analizlerden elde edilen veriler bu metodu
desteklemektedir(59,60). Evre II hastalikta ise klinik ve patolojik olarak kotii
prognoz isaretcileri varliginda (koti histolojik diferansiyasyon,
obstriiksiyon/perforasyon ile gelis, lenfovaskiiler invazyon, primer rezeksiyonda
12°den az lenf nodu ¢ikarilmasi ve tiimdr evresinin ileri olmasi) kullanilmasi
onerilmektedir(61).

Biitiin  kanser tiirlerinde yakin zamandaki gelismeler hastalardaki spesifik
molekiiler hedefler ve biyomarkerlara yonelik yeni ajanlarin tedaviye girmesine
Onayak olmustur(62,63).

Radyoterapi: MR goriintiileme veya transrektal endoskopik ultrason ile ¢T3 veya
cT4 olarak yeni tan1 alan biitiin rektal adenokarsinomlarda kemoterapiye ek olarak
veya tek basina radyoterapinin kullanimi1 &nerilmektedir(64). Radyoterapi biiyiik

boyutlu tiimoérlerin  boyutunun  kiiciiltiilmesi veya hastaligin  evresinin
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diistiriilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Biitiin hastalarin radyoterapiye iyi
yanit vermedigi ve hastalarin hem genel sagligimi hem de hayat kalitesini
etkileyebilecek tedavi ile iliskili toksisitenin olusabileceg§i g6z Oniinde
bulundurulmalidir(65).

Ayrica neoadjuvan radyoterapi Ozellikle dar erkek pelvisinde cerrahi zorlugu
arttiracak sekilde cerrahi planlarin kaybolmasina yol acabilen asir1 doku 6demi ve

radyasyon hasarina miiteakip fibrozise sebep olmaktadir(66).

2.2. Periton, Anatomi ve Fizyoloji

Periton, bazal lamina iizerine oturmus basit diiz yiizeyli stratifiye yassi epitel ve
altinda yatan areolar bag dokusundan olusur ve viicuttaki en genis ylizeyli serdz
membrandir. Mezotelyal hiicreler hiicrelerarast baglantilar ile baghdir ve
yiizeylerinde mikrovilluslar mevcuttur(67).

Abdominal boslugu kaplayan kismina parietal periton, bazi1 organlar1 kaplayip
seroza tabakasi olusturan kismina ise visseral periton adi verilir. Bu iki kismin
arasinda kalan erigkinlerde 50-100 mL kayganlastiric1 ser6z sivi igeren bosluk
peritoneal kaviteyi olusturur. Bu siv1 sayesinde herhangi bir noktaya fikse olmayan
batin i¢i organlar ve omentum birbiri lizerinden serbestce hareket edebilmektedir.
Peritoneal s1vi, kapiller ve peritoneal bosluk arasindaki basing farkindan kaynakli
olarak endotelyal hiicrelerin arasindaki yariklar, aquaporin-1 kanallari, kiiciik ve
orta boyutlu kanallardan Starling kuvvetleri ve ultrafiltrasyon mekanizmalartyla
peritoneal bosluga (eriskin insanlarda 0.1 mL/dk) akar(68). Mezotelyal tabakadan
cevredeki hiicreleraras1 alana ve buradan lenfatiklere gecer(69). inflamasyon,
intravaskiiler onkotik basincin diismesi, septik durumlar, lenfatik sistemin
tikanikliklar1 ve malign hadiselerde periton i¢i stvinin hacmi artabilir (assit).
Yogun olarak omentum ve subdiyafragmatik alanlarda yer alan genis agizli lenfatik
stomata da batin i¢i sivinin lenfatik kanallar aracilifiyla anterior mediastene veya
duktus torasikus ’a gegiste rol oynamaktadir.

Periton stvist pH’1 7.5-8.0 arasinda olup bir miktar tamponlama kapasitesi de
mevcuttur. Peritoneal sivinin bu akis dongiisii ve kimyasal karakterinden
yararlanilarak viicuttaki cesitli attk maddeler peritoneal diyaliz yapilarak

uzaklastirilabilir(70).
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Biiyime faktorleri, besin maddeleri, sitokinler, kemokinler ve 16kositler periton
stvist ve kan arasinda devirdaim halindedir. Monositler ve makrofajlar bu
16kositlerin %50-90’ 11 olusturur ve normal durumda peritoneal alandan debris ve
patojenlerin fagosite edilip lenfatik sistem yardimiyla atilmasini saglar(71). Normal
dinlenme sathasinda ve akut inflamasyon durumlarinda sinyalizasyon ile immiin
sistem Ogelerinin periton bosluguna gecisi saglanir.

Periton sivisinda ikinci sirada en ¢ok bulunan hiicreler ise B1 lenfositlerdir.
Ozellikle diisiik antijen aktivitesi ve genis spesifiteye sahip IgM ve IgA nin kaynagi
olan bu lenfositlerin aktivasyon sinyali ile IgM yapimina basladig1 ve sonrasinda

ikincil lenfoid organlara gog ettigi tespit edilmistir(72).

2.2.1. Peritoneal inflamatuvar Yanit

Periton boslugunda hasar sonrasinda veya inflamasyon olusturan hasar veya patojen
iligkili molekiiler paternlerin varligi ile lokal veya yaygin inflamasyon yaniti olusur.
Klasik inflamasyondan sonra 6dem ve fibrojenik eksudanin olusumu goriiliir.
Peritoneal tamir mekanizmalarinda erken donemde hasarli hiicrelerden salinan
inflamatuvar sinyallerle uyanan mezotelyal hiicreler ve inflamatuvar 16kositler rol
oynamaktadir. Ilerleyen sathalarinda anjiyogenez, hiicre gogii ve hiicre dist
matriksin yapiminin diizenlenmesi 6ne ¢ikmaktadir(73). Yaralanma sonrasi
proliferasyon diger epitelyal dokularda oldugu gibi yara uglarindan degil, yaralanan
yiizeyin tamamindan baslar. Bu sekilde fibrin, histamin, monositler, graniilositler,
makrofajlar ve mezotelyal hiicreler i¢eren protein orani yiiksek bir eksuda haline
gelen periton s1visi tamir siirecini yonetir(71). Bu siv1 birkag saat icerisinde daha
yogun hale gelir ve nétrofiller fibrin iplik¢iklerine tutunarak yaralanan alani kaplar.
Makrofajlar fagositik aktivitelerini arttirir, reaktif oksijen radikalleri iiretir ve ek
mezotelyal hiicreleri ve fibroblastlar1 aktive eder. 72 saat icerisinde adhezyonlar
gelisir ve periton yiizeyinin aktif fibrinolitik karakteri bu siireci dengeler.
Mezotelyal hiicreler saik ile mezengimal hiicrelere dontiisebilir ve bu olay takiben
TGF-B bagimli olusan hareketli fibroblastoid hiicreler alfa-SMA upregiilasyonu ile
tip 1 kollajen sentezini saglar. Mezotelyal kdkenli miyofibroblastlarin da dokuda
hiicreleraras1 matriks proteinlerinin birikmesinde ve tamir edilen dokunun

kontraksiyonunda rol oynadig1 gosterilmistir(73,74).
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2.2.2. Peritoneal Karsinomatozis ve inflamatuvar Yamt

Serozay1 asan tiimorlerde peristaltik hareketlerin olusturdugu mekanik travmayla

beraber neoplastik hiicreler spontan olarak periton iizerine dokiiliir. Dokiilen bu

malign hiicre gruplari peritonda tasinir. Taginan bu hiicreler uzak peritona yapisir

ve subperitoneal araliga invaze olur. Bunu takip eden anjiogenez metastatik

bliylimeye olanak saglar(75).
a) Timor hiicrelerinin primer tiimorden dokiilmesi: Timor hiicreleri,
yiiksek interstisyel s1v1 basinct, hiicrelerarasi matriks, artmis ozmotik basing
ve primer neoplastik lezyondaki hiicrelerarasi adhezyonu saglayan e-
kadherin gibi molekiillerin ekspresyonunun azalmasi ile serozaya invaze
olmus kolorektal tiimorlerden peritoneal bosluga dokiiliir(76). Cerrahi
esnasinda da tiimor riptiirii, timor hiicreleri iceren lenfatik kanallarin ve
damarlarin kesilmesi ile peritoneal tohumlanma(seeding) olusabilir.
Peritoneal lavaj sitolojisi kullanarak uzak metastazi olmayan kolorektal
vakalarinda peritoneal serbest tiimor hiicrelerin varligin1 inceleyen
calismalarin sonuglari %2.1-52 arasinda degismektedir(77—79).
b) Tiimor hiicrelerinin intraperitoneal transportu: Timor hiicreleri peritona
dokiildiikten sonra peritondaki diger partikiiller gibi taginirlar. Bu siirecte
epitelyal karakterde olan tiimdr hiicreleri, aktin mikrofilaman sistemlerinin
ciddi bir degisimiyle aktinden zengin membran ¢ikintilari olusturarak goge
ve invazyona yatkin mezenkimal karakterler kazanir. Bu degisim proto-
onkogenler tarafindan biiylime faktorleri, reseptorleri ve aract sinyal
molekiillerinin patolojik ekspresyonu ile tesvik edilir(80).
Transport siirecinin  primer tlimor lokalizasyonu, periton sivisi
hidrodinamigi, nefes alirken diyafragmanin olusturdugu akinti1 kuvveti ve
yercekimine bagli olarak belirli rotalarla gergeklestigi gosterilmistir(51).
Buna bagli olarak peritoneal kavitenin subfrenik alan, omentum minus,
mezenter, diyafram ve parakolik oluklar gibi ¢esitli alanlarinda metastatik
olusumlar daha sik goriilmektedir. Ayni sekilde tiimdriin histolojik alt tipi
de yayilm paternini etkileyebilmektedir. Miisindz karakterdeki

adenokarsinomlarin peritoneal yayilliminin diger tiplerden daha yaygin
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oldugu gosterilmistir(51,81). Cerrahi travma sonrasinda olusan peritoneal
adhezyonlar da peritoneal tasinimi etkileyebilir.

¢) Uzak peritona yapigsma: Serbest KRK hiicrelerinin uzak periton dokusuna
yapismasi transmezotelyal yayilim ve translenfatik metastaz olarak iki ana
stiregcle gergeklesir. Transmezotelyal yayilimda serbest timor hiicreleri
peritonun en i¢ tabakasi olan mezotelyuma direkt olarak yapisir.
Mezotelyum, damarin endotel tabakasina benzer sekilde 16kosit gegisinde
kullanilan adhezyon molekiilleri eksprese eder ve timdr hiicrelerinin
invazyonu esnasinda bu molekiilleri kullandig1 diistintilmektedir(82).
Mezotelyal hiicreler yiizeylerinde immiinoglobin st ailesinden ICAM-
1(intercellular adhesion molecule-1), PECAM-1(platelet-endothelial
adhesion molecule-1) ve VCAM-1(vascular adhesion molecule-1)
molekiillerini eksprese eder(83). Cerrahi travma sebebiyle veya timor
hiicrelerinden salinan pro-inflamatuvar sitokinler adhezyon molekiillerinin
ekspresyonunu arttirir ve mezotelyal hiicrelerin kontraksiyonunu arttirarak
bazal membranin ortaya c¢ikmasina sebep olur(84). Tiimor hiicreleriyle
bazal membranin laminar agmin etkilesimleri B1 integrin alt {initesi
tizerinden yiirimektedir(85).

Bir glikozaminoglikan olan hyaliironik asit, mezotelyal hiicreler tarafindan
salimir ve hiicre etrafina bir manto gibi yerlesir(86). Hyaliironik asit
mezotelyumu enfeksiyonlardan ve lenfositlerin sitotoksik etkilerinden
korur. ikinci olarak hyaliironik asit timér hiicreleri tarafindan eksprese
edilen CD44 etkilesimi ile timdriin mezotelyuma adhezyonunda rol
oynar(73,87). CD44 neoplastik ve normal hiicrelerin yiizeyinde yaygin
olarak eksprese olan bir glikoprotein olup hiicre gocili, homotipik ve
heterotipik hiicre adhezyonunda gore alir.

Translenfatik yayilimda ise serbest tiimor hiicreleri lenfatik stoma
acikliklarindan submezotelyal lenfatik kanallara erisim saglar. Lenfatik
stomalar lenfatik kilcallarin agik uglar1 olup omentum, epiploik apendiksler,
diyafram, falsiform ligaman, Douglas posu ve ince bagirsak mezenterinde
bulunurlar. Ayrica bu kanal agizlar1 immiinkompetan hiicrelerin toplandigi

stit lekesine benzer noktalar(milky spots) halinde 6zellesmis yapilar igerir.
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fleri derecede vaskiiler bir mikrogevre olusturan bu yapilar peritoneal
karsinomatozis gelisiminde tiimor hiicrelerinin erken donemde yasamasini
kolaylastirir. Tam mekanizmalar aydinlatilamamis olsa da ayrica
mezotelyumdan VEGF(Vascular endothelial growth factor) salimimiyla
anjiogenezi uyararak bu alanlarda tiimor gelisimine katkida bulundugu
diistintilmektedir(88).

d) Subperitoneal bosluga invazyon: Yiizeye yapisik tiimor hiicrelerinin
invazyonu i¢in mezotelyal tabakaya penetre olmalar1 gerekmektedir. Bunun
icin mezotelyal kontraksiyon sonrasinda olusan araliklardan veya
mezotelyal tabakanin direkt hasarlanmast kullanilabilir. Mezotelyal
hiicreler tarafindan iiretilen HGF/SF(Hepatocyte growth factor/scatter
factor) mezotelyal hasar onariminda bu hiicrelerin detagmanini, motilitesini
ve proliferasyonunu indiikler. c-MET protoonkogeni tarafindan kodlanan
HGF’nin tirozin kinaz reseptoriine baglanmasi invazif bir biiylime siireci
baslatir(89). Bu mekanizma normalde embriyolojik doku gelisimi ve
organogenezde rol oynarken tiimdr tarafindan invazif ve metastatik
olanaklari arttirmak i¢in kullanilir(90).

Tiimdr hiicreleri tarafindan indiiklenen apopitoz ile mezotelyal katmanin
hasarlanmasi goriilebilir. Jayne ve ark., {i¢ boyutlu in vitro insan periton
dokusu modelini kullanarak KRK hiicre hatlarinin dig mezotelyal tabakaya
hizlica adhere oldugu gdstermistir. Yapisan hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu
invazyon olusturmadan mezotelyal ylizeyde profilerasyon gecirirken, bu
hiicrelerin bir kisminin membran pargalanmasi, sitoplazma kiigiilmesi ve
niikleer fragmentasyon ile karakterize mezotelyal apopitoza sebep oldugu
ve submezotelyal alana invazyon gosterdigi kesfedilmistir(91).
Mezotelyuma penetrasyonu takiben tiimor hiicreleri integrin aracilikli
adhezyon mekanizmalariyla bazal membrana tutunur. Proteazlar yardimiyla
periton ve submezotelyal arteryel kilcal damarlar arasindaki doku olan
periton-kan bariyeri yikilarak invazyona devam edilir. Timor hiicreleri,
mezotelyal hiicreler, ¢evredeki fibroblastlar, inflamatuvar hiicreler ve
makrofajlar hiicrelerarast matriskin 6gelerinin yikimindan sorumlu matriks

metalloproteinaz (MMP) enzimleri salgilar(92). MMP aktivasyonu ve bu
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enzimlerin inhibitorleri olan TIMP(tissue inhibitor metalloproteinase) tipi
enzimlerin etkisi normalde bir denge halinde olup tiimor hiicreleri
tarafindan yikim lehine bozulmaktadir. Cesitli MMP alttiplerinin
diizeylerinin yiikselmesinin KRK hastalarinda daha kotii prognoz ile iliskili
oldugu bildirilmistir(93,94).

e) Proliferasyon: Malign hiicrelerin biiyiime i¢in ihtiya¢ duydugu maddeler
otokrin ve parakrin dongiiler halinde biiyiime faktorleri ve reseptorlerinin
sentezi arttirilarak ve sitirekli bir proliferasyon durumu olusturarak
saglanir(95). Bu siirecte hem EGFR(epidermal growth factor receptor) hem
de IGF-1 (insulin like growth factor-1) rol oynar(96).

EGFR ErbB hiicre yiizey reseptor ailesinde olup EGF ve TGFa gibi ¢esitli
ligantlar tarafindan aktive edilebilir. EGFR tirozin kinaz alanlarinda
otofosforilasyon sonrasi tiimor hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve
sagkalimin diizenleyen transdiiksiyon sinyal kaskad1 baglatilir(97).

IGF-1 ve liganda karsilik gelen transmembran reseptér molekiilii hiicre
biliylime ve gelismesinin diizenlenmesinde rol alir. Varghese ve ark.(96),
karaciger veya peritoneal metastazlar1 olan KRK tiimoérlerinden aldiklart
orneklerde IGF-1’in iiretimi ve ekspresyonunda belirgin artig saptamustir.
Fuchs ve ark.. (98) ise IGF-1"in endojen bir antagonisti olan IGF-Baglayici
Protein-3’lin artmig plazma seviyelerinin birinci sira kemoterapiye artmis

yanit ve kanser ilerlemesine kadar olan siirede uzama ile iliskilendirmistir.

2.2.3. Anjiyogenez

Mevcut olan kan damarlarindan yeni damarlarin olusmasi olarak tanimlanan

anjiyogenez, timor ve metastazlarin biiyiime ve gelismesinde biiyiik 6nem arz

etmektedir. Tiimor hiicreleri oksijen i¢in halihazirdaki damarlar1 ve besin icin

stromal hiicreleri kullanir. Ancak bu hiicreler submezotelyal kapillerlerden 150

mikrondan daha uzakta yerlestiginde oksijen ve besin maddeleri periton-kan

bariyerinden gecememekte ve hipoksi iligkili apopitoza ugramaktadir(99). Bundan

Otliri, timor hiicreleri tarafindan iretilen anjiyogenik faktorler tarafindan

anjiyogenez tetiklenir. HIF-1(hypoxia induced factor-1) ve VEGF bu siirecte

onemli rol oynar(100).
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HIF-1 alfa ve beta alt {nitelerinden olusan ve VEGF dahil anjiyogenezin
indiiksiyonunda gorev alan genlerin transkripsiyonunu aktive eden heterodimerik
bir proteindir. Beta alt tinitesi diizenli olarak eksprese edilirken alfa alt {initesinin
ekspresyonu hiicre igerisindeki oksijen diizeylerinin diismesi ile artar(101).
Varghese ve ark., peritoneal metastazlarda HIF-1o’nin ekspresyonunun arttigini
bildirmistir(96). Greijer ve ark., HIF-1’in normal kolorektal mukoza, adenom ve
karsinomlardaki ekspresyonunu incelemis ve adenom ve karsinomlarda arttigini

gozlemlemistir(102).

2.3 Hyaliironik Asit ve Capraz Bagh Hyaliironik Asit

Polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler gibi makromolekiiller biyopolimerler
olarak isimlendirilir. Hayatin temel taslari olan siiregler bu gruplarin etkilesimi ile
gerceklesir.

Hyaliironik asit yaklasik 80 yil 6nce kesfedilse de fonksiyonlar1 iizerine yapilan
calismalar hala yeni veriler elde etmektedir. Neredeyse biitiin viicut dokularinda
mevcut olan bu madde hiicre aktivitesi, boliinmesi, migrasyonu, kromatin yapisinin

degisimi ve gen aktariminda rol oynamaktadir.

2.3.1. Tarihi

1918 y1linda Levene ve Lopez-Suarez vitroz cisim ve umbilikal kord kanindan yeni
bir polisakkarit izole etmis ve buna “mukoitin-siilfiirik asit” adin1 vermistir(103).
Bu maddenin daha sonra hyallironik asit ve beraberinde siilfath
glikozaminoglikanlardan olustugu 6grenilmistir.

Hyaliironik asidin kesfedildigi yillarda polisakkaritler ve bunlarin organik yasamla
iliskileri bilinmekteydi. Mukustan elde edilen mukopolisakkaritler fazla miktarda
suyu baglayabildikleri i¢in akiskan olmayan, kayganlastirict 6zelliklere sahipti.
1934 yilinda Meyer ve Palmer sigirlarin gozlerinden ytliksek molekiil agirlikli bir
polisakkarit izole etmis ve saydam cam liflerine benzedigi i¢in hyaloid(camsi)’dan
gelen hyaliironik asit adini vermistir. Izole edilen polisakkaritte {ironik asitler ve
amino sekerler ve pentoz oldugu tespit edilmistir(104). Bunlarin artefakt oldugu

daha sonralar1 ortaya ¢ikarilmis olup HA’da siilfat gruplar1 ve pentoz olmadig:
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kanitlanmistir. Ayrica tekrar edebilen disakkarit kalintisinin molekiil agirligi 397
dalton olarak tespit edilmistir.

Sonraki yillarda arastirmacilar gesitli hayvan organlarindan HA izole etmis ve
biitiin omurgali dokularinda yer aldig1 kanisina varilmastir.

1928 yilinda Duran-Reynals tavsan testislerinde buldugu biyolojik olarak aktif
bilesigi siyah miirekkep ile subkiitandz olarak enjekte ettiginde bag dokusunda
miirekkebin yayilisinin son derece hizli oldugunu goézlemlemistir. Bu bilesigin
doku arasindaki biyopolimerleri depolimerize eden bir enzim igerdigi tespit edilmis
olup bu enzime “Duran-Reynals yayilim faktori” ismi verilmistir. Giiniimiizde bu
enzim hyaliironidaz olarak adlandirilmaktadir.

1937 yilinda Kendal grup a ve c streptococcus kapstillerinden hyaliironik asiti izole
etmeyi basarmistir. Giiniimiizde endiistriyel hyaliironik asit {iretiminin en istikrarli
kaynagi bu metota dayali tiretimdir(105).

1951 yilinda Ogston ve Stainer su bazli bir ¢dzeltide HA makromolekiiliiniin yapisi
lizerine yaptiklar1 calismayla bir c¢ok fiziksel Ozelliginin aydinlatilmasim
saglamistir. Bu polisakkaritin derisimi arttiginda viskozite ve akis gradyentlerinin
artt1g1 ve buna birbirine komsu molekiillerin birbiri i¢ine gegmesinin sebep oldugu
kaydedilmistir. Isik sagilmasi deneyleri ise irregiiler sarmal yapisinda oldugunu
gostermistir(106,107).

HA’nin X 1ginlart ile sterilizasyonu denenirken soliisyonun akiskanliginin tamamen
degistigi gézlenmis ve bu etki gamma 1s1nlar1 ve diger iyonizan radyasyon ile de
elde edilmistir. Polisakkarit radyolizi olarak adlandirilan bu silire¢ polimer
degradasyonu ve serbest radikal olusumu ile iligkilidir.

1943 yilinda Gamaleya sahra hastanesinde donmaya bagli yaralari olan askerler igin
“yenilenme faktorii” olarak isimlendirdigi umbilikal kord ekstrakti iceren bandajlar
kullanmistir. Bu tedavinin olumlu etkisinde umbilikal kord yapisinda bulunan
HA’nin pay1 asikardir. 1950’ye gelindiginde Balazs retinal detagman tedavisi i¢in
protez olarak HA kullanmay1 arastirmistir. 70°1i yillarda ise HA postoperatif lens
yapisikliklarinda, ve artritten muzdarip yaris atlarinin eklemlerinde kullanilmaya
baglanmistir.

Bu alanlardan sonra g6z cerrahisinde yaygin olarak yer bulan HA, estetik tipta

enjekte edilebilen iiriinlerde basi ¢ekmistir.
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2.3.2 Yapsi, Sentezi ve Ozellikleri

Polimerlerin davraniglart ve 6zellikleri sadece birincil molekiiliin yapisiyla degil
polimerize olan molekiillerin birbirleriyle etkilesimi ve olusan makromolekiiliin ti¢
boyutlu yapisi ile de belirlenir.

Hyaliironik asit makromolekiilleri, ard1 ardina siralanmis ve kuralli olarak tekrar
eden D-glukronik asit ve N-asetil-D-glukozamin kalintilarindan olusan anyonik
lineer polisakkaritlerdir. Aminoseker D-glukronik aside B-(1-4) glikozit bagi ile,
glukronik asit de aminosekere B-(1-3)-glikozidik bag ile baghdir.

0]
CH
— \( 3 0 OH —
( OH
HO/C"\“CS?O\ @ HO7C3"“~ //C %O%CS ~0 o
okt dannd o-dms
||\|2H v HO/ 6 xp OH
B 0= C7~cH |
GlcNAc GlcA GIcNAc GlcA
(N') (G") (N) @)

Sekil -1: Hyaliironik asit monomeri

Molekiildeki hidrojen atomlarinin yerlesimi nedeniyle bir kismi hidrofobikken
karboksil, hidroksil ve asetamid gruplari hidrofilik 6zellik gosterir. Yapisindaki
polar ve apolar parcalar nedeniyle organik dokudaki yerlesiminde tabaka, zincir,
sarmal, ¢gubuksu, ags1 bir¢ok farkli konfigiirasyon alabilir.

HA makromolekiilleri birbiriyle esas olarak hidrojen baglar ile etkilesir. Sudaki
¢oOzeltisinde polar pargalar ile su molekiilleri arasinda hidrojen baglar1 olusur. Bu
sebepten oOtiirli birbirinden ¢ok farkl: fiziksel ve kimyasal 6zelliklere yol agan ¢ok
sayida konfigilirasyona ulagabilir.

HA makromolekiiler konfiglirasyonunun en 6nemli belirleyicisi katyondur. HA ve
tek valansl iyonlarla tuzlart suda iyi ¢6ziiniir ve diisiik konsantrasyonlarda(%1-4)
bile viskozitesi yiiksek soliisyonlar olusturur. Yiiksek konsantrasyonlarda ise
viskozitesi ¢ok yiiksek psodo-jel olusumu gozlenir.

Iki veya daha fazla valansh katyonlarin HA soliisyonuna eklenmesi sonrasinda
molekiiller aras1 ¢apraz baglar olusur ve su orani yiiksek ve istikrarli jel yapist

gelisir.
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2.3.3 Fonksiyonlar: ve Hiicre Metabolizmasindaki Rolii

HA’nm, farkli molekiiler agirlik fraksiyonlarinda farkli fonksiyonlar gosterdigi
bilinmektedir(108). 400 000 Da ve dtsti agirlikta anjiyogenez(109), hiicre
proliferasyonu(110) , migrasyonunu engeller ve imminsuppresif etki
gostermektedir(111,112). Polimer pargalarinin boyutu 50 000 — 100 000 Da arasina
diisiiriildiiglinde bu baskilayic1 aktivite ortadan kalkar, immiinite, hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu uyarilmaya baslar(108). Orta boyuttaki(25-50
disakkarit uzunlugunda) pargalar immiinostimiilan, gii¢lii anjiogenetik aktivite
gosterir ve inflamatuvar siiregleri hizlandirir(113-115). Kiigiik boyutlu
oligosakkaritler 1si1-sok proteinlerinin ekspresyonunu tetikler ve antiapopitoz
faktorii olarak gorev alir(116). Bu kadar genis bir yelpaze olusturan bu sonuglar
biyopolimer konsantrasyonundaki degisiklikler, safsizlik, farkli hiicre tiplerindeki
HA reseptor ekspresyon farkliliklari gibi durumlarla kismen agiklanabilse de
HA’nin boyut bagimli genis spektrumlu aktivitesi ve HA parcalariin diizenleyici
sistemler i¢in giiglii sinyal molekiilleri olarak kullanildig1 asikardir(108). HA’1n
farkli polimer boyutlarinda rol aldig1 bazi siirecler Tablo-1’de verilmistir.

HA’nin molekiiler agirhigima gore yaptigi farkli gorevler evrimsel bir bakis
acisindan bakildiginda anlam kazanmaktadir. HA’dan zengin glikokaliks’in
hiicreleraras1  ekstraselliler — matriksten daha Once  gelistigi  tahmin
edilmektedir(117). Periselliiler matriksin ilk polimer karbohidrat iiyelerinin sadece
yapisal 6zellik gdsterip muhtemelen bilgi icermemekteydi. Ancak evrimsel siiregler
devam ederken hiicrelerin aldig1 hasarlarla HA polimerleri bozulmaya ve yikima
ugramis ve yikim {iriinleri ortaya ¢ikmis olabilir. Yasayan sistemler bu yikim
triinlerini hiicrelerin hasar almas1 sinyalleri olarak kabul edecek sekilde
evrimlesmis ve bu polimer pargalarin1 hayatta kalma ve yenilenme
mekanizmalarina dahil etmis olabilir. Zira bu erken donem seker pargaciklari
genetik materyal icermese de veri yogunlugu agisindan oldukg¢a zengindir.
Gilinlimiizdeki organik sistemlerde bu molekiiller boyutlarina gore hiicreler ve

proteinler tizerinde oldukga spesifik bolgelerle iliskilendirilmektedir.
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Sakkarit sayis1

Fonksiyon

Biiyiik molekiil boyutlu HA Anjiyogenez inhibisyonu (109)
1000-5000 Immiinsuppresyon(111)
Fagositozun inhibisyonu(118)
HA sentezinin inhibisyonu(119)
HA Pargalart
~1000 Inflamatuvar sitokinlerin indiiksiyonu(120,121)
PAI-1 uyarilmasi(122)
Urokinaz uyarilmas1(122)
10-40 CD44 klivajinin uyarilmasi(113)
Timor hiicre gogiiniin uyarilmasi(113)
8-32 Anjiyogenez stimiilasyonu(123)
Timor neovaskiilarizasyonunun stimiilasyonu(124)
~15 Diiz kas hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi(125)
12 Endotelyal hiicre farklilagmasi (126)
Timor hiicrelerinde PTEN upregiilasyonu(127)
10 Oosit ylizeyinde matriks HA’sinin yer degistirmesi(128)
6 HA kablo olusumunun baskilanmasi(129)
Kondrositlerde NO ve MMP indiiksiyonu (130,131)
Kondrositlerde HAS?2 indiiksiyonu(130)
4-6 Dendritik hiicrelerde sitokin sentezinin uyarilmasi (121,132)
MMP transkripsiyonu(133)
4 Heat Shock Protein 72 ekspresyonunun indiiklenmesi(134)

Apoptozis baskilanmasi(134)

Kemotaksis indiiksiyonu(108)

“Heat shock factor-1” upregiilasyonu(134)

Fas upregiilasyonu(135)

Proteoglikan siilfatlanmasinin baskilanmasi(136)

Tablo 1 . Hyaliironik Asidin Boyutlarina Gore Bazi Fonksiyonlari; HA: Hyaliironik Asit, PAI-1:

Plasminogen Activator Inhibitor-1, PTEN: Phosphatase and Tensin Homolog, NO: Nitrik Oksit,
MMP: Matriks Metalloproteinaz, HAS2: Hyaluronan Sentaz-2

HA ile iligkili reseptor ailesi “hyadherinler” olarak adlandirilir(137,138) ve

omurgali canlilarin bircok dokusunda sitoplazma membrani yiizeyinde, serbest
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olarak ve ekstraselliiler matrikste mevcuttur. Bu reseptorler arasinda bilhassa CD44
ve RHAMM (Receptor for Hyaluronan Mediated Motility) fonksiyonlart ve
davraniglar1 yoniinden ilgi ¢cekmektedir.

CD44, transmembran bir proteindir ve HA i¢in yiiksek afiniteye sahip olsa da
kollajenler ve matriks metalloproteinazlar gibi baska ligandlarla da etkilesim
gosterebilmektedir. CD44 alternatif ugbirlestirmeye (splicing) ugrayarak farkli
alttipler halinde eksprese edilir. Her boyuttaki HA molekiilii CD44 ile etkilesebilir
ve bu etkilesimler sonucu birbirinden son derece farkli metabolik yanitlar

olusabilmektedir(114,139) (Sekil - 2)

Hyaluronidase
HMW HA g’ _
(high molecular weight HA) ‘ Low-molecular weight HA

-
: 4;;""““" M{itﬁ;g
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/. = CM‘ . i -,.35'.1

N L
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IL8, TNF-a HSF-1 Nuclous

Sekil — 2 Hyaliironik asidin farkli molekiil agirliklarinda hiicre membranindan

cekirdege kadar olan sinyalizasyon yolaklar1 (145)

RHAMM (HMMR[Hyaliironan Iligkili Motilite Reseptorii] veya CD168 olarak da
bilinir) hiicre membraninin i¢ yiizeyinde bulunan bir proteindir. TGF-B gibi baska
bir uyaran sonrasinda bilinmeyen bir mekanizma ile hiicre membran dis yiizeyine
taginir ve CD44 ile baglant1 kurarak HA varliginda fokal adhezyonu (140) ve hiicre
motilitesini etkiledigi ve tirozin kinaz yolagini aktive ettigi gosterilmistir. Ayrica

RHAMM’m, MAPK yolagi, c-src ve rho kinaz iizerinden ERK 1,2 aktivasyonunun
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siddetini ve sliresini uzattig1 gosterilmistir(141). Tolg ve ark., RHAMM’1 kodlayan
genin deneysel modellerdeki delesyonunun CD44 varliginda bile ERKI1,2
aktivitesini  hafifletti§i ve dermal fibroblastlarin motilitesini azalttig1
gosterilmistir(142). Yine ayni calismada RHAMM’in bagka bir fonksiyonunun
intraselliiler vezikiillerde tutulan CD44’iin hiicre membranina tasinmasi {izerine

oldugunun da alt1 ¢izilmistir.

2.3.4. Kullanim Alanlar:

Estetik Tip: HA kozmetik biliminin dikkatini 6nce agirliginin kat kat iistiinde su
tutabilmesiyle toplamis ve nemlendirici maske gibi uygulamalarda kendine yer
bulmustur. Son yilizyilda ¢apraz bag ile kimyasal olarak stabilize edilmis HA
intradermal dolgu ve cesitli bagska biyoaktif kimyasallarin teslim mekanizmasi

olarak kullanilmaya baslanmistir.

Artroloji: Kondrositlerin glukozamin sentezi yetisinin azalmasi osteoartrit
gelisiminde ana faktorlerden biridir. Osteoartritli hastalarin sinoviyal sivisinda HA
sentezi ve konstantrasyonu saglikli bireylere gore 2-3 kat daha azdir. Bu sebeple
kikirdak yiizeylerin siirtiinmesi ve hasarlanmas1 artmaktadir. Bu sebeple sentez i¢in
gerekli prekursorler olan glukozamin ve kondroitin siilfatin oral veya subkiitan
yolla verilmesi tedavide kullanilir. Bir diger yaklagim da yiiksek molekiil agirlikli
HA’nin direkt intraartikiiler enjeksiyonudur. HA uygulamasinin sinoviyal sivinin
ozelliklerini geri kazanmasini, inflamasyonun azaltilmasini, anabolik/katabolik
stireclerin ~ anaboli  lehine tetiklenmesini  sagladigin1  gdsteren  veriler
mevcuttur(136,143,144).

Oftalmoloji: Goz kiiresinin irrigasyonunda, korneal kurulukta yiizeysel olarak veya
katarakt cerrahisi sirasinda on kamaraya enjeksiyon ile HA igeren bilesikler
oftalmolojide yaygin olarak kullanilmaktadir.

Onkoloji: HA’in klinik olarak malign siireglerde kullanimi arastirilmaktadir.
Yiiksek molekiil agirlikli HA’nin tiimor hiicrelerinin membran reseptorlerine
baglanarak hiicre gocli ve metastazini azalttigi gosterilmistir(18,19,141,142).
Ayrica yiiksek molekiil agirlikli HA, invazyon i¢in gerekli olan CDA44
Klivajini(87,113-115,139,140) ve invazyon sonrasinda proliferasyon icin gerekli
olan anjiyogenezisi (124,145) de inhibe etmektedir. Ancak bu etkilerin biiyiik
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molekiil agirliginda gegerli oldugu ve hem doku hem de tiimdr hiicreleri tarafindan
saliman hyallironidaz enziminin bu etkileri azaltabilecegi veya kiigiik molekiil
agirlikli HA olusturarak tersine gevirebilecegi akilda tutulmalidir (Bkz Tablo-1).

Yakin tarihli ¢alismalar CBHA hidrojelinin 6zellikle kemoterapdtik ajanlar igin bir
ila¢ teslim mekanizmasi olarak kullanilabilecegini gostermistir. Hem HA spesifik
reseptorleri overeksprese eden timor tiplerinde(146,147), hem antitiimor ilaglarin
nanojel formiilasyonu ile kaplanarak hedef doku konsantrasyonunun arttirilip
verilen toplam dozun azaltilmasinda(148,149), hem de ilag¢ direncini azaltacak ek
ajanlarin kemoterapoétiklerle beraber taginmasinda(150-152) kullanilabilecegi

bildirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma oncesinde hem Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu(15.06.2020 tarihli 128 no’lu karar) hem de Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu(08.07.2020 tarih 487 no’lu karar) onay1
almmigtir. Ayrica calismada kullanilan malzemelerin bir kismi Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi(BAP) yardimiyla temin edilmistir(TTU-
2021-5548).

3.1.Kullanilan Cihazlar, Model ve Numaralar

Santrifiij cihazi — Niive NF 400 Masaiistii Santrifiij Cihazi, NUVE Sanayi
Malzemeleri Imalat ve Tic A.S., Ankara/Tiirkiye

CO; Inkiibator — Heracell 150 CO, Inkiibator, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts/A.B.D.

Invert Mikroskop — Olympus CKX41 Invert Mikroskop, Olympus Corporation,
Tokyo/Japonya

Biyogiivenlik Kabini — Esco Airstream® Class II Biyogiivenlik Kabini, Esco Life
Sciences, Singapur/Singapur

Su Banyosu — Memmert WNB10 Su Banyosu, Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach/Almanya

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Hiicre kiiltiir flasklar1 T25 ve T75, Filtre kapakli — ISOLAB GmbH / Almanya
Serolojik pipet 5 mL — SPL Life Sciences, Gyeonggi / Giiney Kore

Serolojik pipet 10 mL — SPL Life Sciences, Gyeonggi / Giiney Kore

Serolojik pipet 50 mL — SPL Life Sciences, Gyeonggi / Giiney Kore

15 mL steril falkon tiipler - SPL Life Sciences, Gyeonggi / Giiney Kore

50 mL steril falkon tiipler - SPL Life Sciences, Gyeonggi / Giiney Kore

8 mikrometre porlu polikarbonat 24 mm Transwell ® membran plakas1 — Corning

Incorporated, New York / ABD
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3.3. Kullanilan Kimyasallar, Enzimler ve Stok Kodlar1

Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM) (4.5 g/l glikozlu) — B101-055-1A —
Biological Industries, Beit-Haemek/Israil

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline(PBS), without Calcium and Magnesium,
500 mL — BI102-023-1A - Biological Industries, Beit-Haemek/israil

Foetal Bovine Serum (FBS) S. American Grade — Bl104-007-1A - Biological
Industries, Beit-Haemek / Israil

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu(PS) — BI03-031-1B - Biological Industries, Beit-
Haemek / Israil

Tripsin EDTA Soliisyonu C(%0.05), EDTA (%0.02) — BI03-053-1B - Biological
Industries, Beit-Haemek / Israil

Capraz Bagli Hyaliironik Asit Jeli — BioRegen Biomedical (Changzhou) Co.,Ltd.,
Jiangsu, Cin Halk Cumhuriyeti

MaxGel™ Hiicredis1 Matriks Jeli — E0282-1ML - Sigma-Aldrich, Missouri /
A.B.D.

Paraformaldehyde, CAS 30525-89-4 - Merck KGaA, Darmstadt / Almanya
Giemsa soliisyonu — WPSGGS — Net Kimyasal Boyalar1 Uretimi Sanayi Tic. Ltd.
Sti. - Ankara / Tiirkiye

3.4. Denekler
6 haftalik 18 adet Balb/c kobay fare (9 disi, 9 erkek) Kobay D.H.L. A.S.’den
(Ankara, Tiirkiye) temin edildi.

3.5. Hiicre Hatti

T.C. Sap Enstitiisii Miidiirliigii biinyesinde bulunan Hiicre Bankas1 ve HUKUK
Laboratuvar’ndan “HT29 / Anl” adli grade II insan kolon adenokarsinomu
hiicreleri kriyovial igerisinde kuru buz transportunda temin edildi. Hiicre kiiltiirii ile

ilgili islemler icin HUKUK tarafindan hiicrelerle beraber verilen yonergeler takip
edildi.
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3.6. Yontem

3.6.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Kiiltiir Vasati: Biyogiivenlik kabini i¢erisinde hazir temin edilen 500 mL DMEM
icerisine 10 mL FBS soliisyonu ve 1 mL PS soliisyonu eklenerek rutin kullanilan
kiiltiir vasati hazirland.

Paraformaldehit Cozeltisi: 4 gr toz %4 derisim olacak sekilde PFA 100 mL PBS
igerisine eklendi. Biyogiivenlik kabininde, ¢ozelti karistirilarak ~+70°C ’ye 1sitildi.

PFA soliisyonu sogutuldu, filtrelendi ve alikotlanarak -20 °C ‘de saklandi.

3.6.2. HT-29 Hiicre Hattinmin Revivifiye Edilmesi

Kriyoprezerve halde bulunan HT-29 kriyoviali 37 °C su banyosuna koyuldu ve 1
dakika boyunca igerisinde az miktarda buz kalana kadar nazik¢e dondiiriilerek
¢oziildii. D151%70 alkol ile silinerek biyogiivenlik kabinine alindi. Igerisinde
onceden 37 °C ‘ye 1sitilmus kiiltiir vasati bulunan santrifiij tiipiine aktarildi. 200 g’de
10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Pipetajdan sonra hiicre sayimi
yapildi ve igerisinde kiiltiir vasati1 bulunan T75 flaska ekildi ve 37 C’de %5 CO2

ortamda inkiibasyona alind1.

3.6.3. HT-29 Hiicre Hattinin Rutin Pasaji

Giinlik kontrol edilen besiyerlerinde pasaj zamanlamasi kiiltiir ortami %90
konfluense ulasmaya yakin veya pH degisimi oldugunda hiicreler logaritmik fazdan
ctkmadan hiicre hattinin dzelliklerine uygun usiilde gergeklestirildi. Oncelikle
kiiltiir sisesinden kiiltiir vasat1 uzaklastirildi ve PBS kullanilarak kiiltiir flaskinin
yiizeyi adhere hiicreler bozulmayacak sekilde nazikg¢e yikandi ve ardindan yikama
soliisyonu uzaklastirildi. Daha 6nceden 1sitilmis Tripsin-EDTA soliisyonu T75
flask i¢in 4 mL olacak sekilde eklendi. 5 dakika boyunca flask inkiibe edildi ve
mikroskop altinda tam detagman oldugu teyit edildi. Detagmanin ger¢eklesmedigi
goriildiigli durumlarda 2 dakika daha inkiibasyona devam edildi. 8 mL kiiltiir vasati
eklenerek tripsin inhibe edildi. Hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe alindi ve 5 dakika
boyunca 200 g’de santrifiij edildi. Santrifiijii takiben siipernatant uzaklastirildi ve

hiicre pelleti kiiltiir vasatiyla tekrar siispanse edildi.
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Hiicreler sayildi ve gerekli hiicre miktarma gore 1:3 veya 1:10 seyreltme ile i¢ine
onceden kiiltiir vasati konulmus yeni flasklara alind1 ve flasklar inkiibatdre yeniden

yerlestirildi.

3.6.4. Hiicre Migrasyon ve Invazyon Deneyi

HT-29 hiicre hattindan elde edilen hiicrelerin farkli konsantrasyondaki CBHA
cOzeltilerinde  migrasyonunun  Olglilmesi i¢in  ilk olarak  Boyden’in
tanimladigi(153); Pijuan ve ark’in tarif ettigi metodolojiye uygun olarak(154)
asagida tarif edilen sekilde yapildi.

Kiiltiirden alinan ve tripsinize edilen 5x10° hiicre iki farkli konsantrasyonlardaki
(mL basina 500 ve 1000 pg) CBHA jel igeren ve FBS icermeyen DMEM ortaminda
tekrar suspanse edildi. Bu ¢6zeltiden imalat¢1 firmanin belirledigi hacimde 1,5 mL
soliisyon Transwell plakanin iist odacigina konuldu ve alt odacigina kemoatraktant
olarak %10 FBS iceren DMEM ¢ozeltisi konuldu. Migrasyon i¢in 24 saat 37 °C %5
CO: ortaminda inkiibe edildikten sonra alt ve iist kuyucuklardaki ¢ozelti aspire
edildi. Bunu takiben %4 PFA ¢6zeltisi hem alt hem de iist kuyucuga eklendi ve 15
dk siireyle oda sicakliginda bekletilerek hiicrelerin fiksasyonu saglandi. Plakalarin
hem alt hem de iist kisimlar1 nazik¢e PBS ile 2’ser defa yikandi ve plakalar yerlerine
yerlestirildi. Plakalarin Giemsa boya ile muamelesinden sonra PBS yikamasi
tekrarland1 ve mikroskop altinda 6nce goriinen biitiin hiicreler hem de pamuklu
cubuk ile plakalarin {istii temizlendikten sonra migrate olan hiicreler fotograflari
cekilerek sayildi. Her plakadan plaka basima 6 adet alandan goriintii alindi ve
manuel sayim yapilarak plakalarin ortalamas:t alindi ve gruplar arasinda
karsilastirildi.

Hiicre invazyon deneyinde ise migrasyon deneyi i¢in kullanilan metodolojinin
aynis1t uygulandi. Ancak yukarida bahsedilen deney fazindan 6nce Transwell
plakalar1 sogutuldu ve membranlarina FBS icermeyen DMEM ile +4 °C ortamda
1:3 oraninda kanstirilarak hazirlanan MaxGel™ ekstraselliiler matriks jeli
soliisyonu ile muamele edildi ve 2 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilerek jel

formunun olusmasi saglandi.
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3.6.5. Peritoneal iImplantasyon Deneyi

Peritoneal implantasyon i¢in Okazaki ve ark.’in intraperitoneal xenograft tiimor
metodu esas alindi (155). Kiiltiir ortaminda logaritmik biliylime fazindaki hiicreler
tripsinize edildi ve sayildi. Sayma laminda metilen mavisi de eklenerek hiicrelerin
viabilitesinin %90 {tstliinde oldugu goriildii. Mililitre bagina en az 5x10° hiicre
enjektorlere alindi ve 21G enjektor ucu takilarak, uygun saha temizligini takiben ve
fareler 30 derece bas asag1 tutularak, her fareye 200 uL intraperitoneal yolla enjekte
edildi. 2 saat beklendikten sonra deney grubundaki farelere her fareye 200 uL PBS
icerisinde ¢oziilmiis olarak 200 ng CBHA hidrojel intraperitoneal olarak enjekte
edildi. Aralarinda 7 giin olacak sekilde toplam 4 defa daha deney grubunda CBHA
enjeksiyonu yinelendi. 5. haftada fareler tartildi ve mevzuata uygun olarak
intraperitoneal ketamin verilmesini takiben servikal dislokasyon uygulanarak
Otanazi gerceklestirildi. Laparotomi yapildi ve 4x binokiiler 11kl lens altinda biitiin
peritoneal alanlar degerlendirildi, ve implantlarin yeri not edilerek c¢ikarildu.
Diyafragma agild1 ve plevra da ayni sekilde degerlendirildi. Akciger ve karaciger
cikarildi ve dilimlenerek makroskopik metastaz acisindan degerlendirildi.
Implantlar hassas terazide tartild1 ve parafin fiksasyon igin patoloji laboratuvarina

aktarildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Migrasyon Deneyi

Transwell® plaka ile yapilan migrasyon deneyinde 500 ug/mL ve 1000 ug/mL
konsantrasyonlarinda CBHA’in, kontrol grubuna gore HT-29 migrasyonunu
belirgin olarak engelledigi goriildii (p=0.000096) (Sekil 3 —a, b).

4.2. Invazyon Deneyi

ECM Gel ® ile muamele edilmis Transwell® plaka ile yapilan invazyon deneyinde
500 ug/mL ve 1000 ug/mL konsantrasyonlarinda CBHA’1n, kontrol grubuna gore
HT-29 invazyonunu belirgin olarak engelledigi goriildii (p=0.000101) (Sekil 3-c,
d).
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Sekil — 3: CBHA, HT-29 kolon kanser hiicrelerinin in vitro migrasyon ve invazyonunu engellemektedir. a: HT-
29 hiicrelerinin migrasyon aktivitesini temsil eden fotomikrograflar; b: HT-29 hiicrelerinin gesitli CBHA
konsantrasyonlarda rélatif migrasyon oranlari (p=0.000096); c: HT-29 hiicrelerinin invazyon aktivitesini temsil
eden fotomikrograflar; d: HT-29 hiicrelerinin ¢esitli CBHA konsantrasyonlarda rolatif invazyon oranlari
(p=0.000101) | CBHA: Capraz bagh hyaliironik asit
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4.3. implantasyon Deneyi

Fareler saglam olarak teslim alindi ve deney siiresinin uzunlugu goéz oniinde
bulundurularak cinsiyet ve deney grubuna goére ayr1 kafeslerde tutuldu.
Enjeksiyonlar1 takiben higbir farede yanlis enjeksiyon hedefini disiindiirecek
komplikasyon gelismedi. Kontrol grubundaki erkek fare kafesinde iistiinliik
hiyerarsisini saglamak iizere fareler arasinda kavga gelistigi goriildii ve 4 erkek
farenin her biri ayr1 kafeslere alindi. Deney siiresince deneklerin hi¢birinde davranig
degisikligi gelismedi.

[k enjeksiyondan sonraki 5. haftada fareler tartildi. Tek yonlii ANOVA analizinde
gruplar arasinda agirliklar yoniinden farklilik goriilmedi (p=0.4304).

Tartmay1 takiben yapilan 6tanazi ve nekropside kontrol grubundaki 9 fareden
7’sinde(%77.78) toplam 12 adet peritoneal tiimor implantlari tespit edildi (Sekil 4).
Deney grubunda ise peritoneal implant goriilmedi. Organlar ¢ikarilip
dilimlendiginde deneklerin higbirinde makroskopik karaciger veya akciger
metastazlar1 izlenmedi.

[mplantlarin ortalama agirhig: 1.75 mg olarak tartildi(SS=0.97 mg; min-max=0.66-
4.19).
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Sekil — 4: Deneklerden ¢ikarilan tiimdr implantlart (gruplandirilmis)
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5. TARTISMA

KRK’lar diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirleri arasinda figilincii sirada yer
almaktadir ve bu hastalik i¢in 5 yillik sagkalim oranlar1 %60’dan azdir(2). KRK
tedavisinde giincel olarak cerrahi, adjuvan/neoadjuvan sistemik kemoterapi ve
radyoterapi kullanilmaktadir(3). KRK tanisi alan hastalarin %50-60’1inda bagka
bolgelerde metastaz gelisir(156,157). Metastatik KRK’l1 hastalarin %17 sinde
peritoneal karsinomatozis goriilmektedir. Peritoneal metastazlar1 olan hastalarda
hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim oranlari metastaz olmayan hastalara gore
belirgin olarak diisiiktiir(4). Peritoneal hastaligi olan hastalarda tedavi amaci
palyatiftir ve esas olarak sistemik tedaviyi kapsar.

Peritoneal metastazlar kendiliginden olusabilecegi gibi kiiratif cerrahi sirasinda
tiimor hiicrelerinin dokiilmesi ile de gelisebilir. Ozellikle serozal invazyonu olan
tiimdrlerde bu risk daha ¢ok one ¢ikmaktadir(158). Cerrahi sirasinda “no-touch”
tekniginden uzaklagma, peritiimoral perforasyon, obstriikksiyon gibi faktorler bu
riski daha da arttirabilmektedir.

HA, biyouyumlu bir bariyer olarak bu noktada 6nem arz etmektedir. Cerrahi
alanlarda ilk olarak intrauterin adhezyonlarin engellenmesinde kullanilmaya
baslanmistir(159). Bunu takiben diger jinekolojik cerrahilerde de kullanilmasi
arastirilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (160).

Endojen HA ve malign siireglerin iliskisine daha oOnceki yillarda yapilan
calismalarla isaret edilse de, Toole (161,162)eksternal HA uygulanmasiyla timor
hiicrelerinin yapisma, biiylime ve invazifliginin arttirilabilecegini 6ne stirmiistiir.
Sikkink ve ark.(163) 2004 yilinda, HA bazli anti-adhezyon membran1 kullanarak
fare ve sicanlarda olusturduklar kolon kanser(sirasiyla 26-B ve CC-531 hiicre
hatlar1) ve peritoneal hasar modelinde HA membraninin kullaniminin daha az
adhezyon ile iligkili oldugunu bildirmis ancak tiimoral implantlarin gelisimini
etkilemedigini belirtmistir.

Haverlag ve ark..(164), WAG sicanlarinda CC-531 si¢an kolon kanser hiicre hatti
kullanarak olusturduklari deney modelinde %0.4 HA igeren soliisyonun timor
hiicrelerinin in vitro adhezyonunu kismen engelledigini ancak in vivo deneyde bu

etkinin goriilmedigini bildirmistir. Bu iki ¢alismanin ¢ikarimlarinin HA membran
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ve soliisyonunun CBHA nin fiziksel 6zelliklerine sahip olmamasi ve ¢apraz bagl
olmayan HA polimerinin in vivo hizla yikima ugramasma bagli oldugunu
diistinmekteyiz. Ancak soliisyon ve membranin iireticisinin yasal sorunlar yasamasi
(165) ve ABD federal hiikiimetine tazminat 6deyerek bu iirlinleri pazardan ¢ekmesi
bu varsayimin dogrulanmasini simdilik imkansiz kilmaktadir.

Literatiirde CBHA nin in vivo degradasyon profili i¢in kesin veri saglayan bir yayimn
olmasa da hayvan modellerinde dokulara yapilan implantlar1 karsilastiran
Piacquadio ve ark.(166) CBHA nin intradermal enjeksiyonunu takiben 52 haftaya
kadar dokuda tespit edilebildigini belirtmistir. Ancak dermisteki metabolik
stireclerin  intraperitoneal benzer turnover reaksiyonlarindan daha farkli hizda
olabilecegi de goz dniinde bulundurulmalidir.

Pang ve ark.(19), hayvan modelinde yaptiklar1 ¢alismada CBHA’nin ovaryan
kanser hiicrelerinin peritoneal metastazlarinin biiylime ve gelisimini engelledigini
gostermistir. Lan ve ark.(18) ise, gastrik ve hepatik kanser hiicre hatlariin
kullanildig1 hayvan modeli ¢alismalarinda intraperitoneal CBHA uygulamasinin
CD44 ve RHAMM  inhibitorleri varliginda bile bu hiicrelerin peritoneal
implantasyonunu ve gelisimini engelledigini gostermistir.

Calismamizda, in vitro modelde CBHA jelinin eklenmesiyle HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yetisinin belirgin olarak inhibe oldugu
goriilmiistiir. Biiyiilk molekiil agirlikli HA polimerlerinin hiicre motilitesini ve
biliylimesini reseptor iliskili yolaklar {izerinden inhibe ettigi bilinmektedir(110).
Ayrica CBHA hidrojeli elektrik yiikii ve ¢ok sayida ligandin baglanabilecegi
molekiiler yapis1 sebebiyle ortamdaki hiicrelerin hareketlerini ve birbirleriyle
etkilesimlerini fiziksel olarak da engellemektedir. Deneyimizde bu inhibisyon,
ozellikle invazyon iizerinde ve CBHA konsantrasyonu 1000 pg/mL derisiminin
tizerine ¢iktiginda ¢ok belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Rolatif migrasyon, 500
pg/mL derisimde neredeyse yariya, 1000 pg/mL’de ise kontroliin beste birine
inmektedir. Rolatif invazyon ise 500 pg/mL CBHA varliginda 6nemli Slgilide
degismezken, bu konsantrasyon 1000 pg/mL’ye ¢iktiginda 10 kat azalmaktadir
(migrasyon i¢in p=0.000096, invazyon i¢in p=0.000101).
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Balb/c farelerde xenograft tiimoér modelinin kullanildigr in vivo deneyimizde ise
CBHA’nin tiimdr hiicrelerinin intraperitoneal uygulanmasindan 2 saat sonra
intraperitoneal verilmesinin ve 1 hafta arayla CBHA enjeksiyonunun
yenilenmesinin peritoneal metastatik kitlelerin olugsmasma engel oldugu
goriilmistiir (p<0.000001). Bu durum hem deney 6ncesi hipotezimiz ile hem de
hayvan modelinde CBHA kullanan diger arastirmacilarin sonuglar1 ile biiyiik
oranda uyusmaktadir. Ancak diger deneylerin aksine deney grubunda ve kontrol
grubundaki 2 denekte nekropside timor implantlarina hi¢ rastlanmamasi
xenograftlara karsi belirgin bir konak immiin yanitinin gelismis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Eger bu immiin yanit olusmamis olsaydi CBHA ’ya atfettigimiz
inhibisyon etkisinin, daha hafif ancak yine de belirgin olarak goriilebilecegi

kanaatindeyiz.

Caligmamizdaki deney modelleri denekler ve patolojik durumla alakali bircok
degiskeni kontrol altina almamizi saglasa da biitce kisitliligindan 6tiiri CBHA ‘nin
deneydeki  etki  mekanizmasini  aciklayacak = reseptdr  etkilesimleri
degerlendirilememistir. Ozellikle hayvan deney modelinde tiimér hiicreleri
tizerindeki CD44 ve RHAMM reseptorlerine yonelik monoklonal antikorlar ile
muamele edilmesinin, CBHA nin esas inhibisyon etkisinin reseptor iizerinden mi
yoksa makromolekiiliin fizikokimyasal 6zellikleri iizerinden mi gergeklestiginin
ortaya ¢ikarilmasina yardimei olabilecegini diislinmekteyiz.

Deneyde kullanilan CBHA hidrojeli tarafimizca sentezlenmemis olup, ticari olarak
satin alinmigtir. Literatiirdeki bu {iriniin mevcut dokiimentasyonunda yer almayan
miistahzardaki ek katki maddelerinin varligi, molekiiliin ¢apraz-baglanma orani ve
polimerin boyutu i¢in iiretici firmayla iletisime gecilmis ve miistahzarda katki
maddesinin olmadigi, ¢apraz baglanma oraninin ~%35 oldugu ve molekiil
boyutunun 1,5 MDa olarak kabul edilebilecegi belirtilmistir. Bu sebepten iiriiniin
ozellikleri, icerisindeki katki maddeleri konusunda {iretici firmanin beyan1 esas

alinmustir.
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