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OZET

Amag: Birinci amacimiz, Kolon kanseri hastalarinda T lenfosit infiltrasyon oram ve
timorii drene eden lenf nodundaki T hiicre alt gruplarmin karsilastirmali analizini
yapmakti. Ikinci amacimiz ise, belirledigimiz T hiicre alt gruplarin oranlarmin evre,
KRAS mutasyonu, MSI durumu ve diger prognostik faktorlere gore iliskisini

tanimlamakti.

Yontem: Antalya Egitim Arastirma Hastanesinde kolon kanseri operasyonu yapilan
hastalarin primer timérii drene eden lenf nodundan izole edilen mononikleer hiicreler
stvi nitrojende donduruldu. Ornek toplama islemi sonrasinda hiicreler ¢ozdiiriilerek
naive T hicreler, CTL, Thl, Th2, TREG, yS6 T hicreleri, Thl7, hafiza hicreleri alt
gruplarin rolatif oranlar1 ve CTLA4, PD1, CCR4 ekspresyon oranlar1 flow sitometrik

immdin fenotiplendirme ile belirlendi.

Bulgular: Calismaya 36 hasta (%41 kadmn, %59 erkek) dahil edildi. Calisma
popiilasyonunun yas ortalamasi 63,14+11,94 izlendi. 13 hasta erken evre, 13 hasta
bolgesinde ilerlemis hastalik ve 10 hasta metastatik evrede izlendi. KRAS mutasyon
orani %22 izlenmistir. Evre progresyonunda Th1l ve Th2 hiicre oranlarinda anlamli bir
farklilik goriilmemistir. Artan evre ile Th17 ekspresyonunun korele bir sekilde arttigi
belirlenmistir. MSI-H alt grupta immiin baskilayict Th2 oran1 azalirken TREG
oranlarinin anlamli sekilde arttigi belirlenmistir. Evreye gore yoT, Th, CTL, TREG,
hafiza ve naive T hiicrelerinde fark izlenmedigi gibi MSI, KRAS mutasyonu gibi
molekiiler degisikliklere gore yoT, Th, CTL, naive T ve hafiza hiicrelerinin oraninda da

farklilik izlenmemistir.

Sonug: Th17 hicre ve inhibitor reseptor PD1 duzeylerinin evre ile paralel artisi,
invazyon durumu ve evreyi belirlemede, baskilayici immiin unsurlarin efektor hiicrelere

gore daha etkin rol oynayabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, T-hiicre immun yanit



ABSTRACT

Objective: Primary aim was to make a comparative analysis of T lymphocyte
infiltration rate and T cell subset ratios in the tumor-draining lymph nodes in colon
cancer patients. Secondary aim was to determine the relationship between frequencies of

T cell subgroups and stage, KRAS mutation, MSI status and other prognostic factors.

Method: Mononuclear cells isolated from the primary tumor-draining lymph nodes of
patients who underwent colon cancer surgery in Antalya Education and Research
Hospital were stored in liquid nitrogen. At the end of recruitment, cells were thawed and
relative ratios of naive T cells, CTL, Thl, Th2, TREG, yd T cells, Th17, memory cells,
and CTLA4, PD1, CCR4 expression rates were calculated by flow cytometric immune

phenotyping.

Results: Thirty-six patients (%41 female, %59 male) were included in the study. The
mean age of the study population was 63.14+11.94 years. Thirteen patients had early
stage, 13 patients had locally advanced disease, and 10 patients were in metastatic stage.
KRAS mutation rate was 22%. No significant difference was observed in Thl and Th2
cell ratios according to stage. Th17 cells were increased in correlation with increasing
stage. While the immunosuppressive Th2 ratio decreased in the MSI-H subgroup, the
TREG ratios increased significantly. No difference was observed in y6 T, Th, CTL,
TREG, naive T cells and memory T cells according to the stage, and there was no
difference in the ratio of 5 T, Th, CTL, naive T and memory T cells according to

molecular changes such as MSI and KRAS mutation.

Conclusion: The increase in Th17 cells and immune inhibitory receptor PD1 levels with
stage suggests that cells and molecules that suppress the immune response rather than

effector cells play a more effective role in determining the invasion status and stage.

Key words: colon cancer, T-cell immune response
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1. GIRIS

1.1.Giris

Kolorektal kanserler yillik 1,9 milyon yeni vaka ve 935 bin 6lim ile diinyada Gglincu en
stk goriilen ve ikinci en sik 6ldiiren kanserlerdir (Sung et al., 2021). Kolon kanserinin
ciddiyetini, yayilimint ve prognozunu tanimlayan en sik kullanilan arag TNM
evrelemesidir. T timor boyut ve lokal yaygmligi, N lenf nodu tutulumunu ve M uzak

metastazi ifade etmektedir.

Tumor mikro-gevresi, timoriin biyolojik davranigini etkileyen birgok hiicresel ve
molekdiler faktorler icerir. Tumorud infiltre eden immun hicreler bu mikrocevrenin esas
oyuncularidir. Immiin gdzetim sadece tiimdriin eliminasyonunda degil ayn zamanda
denge ve kagis fazinda da timor kontroliinde gorevlidir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarla mikro-¢evrede etkili farkli immin hiicrelerin bir kisminin iyi prognoz ile
iligkili olup bir kisminin ise immin gozetimi engelledigi, anjiogenezi ve invazyon
yetenegini arttirdigr gosterilmistir (Blank, Haanen, Ribas, & Schumacher, 2016). Kolon
kanseri prognozu sadece tiimore ait molekiiler degisikliklerle degil epigenetik ve
immunolojik faktorler ile de belirlenir. Kolon kanserinde lokal ve sistemik immiin
yanitta tiimori infiltre eden T lenfositleri (TIL) 6zellikle CD8+ sitotoksik T lenfositler
invazyon/metastaz durumu ve sag kalimi belirleyen en onemli alt gruptur (Leman,
Sandford, Rhodes, & Kemp, 2018). Ayrica yardimci T lenfositler tiimore kars1 gelisen
immdnitede rol alan tim htcrelerin {izerinde diizenleyici oldugundan en az sitotoksik T
lenfositler kadar 6nemlidir. Kolon kanserlerinde Th1, Th2, Th17 ve TREG’ler yardimc1
T lenfosit alt gruplari olarak tanimlanmistir ve arastirilmistir. Fakat hafiza T hiicre alt
gruplar1 (santral hafiza T hicreleri, efektor hafiza T hiicreleri) ve gamma delta (y§ T)
hicrelerin kolon kanseri immiin gozetimi, anjiogenez ve invazyon mekanizmasi iizerine

etkileri bilinmemektedir.

T hiicresi uygun tiimdr antijeni ve MHC kompleksi ile birlesimi sonras1 hizli bir sekilde
aktive olarak farklilagmaya ugrar. Tiimor antijenine karsi olusturulan nihai T hiicre
cevabi hastaligin sonlanisini olumlu veya olumsuz etkileyebilir. Thl hiicreleri; sitotoksik

T hiucre (CTL) ve antikor bagiml hiicresel sitotoksite (ADCC) yardim yoluyla tiimére
1



kars1 savunma saglar. T-bet (T-box transkripsiyon faktor) Th1 hiicre farklilagmasinda rol
alir. Th2 hiicreleri ise hiicre disinda yerlesik olan tehditlere karsi imminiteden
sorumludur ve Th1’e karsit sekilde CTL antagonizmi yapabilir. GATA-3 transkripsiyon
faktoru; Th2 farklilasmasinda gorevlidir (K. M. Murphy & Reiner, 2002). CCR4 Th2’ler
tarafindan eksprese edilen kemokin reseptoriidiir; ayrica TREG’ler, Th17 hiicreler ve
Th22 hicrelerince de eksprese edilir (Yoshie & Matsushima, 2015). CCR4’iin kolon
kanseri yayilimi ve invazyonunda goérevi oldugu ileri siirtilmistiir (Al-haidari, Syk,
Jirstrom, & Thorlacius, 2013). TREG’ler tiimér toleransinda goérevlidir ve literatiirde
kanserlerde hem iyi hem de kot prognostik olduklarini gdsteren ¢alismalar mevcuttur.
TREG farklilasmasinda gorevli transkripsiyon faktori Foxp3 dir (Hanke et al., 2015;
Tosolini et al., 2011). Th17 hicreleri timor progresyonunda etkilidir. Transkripsiyon
faktort RORyt’dir. Thl veya Th2 hiicre aracili intestinal inflamasyonu engelledikleri
gosterilmistir (Blatner et al., 2012). Gamma delta T hcreleri, hiicre yizeyinde y§ T
hiicre reseptori/ TCR tasir ve dolasimdaki tim T hiicre popiilasyonunun %1-5’ini,
sindirim sisteminde ise %>50’den fazlasin1 olusturmakla birlikte lenf nodlarindaki
populasyon oranlar1 bilinmemektedir. Gamma delta T hiicreleri dogal immdnite ve
adaptif immdiinite arasinda bag kurar, kolon kanserinde anti-timor etkinligi oldugu gibi
anti-timor etkinligi durdurucu olarak da rol alabilir (Lo Presti, Dieli, & Meraviglia,
2014). Saglikli kontrol kolon mukoza dokusu ile karsilastirildiginda kolon adenokanser
dokusunda naive T hiicrelerin ve hafiza T hiicrelerin sayisal olarak azaldigi bildirilmistir
(Gianotti et al., 2008). Santral hafiza T hiicreleri (CM) dokuda uzun sire latent kalabilen
ve yuzeylerinde CD45RO0 isoform ve CCR7 eksprese eden hiicrelerdir. Antijen ile uyari
durumunda hizli bir yanit verirler. Gelisen timor durumunda, tiimor antijeni ile
tekrarlayan karsilasmalar ‘hafiza hiicrelerine homeostatik konversiyon’ yapabilirler.
Tiimor hiicresine karsi hafizay1 olusturup tiimoére karsi koruma saglarlar (de Mey et al.,
2018; Xiang, Lode, Gillies, & Reisfeld, 1999). Effektér hafiza T hiicreleri (TEM)
yizeylerinde CD45RO eksprese eden fakat lenf nodlarinda CCR7 ekspresyonunu
kaybederek periferik dokulara go¢ eden hafiza hucrelerdir (Gattorno et al., 2005). Tumaor
dokusunda yiiksek yogunluklu effektor hafiza T hicrelerine sahip olan kolorektal

kanserlerin daha uzun hastaliksiz ve genel sag kalima sahip oldugu ve CD45RO+ hafiza



T hiicrelerinin varliginin kolorektal kanser ig¢in bagimsiz bir prognostik faktdr oldugu
bildirilmistir (Pages et al., 2005).

1.1.1.Amag

Kolon kanserinde intratimdral CD8+ TIL’lerin ve TREG’lerin bir¢ok c¢alismada
epidemiyolojik, tedavi yarar1 ve mikrosatellit durumu ile iliskisi arastirilmistir. Fakat, bu
hiicrelerle birlikte diger bilinen T hiicre alt gruplarmin tiimorii drene eden lenf
nodundaki sayisal dagilimi arastirilmamistir. Ayrica, lokal lenf nodu T hiicre yanit1 ile
MSI iliskisi de literatiirde tanimlanmamistir. Yapilmis ¢cahismalarda genellikle lokal
immin yanit sadece tiimorii infiltre eden ve stromadaki lenfositler iizerinden
degerlendirilmis ve anti-tiimoéral immiin yanmitin gelistigi tiimorlii dokuyu drene

eden lenf nodlarindaki hiicresel kompozisyon literatiirde tanimlanmamistir.

Kolon kanserlerinde intratimoral ve sistemik Thl, Th2, Thl7 ve TREG hcrelerin
bircok calismada epidemiyolojik, tedavi yarar1 ve mikrosatellit durumu ile iliskisi
aragtirllmigtir. Fakat, bu hiicrelerle birlikte diger bilinen T hiicre alt gruplarinin sayisal
dagilimi arastirilmamustir. Ayrica, timore spesifik edinsel immin yanitin olustugu lenf
nodlarindaki T hiicre alt gruplarinin sayisal ve fonksiyonel dagilimlariin karsilagtirmali
analizi literatiirde tamimlanmamistir. Kolon kanserine karsi lokal lenf nodundaki ve
intratimoral alandaki T hiicre yanitinin MSI ile iliskisini gdsteren herhangi bir

calismaya da literatiirde rastlanmamastir.

Bu ¢alismadaki hipotezimiz, lokal lenf nodu T hiicre popilasyonundaki kalitatif ve
kantitatif farkliliklarin kolon kanseri evresi ile iligkili oldugudur. Hipotezimizi test
etmek icin ilk olarak, intra- ve peri-timoral alanda T lenfosit infiltrasyon orani ve
timorii drene eden lenf nodundaki lokal T hiicre alt gruplariin karsilagtirmali analizini
yapmak amagclanmstir. Ikinci amacimiz ise, belirledigimiz sayisal ve fonksiyonel T
hiicre alt grup dagilimmin evre, KRAS mutasyonu, MSI durumu, intratiméral ve
peritiimoral lenfosit yanit durumu, LVI varligi, PNI varhigi, tumor tomurcuklanma skoru

ve incelenen lenf nodunun timoral infiltrasyon durumuna gore iliskisini tanimlamaktir.



2. GENEL BILGILER

Kolon kanseri gastrointestinal sistem kanserlerinin en sik goriilen tipidir. Kolon
kanserinin patogenezinde kalitsal epigenetik ve genetik degisiklikler rol alirken ayrica
beslenme aliskanliklar1 ve yasam sekli tercihleri bu siirece katkida bulanabilir. Diisiik
gelismiglik diizeyi (HDI) hayvan kaynakli yiyeceklerin fazla tiiketilmesi, azalmis
aktivite ile sedentar yagam ve artan viicut agirligi kolorektal kanser gelisimi ile iligkili
bagimsiz risk faktorleridir. Asir1 alkol tliketimi, sigara igiciligi ve islenmis kirmizi et
tiiketimi kolon kanseri riskini arttiran diger faktorler iken 6giitiillmemis tam tahillarin ve

lifli gidalarin tiikketimi, siit Uriinleri veya kalsiyum takviyelerinin kullanimi riski azaltir

(Sung et al., 2021).

Kolon kanserinin ciddiyetini, yayilimin1 ve prognozunu tanimlayan en sik kullanilan
ara¢ TNM evrelemesidir. T timor boyut ve lokal yaygmligi, N lenf nodu tutulumunu ve
M uzak metastazi ifade etmektedir. Lokalize ya da erken evre hastalik, kanserin kolon
disina ¢ikmadigr evre I, IIA ve IIB kanserleri; Bolgesinde yayilmig hastalik kanserin
kolon disina ¢ikip ¢evre dokulara veya bdlgesel lenf nodlarina ulastigi evre IIC ve III
kanserleri; Uzak metastatik hastalik kanserin karaciger, akciger, uzak lenf nodlar1 gibi
viicudun uzak bolgelerine yayildigi evre IV kanseri ifade eder. Kanserde sag kalim
oranlari, ayni1 kanser tiirli ve evresine sahip kisilerin yiizde kacinin, teshis edildikten
sonra belirli bir sure -genellikle 5 y1l- hala hayatta oldugunu gosterir. Kolon kanseri igin
5 yillik rolatif sag kalim orani lokalize hastalikta %91; bolgesinde yayilmis hastalikta
%72; uzak metastatik hastalikta %14 tiir (Siegel, Miller, Fuchs, & Jemal, 2021). Her ne
kadar TNM siniflamas1 prognoz ve tedavi karar1 i¢in dnemli bilgi verse de kisiye 6zel

tedavi yanitlari ve sag kalim sonuglarimi predikte edemez.

Kolon kanseri hastalarinda geleneksel patolojik risk degerlendirmesinde primer tiimdriin
boyutu, atipik hiicre morfolojisi, histolojik gradi, protein ve genetik belirteclerin anormal
ekspresyonlari, proliferasyon indeksi, bdlgesel lenf nodu tutulumu ve invaziv marjin gibi
histo-patolojik 6zelliklere dikkat edilirken; klinik risk degerlendirmede radyolojik uzak
organ metastazi ve lenf nodu tutulumunu da igeren tiimdr invazyon parametrelerinin

tanimlandigt TNM evrelemesi siklikla kullanilir. Yine de bu geleneksel siniflamalarla
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hasta prognozu veya nuks riski ile ilgili sinirli tahminde bulunulabilir (Galon et al.,
2012). Kanser smiflamasinin iyilestirilmesi i¢in son zamanlarda gelistirilen yeni
girisimler arasinda tiimorin biyobelirteclerinin immin-histokimyasal analizi, immin
hiicre alt gruplarinin akim-sitometrik analizi, molekiiler gen imzalari, proteomik ve

genetik 6zelliklerinin belirlenmesi bulunmaktadir (Bruni, Angell, & Galon, 2020).

Karsinogenez siirecinde invaziv tiimor ile konagin bagisiklik sistemi arasinda kanserin
ilerlemesini sekillendiren siirekli bir etkilesim vardir. ‘Immiin diizen’ olarak da
adlandirilan bu etkilesim; bir timor iginde immin hiicrelerin tipi, yogunlugu, hiicre ici
lokalizasyonu, immin fonksiyonel oryantasyonu ile belirlenen immin parametrelerin
bitun halinde diizenlenmesidir (Angell, Bruni, Barrett, Herbst, & Galon, 2020; Bruni et
al., 2020).

2.1.Kolon Kanseri Inflamatuvar Patogenezi

Kolon kanseri patogenezinde kalitsal genetik degisiklikler 6nemli rol alir. Monozigotik
ve dizigotik ikizlerle yapilmis biiyiik bir ¢aligmaya gore genetik defektlere bagli kansere
yatkinlik orani1 kolorektal kanserler i¢in %35 (Galon et al., 2006; Lichtenstein et al.,
2000) olarak saptanmistir. Kolon kanseri c¢ogunlukla uzun bir siirecte displastik
premalign Oncii lezyonlardan gelisir. Kolon adenomlarinin %80’inde gelisen APC gen
mutasyonlar1 ¢ok basamakli kolon kanseri olusum siirecinin ilk evresidir. Adenomdan
karsinomaya gecis sirasini onkogen KRAS aktivasyon mutasyonlart ve TP53 tiimor
supresyon gen inaktivasyon mutasyonlar1 izler. Cogunlukla kromozom say1 ve
yapilarindaki degisikliklerin yol actig1 kromozomal insitabilite de karsinogenezde rol
alan karakteristik mutasyonlara katki saglar (Brenner, Kloor, & Pox, 2014). KRAS gen
urind  olan KRAS proteini; hiicrenin yizeyindeki bir reseptorden hicrenin
cekirdegindeki DNA'ya sinyal ileten hiicre i¢indeki protein zinciri MAPK/ERK yolunun
(Ras/Raf/MAPK/ERK vyolu olarak da bilinir) parcasidir ve GTP molekiilini GDP
molekiiliine dontstiiren hidrolaz enzim ailesinden GTPaz olarak gorev alir. KRAS
mutasyonlar1 genellikle kendi kendini sinirlayan bir hiperplastik adenom veya borderline
lezyona yol acar, ancak oncesinde bir APC mutasyonundan sonra ortaya ¢ikarlarsa
genellikle kansere ilerler (Vogelstein & Kinzler, 2004). KRAS, protein dinamiklerini
kullanarak hiicre i¢i sinyalizasyonda, biliylime faktorii yayiliminda, hiicre
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proliferasyonunda ve kanser hiicresi metabolizmasinda Warburg etkisi ile sag kalimi
saglayan anahtar molekiildir. MAPK yolaginda RAS en fazla mutasyona ugrayan
basamaktir. Son yillardaki ¢aligmalarla kolon kanseri molekiiler patogenezi, prognozu ve
tedavi yanit1 arasindaki baglantilar daha da anlasildi. Kolon kanseri hastalarinda KRAS
kodon 12 veya 13 mutasyon sikligi %37.7 izlenirken; mutasyonu olan hastalarda
prognoz daha kotii izlenmistir (Andreyev, Norman, Cunningham, Oates, & Clarke,
1998). MAPK yolagi bagimli kolon kanseri metastazlarin tedavisinde EGFR hedefli
tedavilerin EGFR’mn ekstraseliiler domainine baglanarak pro-onkojenik yolakta down-
regiilasyon yaptigi; proliferasyon, migrasyon, anjiogenez ve adezyonu engelleyerek anti-
timor etkinlikle hastanin sag kalim siirelerini uzattigi yapilan klinik caligmalarla

kamtlanmistir (Sekil 1.)(Piawah & Venook, 2019).
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Sekil 1. VEGFR ve EGFR sinyal yolaklarinin ve hedefe yonelik tedavilerin mekanizmasi
(Piawah & Venook, 2019).
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Bir kisim kolon kanseri ise DNA hasar tamir genlerindeki (mismatch repair genleri)
bozukluga bagli mikrosatellit instabilitesi (MSI) ile iliskili bulunmustur (Lindor et al.,
2004). Mismatch onarim sistemi DNA replikasyonu sirasinda kimyasal veya fiziksel
hasar nedeniyle olusan anormalliklerin taninmasi ve eksize edilmesinden sorumludur.
Kolon kanserinin heterojen molekiiler patogenezi sebebi ile kalitsal familial adenomat6z
polipozis ve non-polipozis kolon kanser (Lynch sendrom/HNPCC) disinda kolon kanseri
riskini belirleyen genetik faktorler hala tam olarak anlagilamamistir. Lynch sendrom
iligkili kanserlerde DNA mismatch repair genlerin eksikligi goriiliir ve MSI-H
timorlerdir; Oysa familial adenomat6z polipozis ile iligkili kanserler klasik adenoma-
karsinoma sirasini takip ederler. HNPCC ve sporadik kolon kanserlerin %15’inde MSI-
H fenotip gozlenir ve MSI-H kolon kanserlerin evre-spesifik prognozunun daha iyi
oldugu gosterilmistir (Lindor et al., 2004).

Karsinogenez surecinde spontan mutasyonlar, cevresel mutajenler veya inflamasyon
kaynakli epigenetik degisiklikler normal kolon epitel hicresinden kolon kanser
hiicresine déniisiimii baslatir ve bu asamaya ‘Tiimér inisiasyon=Baslangic’ evresi denir.
Baslangi¢ hiicreleri salinan biiylime faktorleri, sitokinler ve kemokinler araciligi ile
timor  mikro-gevresindeki  diger  hiicrelerle etkilesim halindedir. Inflamatuvar
mikrocgevre sadece tumor olusumuna katkida bulunmaz ayn1 zamanda biiytime faktorleri
ve proinflamatuvar sitokinler saglayarak tiimore ilerleme ve progresyonu da destekler
(Sekil 2.1). TumoOr mikrogevresi U¢ ana hucre tipinden olusur: Tiumoér iligkili
fibroblastlar, vaskuler hiicreler ve mikrocevreyi infiltre eden immdiin hicreler (Schmitt &
Greten, 2021). Kolon kanserinin davranigini, prognozunu ve tedavi yanitin1 predikte
edecek histopatolojik incelemelerde stroma, immun infiltratlar, sinirler ve damarlar

bitun bir mikrogevre olarak incelenir.
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Sekil 2.1.Karsinogenez mekanizmasi

Kolon kanseri olusumu ve progresyonu immin homeostaz yetersizlikleri ile siki iliskili
olup son zamanlarda yapilan arastirmalarda NLR, peri-timoral lenfositik reaksiyon,
intra-tiimoral lenfositik reaksiyon, TIL yogunlugu ve timor immunoskor kolorektal
kanser, immin durumunu tanimlamada kullanilmistir (Galon et al., 2006; Guo, Wang,
Qiu, Pu, & Chang, 2020). immiin skor 6zellikle CD3+ ve CD8+ T hiicrelerinin hem
intratimoral/timdr merkezinde hem de peritimdral/invazyon marjininde ol¢ulmesi ile
hesaplanir (Angell et al., 2020).

Farkli tiimor tiplerinde ve farkli hastalarda tiimorii infiltre eden hiicreler de farklilik

gosterir. Bir timorde makrofajlar, dendritik hiicreler, mast hiicreleri, NK hiicreleri, naive



ve hafiza lenfositler, B hiicreleri, Thl, Th2, Th17, TREGs, T folikiiler yardimci hiicreler
ve CTL’ler de dahil tiim immin hdcreler bulanabilir. Yapilmis insan kanser
calismalarinda IHC ve immiin gen analiz yontemleri ile bu immin hicreler tumor
icinde, timorun invaziv marjininde veya drene eden komsu tersiyer lenfoid dokularda
lokalize olabilecegi bildirilmistir (Fridman, Pages, Sautes-Fridman, & Galon, 2012;
Galon, Fridman, & Pages, 2007; Galon et al., 2012). Detayli histopatolojik analizler
sonucu tiimdr immun infiltrasyonlarin rastlantisal dagilmadigini; tiimoriin merkezinde,
invazyon marjininde ve bitisigindeki drene eden sekonder-tersiyer lenfid organlarda
yogun infiltratlar seklinde lokalize ve organize oldugu gosterilmistir (Galon et al., 2012).
Ayrica THC yontemi ile degerlendirilen TIL'lerin tiimor biiyiimesini baskilayan immin

hiicrelerin toplanmasini, olgunlasmasini ve aktivasyonunu da sagladigi gosterilmistir

(Idos et al., 2020).

2.1.1.Intratiiméral ve Peritimaoral Lenfosit Yamt

‘Immun diizen’ iginde lenfositler, farkli yogunluklarda, tiimér merkezinde inratiiméral
veya tumor invazyon marjinin disinda (Sekil 2.2) peritiiméral sekilde lokalize olabilirler.
Immun fonksiyonel oryantasyonu da belirleyen bu yerlesim paternleri hastalar arasinda
ve farkli timorler arasinda degisiklik gosterebilir (Angell et al., 2020; Bruni et al.,
2020). Tumor igindeki immdin infiltratlarin degerlendirilmesi ¢ogunlukla ‘TIL’ olarak
adlandirilir ve son zamanlarda artmig hastalik kontrolii ve sag kalimlarin izlendigi
imunoterapiler i¢cin de hem prognostik hem de prediktif optimal bir biyobelirte¢ olarak
da kullanilmaya baglanmistir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda alt grup tayini olmadan
genel lenfosit infiltrasyonu IHC yoOntemi ile bakilirken son zamanlarda yapilan
calismalarda CD3+ ve CD8+ TIL subgruplari siklikla kullanilmistir; birka¢ ¢alismada da
FOXP3+ veya CD45RO+ TIL’ler de IHC yontemleri ile arastirilmistir. Daha 6nce
yapilan epidemiyolojik ve klinik c¢alismalarda kolorektal kanserlerin  mevcut
calismalarda kullanilan TIL skorlama sistemleri farkli tiimorlerde degisiklikler gosterse
de kolon kanseri i¢in tanimlanmis skorlama ‘Uluslararas1 immuno-Onkoloji Biyobelirteg
Calisma Grubu’ tarafindan formalin ile fikse parafine gémiilmiis (FFPE) dokularda
tanimlanmis ve standardize edilmistir (Hendry et al., 2017).
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Sekil 2.2. invaziv Marjin (IM): konak doku ile malign hiicre yuvalarin1 1mm mesafede ayiran smirmn

merkezinde kalan alan olarak tanimlanir (Hendry et al., 2017).

‘Uluslararas1  Immuno-Onkoloji Biyobelirte¢ Calisma Grubu’nun oOnerisine gore
semikantitatif H&E bazli TIL degerlendirmesi genis Olgekli randomize klinik
arastirmalar, preklinik arastirmalar ve gilinliik patoloji pratiginde, klinik iligkili bilgileri
degerlendirmede kullanilabilir bir yOntemdir. Malign melanoma ve akciger
kanserindekine benzer sekilde kolon kanserinde de TIL’ler homojen dagilmadigindan
daha cok IM TIL’ler daha fazla prognostik bulundugu i¢in IM ve CT/IT TIL’lerin ayr1
ayr1 bildirilmesi onerilmektedir (Hendry et al., 2017; Pages et al., 2010). Yapilmis
birgok IHC c¢alismalarinda TIL lokalizasyonu, yogunlugu, farkli alt gruplan
degerlendirilmis olup hem erken evre adjuvan tedavi alacak hastalarda hem de
metastatik ileri evre hastalarda hastaliksiz sag kalim (DFS) ve genel sag kalim (OS)
prediksiyonunda TNM evresine ilave olarak (Ferris & Galon, 2016; Mei et al., 2014;
Pages et al., 2010) kuvvetli bir prognostik faktor olarak immin smiflamada yerini

almugtir.

2.1.2.Lenfovaskiiler invazyon/LVI
Kolorektal kanserde lenfovaskiiler invazyon, evreden bagimsiz gii¢lii bir prognostik

faktor olarak kabul edilir ve Evre II tiimorli hastalarda adjuvan kemoterapiye iligskin
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kararlar1 etkiler. Evre 11 ylksek risk opere edilmis hastalarda LVI varliginda hastalarda
daha kisa DFS ve OS ile iliskili iken; evre I hastalarda ise OS etkilenmeden sadece DFS
tizerine negatif etki gosterilmistir (Gao et al., 2021; Yuan et al., 2017).

H&E ile boyanmis patolojik slaytin incelenmesinde LVI'nin histolojik teshisi i¢in
kriterler sunlar1 icerir (Harris et al., 2008): bir vaskiiler bosluk i¢inde tiimor hiicrelerinin
varligi; timor hiicrelerini ¢evreleyen eritrositlerin varligi; boslugu kaplayan endotel
hiicrelerinin tanimlanmasi; tiimorii ¢evreleyen elastik bir laminanin varligi; ve timor

hiicrelerinin damar duvarma baglanmas.

2.1.3. Perinéral invazyon/PNI

Perindral invazyon lokal progresyon belirteci olan sinirlerin neoplastik invazyonudur.
Tumor hdcreleri sinirin icinde, cevresinde veya 3 sinir katmanindan herhangi biri
arasinda buydyebilir. PNl durumunda timor hacreleri iligkili sinirin - ¢evresinin
%33'linden fazlasin1 sarar (Knijn, Mogk, Teerenstra, Simmer, & Nagtegaal, 2016).
Farkli timorlerde farklilik gosterse de en sik pankreas adenokarsinomlarinda (%98),
kolanjiokarsinomlarda (%75 ila %85 arasinda), prostat kanserinde (%75) ve mide
adenokarsinomlar1 (%60) PNI izlenir. Kolorektal kanserler i¢in PNI insidanst %12-25
gibi ¢ok daha disiiktiir (Gao et al., 2021; Harris et al., 2008; Knijn et al., 2016).
Kolorektal kanserler i¢cin PNI bagimsiz bir kotii prognoz gostergesidir ve azalmis sag
kalim, artmis lenf nodu metastazi ve lokal rekiirrenslerle iliskili bulunmustur (Al-Sukhni

etal., 2017; Hu, Li, & Hu, 2020; Knijn et al., 2016).

2.1.4. Tumoér Tomurcuklanma Skoru

Tumor tomurcuklanma skoru (Clarke et al.), invaziv marjinde tek bir timor hiicresi veya
besten az hiicre igeren tek bir timor kiimesi varligr olarak tanimlanir. TTS peritumoral
tomucuklanma ve intratiméral tomurcuklanma olarak gruplanabilir fakat prognostik
etkisi analiz yapilan lokasyondan bagimsizdir (Gao et al., 2021; Lugli et al., 2017).
Tumor tomurcuklanmasi kolon kanseri i¢in bagimsiz bir koti risk faktorudur; ileri evre,
yiiksek tiimor gradi, artmis rekiirrens riski, kisa sag kalim, LVI ile lenf nodu ve uzak
metastaz ile iligkili oldugu gosterilmistir (Lugli et al., 2017). International Tumor
Budding Consensus Conference 2016°da kolon kanserinde tiimor tomurcuklanma skoru

degerlendirme ve raporlamasinin standardize Onerileri yapilmistir. Tomurcuklanma
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skoru H&E slaytinda peritimoral inflamasyonun olmadigi, glandular fragmantasyon
izlenmeyen invaziv marjinde 0.785 mm?’lik (20X biyltmede) bir ‘hotspot’ alanda
degerlendirilmelidir (Lugli et al., 2017). H&E slaytta 20X biiylitme alaninda skorlama
icin invazyon marjininde en fazla tomurcuklanma olan alan secilir, ‘hotspot’ alani
belirlemek i¢cin X10 biiyiitme alaninda 10 alan taranir, secilen ‘hotspot’alanda X20
biiyiitmede tiimoér tomucuklanmalari sayilir. 0.785 mm?’lik bir ‘hotspot’ alanda
tomurcuklanma sayist 0-4 arasi ise disiik; 5-9 arasi ise orta; >10 ise yiksek

tomurcuklanma skoru olarak degerlendirilir (Lugli et al., 2017).

2.2.Kolon Kanseri Molekiler Patogenezi

Son 20 yilda kolon kanserinin heterojen molekiler patogenezinin ve kalitsal kolorektal
kanser formlarinin tanimlanmasi sonrast molekiler patogenez ile prognoz ve tedavi
yanit1 arasindaki baglantilar daha belirgin hale gelmistir. Kolon adenomlarinin %80’inde
gelisen APC gen mutasyonlart ¢ok basamakli kolon kanseri olusum siirecinin ilk
evresidir. Adenomdan Karsinomaya gecis sirasini  onkogen RAS aktivasyon
mutasyonlari- HRAS, NRAS ve KRAS’1 igerir- ve TP53 timdr supresyon gen
inaktivasyon mutasyonlar1 izler. Cogunlukla kromozom sayr ve yapilarindaki
degisikliklerin yol agtig1 kromozomal instabilite de karsinogenezde rol alan karakteristik
mutasyonlara katki saglar (Brenner et al., 2014). RAS aktivasyon mutasyonu tim
kanserlerinin %30'unda izlenirken en yuksek prevelans sirasiyla: pankreas kanserlerinin
%90’inda, kolon kanserlerinin %50’sinde, tiroid kanserlerinin %50’sinde, akciger
kanserlerinin %30’unda ve malign melanomlarin %25’inde izlenir (Roberts & Der,
2007). RAS birgok yolak efektorlerini etkinlestirerek hiicre ylzeyinden hicre igine
sinyalizasyonu saglar (Sekil 1.1). Oncelikle PI3K/AKT ve RAF kinazi1 yolagim aktifler.
RAF araciligr ile asagiya dogru MEK 1 ve 2, sonrasinda da ERK 1 ve 2 takip eden
aktivasyonlari ile timor hiicre proliferasyonu, uzayan sag kalim, invazyon ve migrasyon

gerceklesir (Maffeis, Nicole, & Cappellesso, 2019).

2.2.1 KRAS

Kolon kanseri molekiler belirteclerinin en belirgin 6rnegi  Ras/Raf/MAPK/ERK

yolaginda %36-43’liik insidans ile en stk mutasyona ugrayan ve metastatik hastalarda

rutin klinik pratikte kullanilan KRAS mutasyonudur (Lievre et al., 2006; Maffeis et al.,
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2019). Kolon kanseri KRAS onkogeni %80 siklikla en sik kodon 12 ve %15 siklikla
kodon 13’ de gergeklesirken diger KRAS mutasyon alt tipleri kodon 59, 61, 117 ve
kodon 146°da izlenir. KRAS mutasyonu, etkilenen hastalarda anti-EGFR antikorlar1 ile
monoterapiye yanit oranlarinin %20’den %0’a diismesine ve tedavi yanitsizligina sebep
olur (Maffeis et al., 2019) . RAS sinyalizasyonu ayni zamanda EMT’da da rol alir.
KRAS mutant tiimorlerde MMR defekt olasilig1 daha diisiik izlenip daha yiiksek gradli
ve proksimal sag kolonda daha fazla yerlesim gostermislerdir (Gonsalves et al., 2014).
KRAS wild metastatik kolon kanseri hastalarinin cetuximab ve panitumumab gibi EGFR
hedefli tedavilere daha iyi yanit verdigi ve bu tedavilerle daha uzun sag kalimlar

izlendigi bildirilmistir (Lievre et al., 2006).

2.2.2.NRAS ve HRAS
Kolon kanseri vakalarinda NRAS mutasyon insidansi %5-8 iken HRAS mutasyonu %3
gibi cok nadir izlenir (Maffeis et al., 2019).

2.2.3.BRAF

BRAF geni, Ras/Raf/MAPK/ERK yolagindaki anahtar genlerden biridir. Hucresel
blyume, ¢ogalma, farklilasma, gd¢ ve apoptozis gibi birgok temel hucresel sireci
dizenler (Dhillon, Hagan, Rath, & Kolch, 2007). BRAF mutasyonlari, MAPK sinyal
yolunun yapisal aktivasyonuna yol acar ve artmis kinaz aktivitesi sonucunda azalmis
apoptozis, artan invazyon ve metastazlar izlenir. BRAF mutasyonlarinin birkag alt tipi
vardir ama en sik goriileni kodon 600'de gelisen BRAF V600E mutasyonudur ve kolon
kanserinde insidans1 %10-15’tir (Cen et al.,, 2021; Gonsalves et al., 2014). BRAF
mutasyonu daha c¢ok proksimal sag kolon kanserlerinde izlenip yiiksek gradli koti
diferansiasyon ile, MSI-H, lenf nodu ve peritoneal metastaz ile seyreder. Son
calismalarla MAPK aktivasyonunun, IL-10, VEGF, PD-1, TREG vb. gibi
immdansupresif faktorlerin artisina yol actigt ve BRAF mutant kolon kanserlerin
geleneksel tedavilere direngli oldugu gosterilmistir (Cen et al., 2021; Reddy, Reuben, &
Wargo, 2016).
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2.3.Kolon Kanseri ve TNM Evresi

Timor invazyon derinligi, lenf nodu ve uzak organ tutulumlarina dayanan geleneksel
TNM siniflamasi (Sekil 2.3 ve 2.4) prognoz ve tedavi karari igin 6nemli bilgi verse de
kigiye 6zel tedavi yanitlari ve sag kalim sonuglarini predikte edemez.

Lokalize ya da erken evre hastalik, kanserin kolon disina ¢ikmadigi evre I, IIA ve 1IB
kanserleri; Bolgesinde yayilmis hastalik kanserin kolon disina ¢ikip ¢evre dokulara veya
bolgesel lenf nodlarina ulastigi evre IIC ve III kanserleri; Uzak metastatik hastalik
kanserin karaciger, akciger, uzak lenf nodlar1 gibi viicudun uzak bolgelerine yayildigi
evre IV kanseri ifade eder. Kolon kanseri i¢in 5 yillik rélatif OS orani lokalize hastalikta
%091; bolgesinde yayilmis hastalikta %72; uzak metastatik hastalikta %14’tiir (Siegel et
al., 2021). Kolon kanseri heterojenitesi ve molekiiler alt siniflarin tanimlanmasi ile lokal
immin duzenin DFS ve OS i¢in en 6nemli prognostik faktor (Pages et al., 2010) oldugu
gosterilse de klinik pratikte tedavi ve takip karar1 hala TNM evrelemesine gore

yapilmaktadir.

Tis Intramukozal karsinom (lamina propria ile sinirli)
T1 Timér submukozaya invaze
T2 Tumér muskularis propriaya invaze
T3  Tumor muskularis propriayi gecip perikolorektal dokulara invaze
T4a Tumdr viseral peritona invaze (biyiik kolon perforasyonu da dahil)
T4b Tumdér direkt olarak cevre dokulara yapismis veya invaze etmis
N LENF NODU
NO Lenf nodu metastazi yok
Nla 1 Bélgesel lenf nodu metastazi
N1b 2 veya 3 bélgesel lenf nodu metastazi
N1c Bolgesel lenf nodu metastazi yok fakat subseroza, mezenter ve peritonsuz perikolik dokularda timér depositleri mevcut
N2a 4 -6 bolgesel lenf nodu metastazi
N2b 7 veya daha fazla bélgesel lenf nodu metastazi
M METASTAZ
MO Metastaz yok
M1la Periton metastazi olmadan tek uzak organ metastazi
M1b  Pperiton metastazi olmadan =2 uzak organ metastazi

Mic periton metastazi ¥ uzak organ metastazi

Sekil 2.3. Kolon kanseri 8. AJCC TNM siniflamasi



EVRE 0 Tis NO MO
EVRE 1 T1, T2 NO Mo
EVRE 2A T3 NO MO
EVRE 2B Tda NO Mo
EVRE 2C T4b NO Mo
EVRE 3A T1-T2 N1/Nlc MO
EVRE 3A T1 N2a MO
EVRE 3B T3-T4a N1/Nic MO
EVRE 3B T2-T3 N2a Mo
EVRE 3B T1-T2 N2b MO
EVRE 3C Taa N2a MO
EVRE 3C T3-T4a N2b MO
EVRE 3C T4b N1-N2 Mo
EVRE 4A Herhangi T Herhangi N Mila
EVRE 4B Herhangi T Herhangi N M1lb
EVRE 4C Herhangi T Herhangi N Milc

Sekil 2.4. Kolon kanseri 8. AJCC TNM smiflamasi

2.4.Kolon Kanseri ve MSI

Mikrosatellitler insan genomu boyunca daginik yerlesimli, ¢iftler halinde tekrar eden
kisa DNA dizileridir. Mikrosatellitlerde olusan hatalar MMR genleri tarafindan
diizeltilir. Mismatch onarim sistemi DNA replikasyonu sirasinda kimyasal veya fiziksel
hasar nedeniyle olugsan anormalliklerin taninmasi ve eksize edilmesinden sorumludur.
MSI durumu, DNA mismatch onarim aktivitesinin kaybindan kaynaklanan degisken bir
fenotiptir. MSI, tum kolon kanseri hastalarin yaklasik %15'inde tespit edilir. Bunlarin
%3'U Lynch sendromunda izlenirken ve diger %12’sine ise sporadik veya MLH1

geninin promotdriin kazanilmis hipermetilasyonu neden olur.

MSI farkli sekilde tanimlanmadigi stirece MSI-H/ MSI yiiksek anlamina gelen ve
Bethesda kilavuzuna gore mikrosatellit panelin %30’unun mutasyona ugradigi durum
olarak tanimlanir. En az 1 mikrosatellit mutasyonu olup ama panelin <%30 olan kolon
kanserleri MSI-L/diisik MSI-H tumorlerdir. MSI, PCR ve IHC yontemi ile
degerlendirilebilir. Kolorektal kanserlerde bu iki yontemin sonuglarinin benzer oldugu
gosterilmistir. Genetik analiz yapilamayan durumda MMR genlerin eksprese ettigi
MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 proteinler IHC yontemle tayin edilerek MSI durumu
belirlenebilir (Boland & Goel, 2010). Tam negatiflik kayip olarak kabul edilmektedir.
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En stk MLH1 ve MSH2 de kayip bildirilmistir. MLH1’e PMS2 kaybi, MSH2’e MSH6
kayb1 eslik edebilir. Lynch sendromunda g¢ogunlukla MLH1 ve MSH2 germline
mutasyonlari izlenirken sporadik kolon kanserlerinde MLH1’in hipermermetilasyonu

veya eslik eden BRAF mutasyonu saptanir (K. M. Murphy et al., 2006).

Kolorektal kanserlerin yaklasik %15’i, DNA mismatch onarim gen hasart sonucu MSI-H
formunda prezente olur ve bu tiimorlerde 6zellikle CD8+ T lenfosit infiltrasyonu artmis
izlenmistir (Pages et al., 2010). Mismatch onarim defektleri sonucunda multiple
immdunojenik peptidler olusur ve anti-tumodr immdin yanitt uyarir. Artmig TIL olan MSI-
H tiimorlerin sag kalimlart MSI-L tiimorlerden daha uzun oldugu gosterilmistir. Ayni
zamanda MSI, kemoterapi yanit prediksiyonu i¢in de arastirilmigs ve MSI-H kolon
kanserlerin kemoterapiden yarar goérmedigi; opere edilmis MSI-H kolon kanserinde
adjuvan 5-FU bazli kemoterapi ile 6liim riskinin evre 1I’de 3 kat, evre III’de 2 kat arrtig1
bildirilmistir (Boland & Goel, 2010; Ribic et al., 2003). Mekanik olarak, MSI-H kolon
kanserinde genetik instabiliteye bagli Uretilen neoantijenlerin potansiyel tiimoére 0zgu
efektor T hiicrelerinin sayisini arttirdigi disiiniilmektedir ve bu efektér T hicreler
ICI’ler tarafindan aktive edilebilir. Bu hipoteze dayanarak MSI-H kolon kanserlerinde

imminoterap6tik tedavilerin etkinligi son donemlerde kanitlanmistir.

2.5. Kolon Kanseri, immun Mikrocevre ve T Hiicre Konstitiisyonu

Immun sistem ana islevi savunma olan, dolasim sistemi ve bagisiklik sisteminin pargasi
bir organ sistemidir. Genis bir lenf agindan, lenfatik damarlardan, lenf diigiimlerinden,
lenfoid organlardan ve lenfoid dokulardan olusur. Primer lenfoid organlar,
olgunlagsmamis progenitor hiicrelerden lenfositler iiretir. Timus ve kemik iligi, lenfosit
dokularinin iiretimi ve erken klonal se¢iminde rol oynayan primer lenfoid organlari
olusturur. Lenf nodlarin1 ve dalagi igeren sekonder lenfoid organlar, olgunlasmis naive
lenfositleri barindirir ve adaptif immiin yanit1 baglatir. Sekonder lenfoid organlar, antijen
aracili lenfosit aktivasyon bolgeleridir. Aktivasyon klonal genislemeye ve afinite
olgunlasmasina yol agar. Olgun lenfositler, spesifik antijenleriyle karsilasana kadar kan
ve sekonder lenfoid organlar arasinda dolasir (Ruddle & Akirav, 2009). Tersiyer lenfoid

organlar; kronik enfeksiyon, transplante organ rejeksiyonu, bazi kanserler ve otoimmiin
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hastaliklar gibi kronik inflamasyon bolgelerinde periferik dokularda olugan anormal lenf
diigiimii benzeri yapilardir. T ve B huicrelerinin bu organize birikimleri sekonder lenfoid
organlara benzer ve oto-reaktif efektor hiicreler Uretir. Lenf nodlari ve tersiyer lenfoid
organlar arasindaki dikkate deger bir fark, birincisinin kapsiillenmis olmasi, ikincisinin
ise bir organ veya doku iginde sinirli immdiin ve stromal hicrelerden olugmasidir (Yin,
Mohanta, Maffia, & Habenicht, 2017).

Immiin sistem, kanserlerin olusumunda ve ilerlemesinde de 6nemli rol oynar. immiin
kontrol noktasinin bloke edilmesinin, bir¢ok tumor tiplerinde anti-timér bagisiklik
tepkisini iyilestirmede etkili oldugu kanitlandiktan sonra bile timér imminoterapisi hala
birgok bilinmeyen ile arastirilmaktadir. Lenf nodlari ve tersiyer lenfatik dokularin kanser
immin mikrogevresinde énemli modulatér rolleri oldugunu (Lin, Hu, Zhang, & Hu,
2019) ve lokal anti-timor immin yanit etkinligini destekledigi bildirilmistir (Colbeck,
Ager, Gallimore, & Jones, 2017).

Tumor mikro-gevresi, timoriin biyolojik davranigini etkileyen birgok hiicresel ve
molekdiler faktorler icerir. Tumoru infiltre eden immun hicreler bu mikrogevrenin esas
oyuncularidir. Immiin gozetim sadece tiimdriin eliminasyonunda degil ayn1 zamanda
denge ve kagis fazinda da tiimor kontroliinde gorevlidir. Son zamanlarda yapilan
calismalarla mikro-gevrede etkili farkli immdin hucrelerin bir kisminmn iyi prognozla
iligkili olup bir kisminin ise immin gozetimi engelledigi, anjiogenezi ve invazyon

yetenegini arttirdigi gosterilmistir (Blank et al., 2016).

CD@8+sitotoksik T lenfositler, CD4+ Th, NK hicreleri, makrofajlar gibi dogal ve adaptif
immdin sistem hcreleri ile bunlardan salgilanan interferon gama ve IL-12 gibi sitokinler
insan karsinomunun sekillendirilmesi ve ortadan kaldirilmasinda yer aldigi gosterilmistir
(Hou et al., 2013). T htcresi uygun timor antijeni ve MHC kompleksi ile birlesimi
sonrast hizli bir sekilde aktive olarak farklilasmaya ugrar. Tiimor antijenine karsi
olusturulan nihai T hiicre cevabi hastaligin sonlanisint olumlu veya olumsuz
etkileyebilir. Kansere kars1 immun sistemi kontrol etmedeki anahtar rollerinden dolay1 T
hlcreleri ve imminoterapotik ajanlarla etkinlestirilmesi onkolojide devrim niteliginde

bir degisim yaratmustir.
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Yapilmis caligmalarda CTL, hafiza T hiicreleri ve yardimec1 T hiicre alt popiilasyonlari
kanserin prognozunda 6nemli oldugu; 6zellikle CD8+ CTL tumér infiltrasyonu iyi bir
prognoz ile iligkili oldugu buna karsilik, diger yardimer T hiicre alt popiilasyonlarinimn iyi
veya kotl prognostik etkilerinin kullanilan yonteme ve arastirilan kansere gore degistigi
bildirilmistir. Son ¢alismalarda immin infiltrasyon tayininin AJCC TNM smiflandirma
sisteminden daha fazla prognostik 0Onemi oldugu gosterilmistir. Kolon kanseri
smiflamasinda gunimuze kadar histolojik morfoloji, molekiler yolaklar, mutasyon
durumlar1 ve timor gen ekspresyonlari gibi ¢ok sayida 6zellik kullanilmis olsa da
rekurrens ve 6lim icin yiiksek risk altindaki hastalar1 tahmin etmede etkili intratimoral
veya peritimdral immin yanit belirtegleri siniflamada kullanilmamigtir (Pages et al.,

2018).

Lenfoid dokularda immin hiicre profillemesinde en sik kullanilan yéntem IHC-
mikroarray analiz ve Flow sitometri analizidir. Flow sitometrik yontem bircok
belirte¢/antikor kullanilarak immin hucrelerin kiigiik alt popiilasyonlar1 da dahil immdn
profil karakterizasyonu ve kantitatif 6lcimini yapabilen yaygin bir inceleme teknigidir.
Yontemin kalitatif ve kantitatif avantajlarinin yaninda dezavantajlar1 da vardir; 6rnegin
flowsitometrik analizlerde taze doku gereklidir ve immun infiltratlarin dagilimi,

organizasyonu veya mikrogevre ile iligkisi hakkinda bilgi veremez.

251.CTL

Naive CD8 T hiicreleri, MHC smif I molekiilleri tizerinde sunulan antijenleri tanir ve
aktive edildiginde CTL'ler haline gelir. Dendritik hiicreler gibi APC'ler tipik olarak TCR
ve CD8 koreseptor-CD80/86- tarafindan tanmman MHC smif I araciligiyla endojen
peptitler sunar. Kanser hiicrelerinden kaynaklanan degismis veya asir1 eksprese edilen
peptitler dendritik htcrelerce veya tumor hicreleri Gzerinde direk sunulur ve TCR
angajmani ile antijen spesifik CTL’ler aktive olur. CTL’ler, anti-timér bagisikligmin
ana gucleri olarak kabul edilir. Timor antijenlerinin taninmasi ve tlimoral hiicrelerin
dogrudan veya TNF aracili indirekt 6ldlrilmesi yoluyla timor immiin reddine aracilik
eder. Timor mikrogevresindeki CTL’ler, sitotoksiteyi destekleyen IL-2, IL-12 ve IFNy

Ureterek antitimor etkinligi arttirirak prognozu iyilestirir. Kanser immin yanitinda
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aktive olan CTL’lerin ¢ogu kisa siireli anti-timor etkilerinden sonra apoptozis ile hicre
olimane gider (K. Murphy & Weaver, 2016).

Kolon kanserinde lokal ve sistemik immin yanitta tiimori infiltre eden T lenfositleri -
TIL- 6zellikle CD8+ CTL invazyon/metastaz durumu ve sag kalimi belirleyen en 6nemli
alt gruptur (Leman et al., 2018). Cerrahi ile tedavi edilen erken evre ve bolgesel yayilmis
hastalikta immin infiltratin prognoz tizerindeki etkisi degerlendirilmis, hem merkezi
hem de invaziv marjinde diisiik CD3+ ve CD8+ lenfosit yogunluklar1 sag kalim siireleri

acisindan en koOtu post-operatif sonuclar: géstermistir.

2.5.2.Th & Naive T htcreleri

Naive T hiicreleri, maturasyonunu tamamlamis ve timustan ayrilmig fakat heniiz kargilik
gelen antijeniyle karsilasmamis bir T hiicresidir. Baska bir deyisle, naive T hicreleri
olgunluk ve aktivasyon arasindaki agsamadadir. Her naive T hcresi, belirli bir antijeni
tantyan benzersiz bir TCR'ye sahiptir. Naive T hicrelerinin aktivasyonu sekonder
lenfoid dokularda gergeklesir. Naive T hiicre yiizey markerlart CD4+CCR7+CD45RO
negatif olarak tanimlanmistir (Larbi & Fulop, 2014).

Immin yanitinin erken evrelerinde antijene dzgii T hiicreleri ko-stimlator molekdller ve
sitokinler araciligi ile efektor T hiicrelere polarize olur. T hiicre polarizasyonu ‘lincage
spesifik transkripsiyon faktorlerince’ diizenlenir ve ¢ok sayida sitokini upregiile ederek
efektor T hucrelerin farkli tiplerine ‘irreversible’ doniismesini saglar (O'Shea & Paul,
2010). Aktive edildikten sonra, naive CD4+ T hiicreleri, sirastyla IFN-y ve IL-4
salinimina bagli Thl ve Th2 hiicreleri adi verilen fonksiyonel alt kiimelere; FOXP3 ve
IL-17 salinimina bagli TREG ve Th17 hiicrelerine farklilasir (Zhou, Chong, & Littman,
2009). Yeni sitokinlerin arastirilmasi ile Th9, Th22 ve Th25 gibi ek yeni Th alt gruplari
da tamimlanmustir (Tuzlak et al., 2021).

2.5.3.Thl
Hem NK hiicreleri hem de T hiicreleri tarafindan tretilen IFN-y'nin yani sira dogal
bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen 1L-12, STAT4, STAT1 ve T-bet transkripsiyon

faktoru etkisi ile hucreleri Thl hicre farklilasma programina dogru polarize eder (Seder
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& Ahmed, 2003; Szabo et al., 2000). Thl hucreleri, tiberkiloz gibi gesitli hiicre igi

enfeksiyonlara karsi koruma i¢in gereklidir.

Hayvan c¢aligmalarinda kolon kanseri xenograftlarda kronik stres ile kolon kanseri
progresyonunun indiiklendigi ve hem dolasim hem de timoér mikrogevresinde Thl
yanitindan Th2 yanitina immiin kayma oldugu gésterildi (Hou et al., 2013). insan klinik
calismalarinda da kolon kanserinde Thl hiicrelerin suprese oldugu ve hayvan
calismalarina benzer sekilde Thl yamitin Th2’ye kaydigi desteklendi (Nakayama,
Kitayama, Muto, & Nagawa, 2000).

2.5.4.Th2

Th2 farklilagmasinda, TLR stimiilasyonuna yanit olarak antijen sunan hiicrelerden
uretilen IL-4 varliginda, STAT6 ve transkripsiyon faktorii GATA-3 ekspresyonu artar,
Th’lar IL-4 Ureten Th2 hicrelerine polarize olurlar (Pepper & Jenkins, 2011; Seder &
Ahmed, 2003). Th2 hiicreleri IL-4, IL-5 ve IL-13 Uretir ve helmintleri ve diger hiicre dis1
patojenleri kontrol etmek i¢in hiimoral bagisiklik i¢in gereklidir (Zhou et al., 2009). Th2
baskinlig1 astimda, atopik dermatitte, neoplastik hastaliklarda 6zellikle kolon kanserinde

izlenir (Nakayama et al., 2000).

CD4+ efektor T hicrelerinin imminosupresif Th2 hiicrelerine dogru polarizasyonunun
sitokin salinimint ve T hiicre anerjisini indiikledigi, bunun da tiimoér ile iligkili
makrofajlarin (TAM'ler) M2 polarizasyonuna yol agarak pro-tiimorijenik bir mikrogevre
sagladig1 ve anti-timor bagisikligr azalttig bildirilmistir. Yiksek Th2 oranlari ile agresif
timor Ozellikleri ve timorh destekleyen immin c¢evre arasinda iliski oldugu

gosterilmistir (Ellyard, Simson, & Parish, 2007).

2.5.5.Th17

Th17 hicreleri 1L-17, IL-17F ve IL-22 iiretir ve 6zellikle mukozal yiizeylerde hiicre dis1
bakteri ve mantarlarin temizlenmesinde 6nemli roller oynar. Th17 hiicre farklilagmasi,
STATS3 fosforilasyonunu aktive eden proinflamatuvar sitokinler 1L-6, IL-21 ve IL-23 ile
kombine TGF-f tarafindan indiiklenen bir transkripsiyon faktorii olan ROR yt' i
gerektirir (Colbeck et al., 2017). Literatiirde Th17 ile ilgili ¢eligkili sonuglara varan

calismalar mevcuttur. Calismalarin ¢ogunda Th17 kolon kanseri, akciger kanseri,
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hepatoseliiler karsinomada kotii prognostik tanimlanirken bazi g¢aligmalarda timor
regresyonunda rol alabilecegi bildirilmistir (Bruni et al., 2020; Fridman et al., 2012;
Schmitt & Greten, 2021). Th17 hiicrelerin salgiladigi IL17’nin tumdr hicrelerinden ve
timor iligkili stromadan protiimoérijenik faktorler salgilattigi gosterilmistir. Ayrica
Th17’lerin birbirinden farkli dual prognostik ozellikleri oldugunu gosteren ¢alismalar
intraepitelyal Th17 hiicrelerin daha uzun sag kalim ile iligkili oldugunu ama stromal

Th17 hiicrelerin olmadigini gostermistir (Amicarella et al., 2017; Bruni et al., 2020).

2.5.6.TREG

TREG hicreleri Foxp3'in ekspresyonu ile karakterize edilir. Foxp3, Treg hticrelerinin
fonksiyonel programini belirlemede ve siirdiirmede kritik bir rol oynar. Foxp3+ Treg
hicrelerinin iki ana grubu tanimlanmustir: Timusta dogal olarak ortaya ¢ikan CD4+
CD25+ Foxp3+ TREG hicreleri ve periferde uretilen TGF-g ile indiklenen iTREG
hiicreleri (Zhou et al., 2009). IL-10, aktive edilmis TREG’ler tarafindan salinan major
immdunosupresif sitokindir. Hem Thl hem de Th2 hicrelerini baskilar, boylece ko-
stimdlator sinyallerin B hicrelerine iletilmesini engeller. Her iki tip de periferik

toleransin korunmasi ve otoimmiinitenin 6nlenmesinde gérevlidir.

Ilging bir sekilde insan timusu, kan, lenf diigiimleri ve dalaktaki TREG orani tiim CD4+
T hucrelerinin %6 ila %10'unu olusturur. Bu da farkli lenfoid bolumler arasinda TREG
hiicrelerinin esit dagilimi oldugunu gostermektedir (Wei, Kryczek, & Zou, 2006).
Dolagimdaki CD4+ T hiicrelerinin %5°’1 TREG iken intestinal lamina propriadaki CD4+
T hicrelerin %20-30’'unu TREG’ler olusturur (Virella, 2020). intestinal TREG’ler
PTREG olarak tanimlanir ve mikrobiyotaya verilen immin yaniti baskilarlar, ancak
enfeksiyon sirasinda bu hiicreler proinflamatuvar Thl'lere veya Th2’lere doniisebilirler
(Virella, 2020). Kemik iliginde ise dikkat ¢ceken dnemli bir 6zellik CD4+ populasyonun
%?25’den fazlasin1t TREG’lerin olusturmasi ve diger lenfoid dokulardan ¢ok daha fazla

rezervuara sahip olmasidir (Wei et al., 2006).

Meme, over, mide kanserlerinde kotl prognostik faktor olarak bildirilen TREG
infiltrasyonu kolon kanserlerinde tartigmalidir; iyi prognostik oldugunu bildiren

caligmalar (Hu, Li, & Wang, 2017; Ling et al., 2016) oldugu gibi daha kétii sag kalim ile
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iliskili oldugunu gosteren ¢alismalarda mevcuttur (Yaqub et al., 2008; Zhang, Kelaria,
Kerstetter, & Wang, 2015). Yapilmis ¢alismalarda kolon kanserinde TREG
infiltrasyonunun iyi prognozla iliskili oldugu, FOXP3+TREGlerin artmis intratiimdral
veya peritiimoral infiltrasyon yogunluklarinin OS ile pozitif korelasyonda, TNM evresi

ile negatif korele oldugu bildirilmistir (Hu et al., 2017; Ling et al., 2016).

2.5.7. Gamma/Delta T hucreleri

CD3+ T hiicrelerin biiylik cogunlugu aff TCR igerirken kiiciik bir kismi alternatifi yo
TCR heterodimerini eksprese eder. yd T hiicreleri, af T hiicreleri ile tim sitotoksik
ozellikleri paylasan ancak ayni zamanda innate lenfositlere benzer sekilde NK
reseptorleri de eksprese eder. Bu sekilde MHC-sinirlamasiz gesitli antijenleri-proteinleri,
peptid olmayan antijenleri taniyabilirler ayrica timusta olgunlasir ve onceden aktive
edilmis bir durumu korur, yani bir efektor T hiicresine klonal genisleme veya farklilasma
gerektirmezler (Nussbaumer & Koslowski, 2019). Patojen tanima ve temizleme,
APC’lerin toplanmasi ve maturasyonu, off T hicrelerine direk antijen sunumu ve
stimulasyonu gibi tanimlanmus islevlerinden dolay1 dogal ve adaptif immin sistemleri
arasinda onemli bir koprii olarak kabul edilir. Ek olarak, yd T hiicreleri doku
homeostazina ve yara iyilesmesine de katkida bulunur (Nussbaumer & Koslowski,
2019).

Tumor hacreleri, yuzeylerinde MHC siif I molekiilleri diisiik eksprese etmeleri ve
tmor antijenlerin immdn hucrelere sunum oOncesi isleme donemindeki defektleri
sayesinde tiimor spesifik T hiicre saldirisindan kagabilme yetenegine sahiptirler (Di
Carlo et al., 2013). Gamma/Delta T hcreleri antijen spesifikliginin 6nemli bir yonii
adaptif bagisikliktan once tumor hedeflerini direk tanima ve 6ldiirme kapasiteleridir
(Gober et al., 2003).Bir ¢ok kanser tiiriiniin ¢alismalarinda yo T hiicrelerinin TIL’lerin
onemli bir komponenti oldugu gosterilse de periferik kan T lenfositlerin <%0,5-5’i yd T
hiicreleridir fakat lenf nodu ve dalakta bu oran daha diisiik bildirilmistir (Di Carlo et al.,
2013; Lee, Chung, & Kim, 2020).

TCR-yd'yi eksprese eden T hiicreleri, olagandis1 bir doku dagilimina sahip benzersiz bir
lenfosit populasyonunu temsil eder. Bu hiicrelerin, epitel i¢in herhangi bir 6zel tropizm
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olmaksizin hem organize lenfoid dokularda hem de deri ve bagirsakla iliskili lenfoid
sistemlerde bolca oldugu (Gober et al., 2003) ve yiizey marker1 pan-yd TCR tasidigi
tanimlanmistir (Moncunill, Han, Dobano, McElrath, & De Rosa, 2014). V41 and V62
subgrouplar1 olup periferik kanda en stk V42 variant gorulir. Bu iki subgroup disinda
fenotipik olarak yo T hiicrelerinin yaklasik %40-601 CD28 eksprese eder ve yo T
hiicrelerinin  aktivasyonu iizerine CD28 ekspresyonu azalir(Lee et al., 2020).
Gamma/Delta T lenfositler ¢cogunlukla CD4~ CD8" double negatif veya CD4~ CD8*
izlenirler. Nadir bir sekilde IL-2-inducible Tcell kinase -ITK- eksikliginde CD4* y6 T
hicrelerinin artmis gelisimi izlenmistir (Qi et al., 2009).

IL-2-inducible Tcell kinase -1TK- nonreseptor tirozin kinaz olan TEC kinaz ailesinin bir
uyesidir ve T hticrelerince eksprese edilirken TCR sinyalizasyonundan sorumludur. TCR
aktivasyonunda, ITK, fosfolipaz-yl'i fosforile eder ve aktive eder, bu da kalsiyum
akisma ve ayrica niikleer faktor-kB'nin aktivasyonuna, aktive edilmis T hicresinin
niikleer faktoriine ve RAS yolagi aktivasyonuna yol acar (Qi et al., 2009). ITK’nin y6 T
hiicrelerinin farklilagmasini ve islevini diizenledigi gosterilmistir. Bu hiicreler baskin bir
v6 TCR tasir, ancak bu onlarin gelisimi i¢in bir gereklilik degildir. Bu hiicreler, MHC
smif I veya smif II ekspresyonunun yoklugunda da gelisir, bu da klasik T hiicrelerinin
yan1 sira NKT hiicreleri ve innate hafiza T hcreleri gibi nonkonvansiyonel T
hiicrelerinden bagimsiz bir gelisim yolu oldugunu diisiindiiriir. CD4~ ve CD4* y& T
hicreleri, yd T hiicrelerinin 2 bagimsiz alt kiimesi olabilir ve bu CD4+ yd T hiicreleri
genel olarak IL-4 salgilayabilir (Qi et al., 2009).

Gamma/Delta T hicreleri, NK hiicre reseptorlerini yiiksek ekspresyonlar1 sayesinde
stres ligandlarina MHC-sinirlamasiz, klonal olmayan sekilde ve TCR spesifik ligandlara
baglandiklar1 anda cevap olustururlar. Fas ligand ve TNF iligkili apoptozis indiikleyici
ligand aracili direk sitotoksite, Thl sitokin sekresyonu, granzim ve perforin sekresyonu
ile dogal imminite; APC toplanmasi ve maturasyonu, T hiicre ve B hucre aktivasyonu

ile adaptif immdaniteyi yonetir (Nussbaumer & Koslowski, 2019).
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2.5.8. Santral Hafiza T Hucreleri ve Efektor Hafiza T Hucreleri
PBMC'lerdeki CD4+ hafiza T hucrelerinin alt gruplari, yuksek endotelyal venler
yoluyla lenf nodlarina ‘homing’e aracilik eden bir molekiil olan CCR7’nin hiicre

yiizeyinde ekspresyonuna dayali olarak tanimlanir (Pepper & Jenkins, 2011).

Antijen ile aktivasyon sonrasi olusan, hiicre ylzeylerinde CD45RO eksprese eden
efektor Th’larin %5-10’1luk bir kismi1 uzun siireli yasayabilen, farkl fenotiplerdeki hafiza
hlcrelerine doniisiir. Bu hafiza hiicre fenotiplerinden biri sekonder ve tersiyer lenfoid
dokular arasinda dolasan ‘santral hafiza T hiicreleridir. Bu hicreler esas olarak lenfoid
dokularla sinirhidir ve lenfoid ‘homing” molekilleri CD62L ve CCR7'yi eksprese
ederler. CM hicrelerin yiizey markerlari CD4+CD45RO+CCR7+ olarak tanimlanmigtir
(Larbi & Fulop, 2014; K. Murphy & Weaver, 2016). Santral hafiza T hiicreleri tekrar
efektor T hiicrelerine doniisebilmek igin sekonder veya tersiyer lenf nodlarinda yeniden

uyarilmalar1 gereklidir.

Hafiza T hucre fenotiplerinden bir digeri de lenfoid dis1 periferik dokular arasinda
dolasan ‘efektdr hafiza T hiicreleridir. Bu hiicreler enfeksiyonlara ve tlimorlere karsi ilk
immin savunma hattidir. Hizli efektor fonksiyonlara aracilik ederler, dolasimda ve
lenfoid dis1 dokularda bulunurlar. Efektér hafiza T hiicreleri CD45RO+ olup lenfoid
‘homing’ molekulleri CD62L ve CCRT'yi hi¢ eksprese etmez ya da ¢ok az eksprese
ederler. TEM hiicrelerin yiizey markerlar1 CD4+CD45RO+CCR7 negatif olarak
tamimlanmustir (Larbi & Fulop, 2014; K. Murphy & Weaver, 2016).

2.4.9. Immun Checkpoint Reseptorleri

Patojenlere ve mutasyonlu veya asir1 eksprese edilen tiimor antijenlerine karsi
gelistirilen kontrolsiiz immin yanit arkasinda maruziyet bolgesinde inflamatuvar doku
hasar1 birakarak normale doner. CTLA4 ve PD1 gibi immin checkpoint-ICP-
molekiilleri, iste bu olusabilecek immun hasar1 6nlemek i¢in immin yanitlarin negatif
dizenleyicileridir. Bu Kkontrol noktas1 diizenleyiciler, enfeksiyonlarin immdan
savunmasinda, otoimmunitenin Onlenmesinde, transplantasyonun rejeksiyonunun
onlenmesinde ve tumoérin immin gézetimden kagmasinda aktif olarak rol alir (Miko,

Meggyes, Doba, Barakonyi, & Szereday, 2019).
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Immun checkpoint reseptérleri birgok immun hiicrenin tizerinde bulunan molekdllerdir.
Ik tamimlanan ICP CTLA4’tiir. CTLA-4, immiin co-stimlatér CD28'in bir homologu
olan transmembran glikoproteinidir. CTLA-4, CD28'in islevini nétralize ederek kendi
proteinlerine karsi periferik tolerans gelistirmede 6nemli bir rol oynar. TCR'nin antijen
ile birlesmesini takiben, CD28, APC'ler iizerindeki CD80 ve CD86 proteinlerine
baglanarak T hiicresi aktivasyonu i¢in ikinci sinyali saglar. CTLA-4, bu CD80/86
proteinlerini yaklasik 20 kat daha fazla affinite ile baglar ve bu nedenle baglanma igin
CD28'i geride birakabilir. T hucreleri Gzerindeki inhibitor etkilerini indiklemek igin
CTLA-4, sinyal yolaklar1 bagimli veya bagimsiz mekanizmalarmi kullanir. CTLA-4,
CD80/86 proteinlerine baglandiktan sonra fosforile olur ve ardindan PI3K'y1 baglar. Bu,
SHP2 ve PP2A fosfatazlarinin aktivasyonuna yol agar. CTLA-4'Un SHPZ2’yi aktive
etmesi CD3( zincirinin fosforilasyonuna yol agar, boylece TCR'nin sinyal potansiyelini
siirlar. Sinyal yolagi bagimsiz mekanizmalar araciligiyla CTLA-4, transendositoz
yoluyla CD80 ve CD86'y1 APC yiizeyinden aktif olarak ¢ikarabilir, bdylece aktivasyon
durdurulabilir (Pardoll, 2012; Passardi, Canale, Valgiusti, & Ulivi, 2017).

PD-1, lenfoid organlarda T hucresi aktivasyonunu duzenlemenin aksine, ¢ogunlukla
dokular ve timorler icindeki efektdr T hucre aktivitesini duzenler (Pardoll, 2012).
CTLA-4 esas olarak naif T hicrelerini etkilerken, PD-1 birincil olarak periferik
dokulardaki ve tumoér mikrogevresindeki olgun T hicrelerinde, B hcrelerinde,
APC'lerde ve NK hcrelerinde de eksprese edilir. PD-1 sinyal yolagi, PD-L1 ve PD-L2
ligandlar1 ile etkilesim ile baslar, T hicre kinaz ZAP70'in fosforilasyonuna ve
inaktivasyonuna ve SHP2'nin aktivasyonuna, SHP2 aracili PI3K'm de-fosforilasyonuna
yol acarak Akt yolagini durdurur. Bu inhibisyon da inflamatuvar sitokinlerin ve Bcl-xL
gibi hicre sag kalim proteinlerinin iiretiminin azalmasina yol agar. CTLA-4'e benzer
sekilde, PD-1, Treg'lerde yiiksek oranda eksprese edilir ve ligand baglanmasi iizerine
proliferasyonlarin1 ve baskilayici aktivitelerini arttirir (Pardoll, 2012; Passardi et al.,
2017).

ICP’lerin, T hiicresinin kendi proteinlerine ve tiimor antijenlerine verdigi yanitlari
module ederek immin homeostazi diizenlemede &nemli rol aldig1 yapilan klinik ve

preklinik calismalarla kanitlanmistir. Daha sonrasinda ICP yolaklarmin bloke
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edilmesinin anti-tumodr immunite Gzerine etkili olup olmadigini arastirilmis ve preklinik
caligmalarda ICP inhibitorlerle kanser modellerinde basarili anti-timor immin yanit
alimmasindan sonra klinikte bir ¢ok kanser tliriinde denenmis, antitiimor etkinlikleri ve
sag kalimlar1 iyilestirdikleri kanitlanmistir. Kolon kanserinde de anti-tumér immin
yanitt gelistirmek i¢in multiple ICP’ler hedeflenmistir (Pardoll, 2012; Passardi et al.,
2017).

Her ne kadar kolon kanserinde ICP inhibitor tedavilerin preklinik ve klinik verilerde
etkinlikleri sinirli da olsa kolon kanserinde uygun immunoterapoétik yaklagimlar: bulmak
icin daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Ote yandan MSI, TIL, ‘TMB/tumor mutasyon
yiikii’ ve immiin hiicre ekspresyonlar1 gibi immiinoterapi etkinligi i¢in predikte edecek
biyobelirteclerin kullanilmas: ICP inhibitorlerinin etki etme sansinin artmasina neden
olabilir. MSI-H metastatik kolon kanseri hastalarinda ICP inhibitorleri klinik yarar
gOsterebilse de yaklasik %25'i bu tedavilere direnglidir (Galindo-Pumarino, Collado,
Herrera, & Pena, 2021).

2.5.10.CD4/CD8 Orani

CD4'/CD8" orani, Th’larin CTL’lere oranidir. Saglikli yetiskinlerin periferik kanindaki
CD4'/CD8"* orami yaklasik 2:1'dir ve degismis bir oran, HIV enfeksiyonundaki gibi
immin yetmezlik veya MS, MG gibi otoimmiinite ile ilgili hastaliklar1 gosterebilir.
Kolon mukozasinin IHC analizinde CD4/C8 oraninin hiperplastik polipler ve kolonik
adenomlarda normal kolon mukozasina gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Bedossa
et al.,, 1990). Yapilan klinik ¢alismada multiple primeri olan kanser hastalarinda
CD4/CD8 oraninin saglikli kontrollerden diisiik oldugu, hatta ikinci primer kolon
kanserlerinde bu oranin meme kanserlerine gére daha da diisiik izlendigi bildirilmistir
(Robinson et al., 1999). Baska bir ¢alismada da bu bulgularin tersine kolon kanseri
hastalarinda artmig CD4*/CD8* oranin azalmig DFS ile korele oldugu bildirildi (Flaherty
etal., 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Geregler

3.1.1.Hasta Secimi

Haziran 2020-Temmuz 2021 tarihleri arasinda Antalya Egitim Arastirma Hastanesi
Gastrocerrahi Kliniginde yeni tani kolon kanseri olup opere edilen hastalardan ¢alisma
kriterlerini karsilayanlar ¢aligmaya dahil edildi. Calismaya dahil edilme kriterleri: 18-70
yas aras1 olmak; daha 6nce kanser tedavisi almamis olmak; otoimmin veya inflamatuvar
hastaligi olmamak; immunomodulatér, immunosuppressif tedavi ve non steroidal anti-
inflamatuvar ila¢ kullanmamak; son 6 ayda antibiyotik kullanim 6ykiisii bulunmamak;
ciddi alerji dykist olmamak; senkron ikinci bir malignitesi olmamak; kolonoskopik
biyopsisi aliip histolojik olarak adenokanser tanis1 almis olmaktir.

Tiim hastalar kolon kanseri tanis1 aldiktan sonra onkoloji polikliniginde cerrahi 6ncesi
klinik evrelemesi ve muayenesi yapilarak ¢alisma ile ilgili onamlar1 alind1.15/6/2020 de

hasta alimina baslandi.

Calismaya 44 hasta dahil edildi, lenfosit izolasyon ve dondurma islemleri sonrasi
flowsitometrik analiz i¢in kontrolde lenfosit canliliin1 kaybeden 8 hasta ¢alisma dis1

birakild1 ve 36 hastanin immUnprofilleme ¢aligmalar1 yapilarak analiz edildi.

3.1.2.Evreleme
Cerrahi oncesi hastalar klinik olarak evrelense de nihai evreleme cerrahi sonrasi

patolojik incelemenin sonucunda patolojik AJCC TNM simiflamasma gore yapilmistir.

3.1.3.Cerrahi Orneklerin Almmasi

Intraoperatif primer timori drene eden palpable sentinel ilk tek lenf nodu omentumdan
ayiklanarak yarist lokal T hiicre alt gruplarinin immiinfenotiplemesi igin izotonik NaCl
soliisyonu iginde doku alimini takiben ilk 30 dakikada lenfosit izolasyonu igin Akdeniz
Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama-SBAUM- laboratuvarma transfer
edildi. Lenf nodunun diger yaris1 patolojik evreleme analizi i¢in formol ig¢inde tibbi

patologa gonderildi.
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3.1.4. immunfenotiplendirme Antikor ve Malzemeleri
Immunfenotiplendirme antikorlarindan CD4, PD1 ve ROR yT BD firmasindan diger
tim antikorlar ve malzemeler BIOLEGEND firmasindan temin edilmis ve asagida

listelenmistir.

1. Anti-human CD3 FITC- Biolegend Cat N0:344804

2. Anti- human CD4 APC/Cy7 -BD Cat No: 641398

3. Anti- human CD8 APC-Biolegend Cat N0:344722

4. Anti- human CD25 PerCP/Cy5-Biolegend Cat N0:302626

5. Anti human -T-bet PE/Cy7-Biolegend Cat N0:644824

6. Anti human -GATA3 PE-Biolegend Cat N0:653804

7. Anti human -FOXP3 FITC-Biolegend Cat N0:320106

8. Anti- Hu ROR Gamma T Alexa 488-BD Cat N0:563621

9. Anti human TCR-y3 PE/Cy7-Biolegend Cat N0:331222

10. Anti human -CD45R0O APC-Biolegend Cat N0:304210

11. Anti human -CD194/CCR4 APC-Biolegend Cat N0:359408
12. Anti human -CD197/CCR7 FITC-Biolegend Cat N0:353216
13. Anti human -CD152 /CTLA4 PE-Biolegend Cat N0:349906
14. Anti human -CD279 /PD1 PE-BD Cat N0:557946

15. Cell Staining Buffer-Biolegend Cat No: 420201

16. True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set-Biolegend Cat No:424401
17. APC Mouse IgG2a, « isotype Ctrl-Biolegend Cat N0:400220
18. FITC Mouse IgG1, k isotype Ctrl -Biolegend Cat N0:400108
19. FITC Mouse IgG2a, « isotype Ctrl- Biolegend Cat N0:400210

20. PE Mouse IgGl, « isotype Ctrl- Biolegend Cat N0:400114
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21. PE Mouse IgG2b, « isotype Ctrl- Biolegend Cat N0:400314

22. PE/Cyanine7 Mouse IgG1, k isotype Ctrl- Biolegend Cat N0:400126
Boyanma 6zelliklerine gére immiin hicreler;
Naive T hiicreler: CD4+CD45R0 neg +CCR7+,
CTL: CD3+CD8+,

Thl: CD3+CD4+Thet+,

Th2: CD3+CD4+GATA3+,

TREG: CD4+CD25+FOXP3+,

Total y6 T hicreleri: CD3+ yé +,
Th17:CD4+ROR y T+,

TEM: CD4+CD45RO+CCR7 negatif,

CM: CD4+CD45RO+CCR7+,

ICP’ler ICP1:CTLA4 + ve ICP2:PD1+ ekspresyon duzeyleri T hicreler tzerindeki

ekspresyon olarak analiz edildi.

CCR4: kemokin reseptorl olarak ekspresyon diizeyleri T hiicreler Gzerindeki ekspresyon

olarak analiz edildi.

Tum hastalarda immin T hiicre alt gruplarn rolatif oranlar1 BD-FACS Canto I

Flowsitometri cihazinda hesaplandi ve ylizde olarak istatistik analize sokuldu.

3.1.5.Etik Kurul Onay1
Caliymamiza Saghk Bilimleri Universitesi Antalya Egitim Arastirma Hastanesi Etik

Kurul Bagkanligi tarafindan 26.9.2019 tarihinde 21/19 karar nolu etik kurul onayi
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verilmistir. Calismamiz Akdeniz Universitesi Tez ¢alisma Onerisi protokol no: 28/370,

belge say1: 1/2 ile kabul edilmistir.
3.2.Yontemler

3.2.1.Gen Mutasyon Analizi

KRAS, NRAS, BRAF mutasyonlar1 real time PCR yontemiyle tiimor dokusundan
calisiimistir. KRAS analizde Easy®KRAS kit-Diatech Pharmocogenetics ile Ekzon 2
/Kodon 12 ve 13, Ekzon 3 /Kodon 59 ve 61 ve Ekzon 4 / Kodon 117 ve 146; NRAS
analizde Easy®NRAS kit-Diatech Pharmocogenetics ile Ekzon 2 /Kodon 12 ve 13,
Ekzon 3 /Kodon 59 ve 61 ve Ekzon 4 /Kodon 117 ve 146; BRAF analizde Easy® BRAF
kit-Diatech Pharmocogenetics ile Ekzon 15 / Kodon 600 Qiagen Rotor-Gene Q.slriim

1.1.87 real time PCR cihazinda incelendi.

3.2.2.Intratiiméral ve Peritiiméral TIL Analizi

TIL skorlamada kolon kanseri igin tanimlanmis ‘Uluslararasi Immuno-Onkoloji
Biyobelirteg Calisma Grubu’ tarafindan FFPE dokularda tanimlanmis ve standardize
edilmis skorlama (Hendry et al., 2017) kullamlnustir. Oncelikle tiimér alanini diisiik
blyutmede secildi. Stromal ve intratiimoral alanlari belirlendi. Timor sinirlart disindaki,
nekrotik alanlardaki, fibrotik alanlardaki, abse alanlarindaki, in situ ve displastik
alanlardaki TIL’ler haricindeki timor smiri etrafindaki stromal alanda mononiikleer
hiicrelerle dolu alanin yiizdesini yiiksek biiyiitmede degerlendirildi. TUm mononukleer
hiicrelerden lenfositler ve plasmositler skorlanirken nétrofiller/granulositler skorlamaya
dahil edilmedi (Fuchs et al., 2020; Hendry et al., 2017). Degerlendirilen doért
ylizdeliklerin ortalamasi hesapland: ve bir ‘immiinoskor’a doniistiiriildi. Ug kategorili
immdunoskor analizinde %0-25'ik bir yogunluk hafif olarak, %25 ile %70 arasinda bir
yogunluk hafif-orta ve %70 ile %100 arasinda bir yogunluk belirgin olarak
degerlendirildi (Pages et al., 2018).

3.2.3. Immiinhistokimyasal Analiz
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3.23.1.LVI
H&E ile boyanmis patolojik slaytlar, LVI histolojik teshis kriterlerine gore
degerlendirildi (Harris et al., 2008).

3.2.3.2.PNI
H&E ile boyanmis patolojik slaytlar, PNI histolojik teshis kriterlerine gore
degerlendirildi (Knijn et al., 2016).

3.2.3.3.Tumor Tomucuklanma Skoru

Invazyon marjininde ilerleyen tek tiimor hiicresi veya 5 hiicreden az tiimér hiicresi
gruplar1 tiimor tomurcugu kabul edildi. H&E slaytta 20X biiylitme alaninda skorlama
icin invazyon marjininde en fazla tomurcuklanma olan alan segildi. X20 buyitmede
timor tomucuklanmalar: sayildi. Mikroskopta 20’lik biiyiitme alanda tomurcuklanma
sayis1 0-4 arasi ise diisiik; 5-9 arasi ise orta; >10 ise ylksek tomurcuklanma skoru olarak

degerlendirildi.

3.2.3.4.MSlI

Parafin igindeki tiimorli ve tiimorsiiz doku 4 um kalinlikta kesildi. Deparafinizasyon
sonrast sitrat buffer ile 10 dakika 1sitildi. 30 dakika oda 1sisinda monoklonal antikorlar
ile inklibe edildi. Sekonder antikor uygulamasi sonrasi 151k mikroskopisinde incelendi.
Ayni hastaya ait normal kolonik mukoza pozitif kontrol olarak kullanildi. Timor
hiicrelerinde>%10 boyama pozitif kabul edildi. Timdor hicrelerinde <%10 boyama
negatif kabul edildi. MLH1, MLH6, MSH2, PMS2 proteinlerindeki kayip MSI-H olarak
gruplandi. MMR protein kayb1 olmayanlar MSI-L olarak degerlendirildi. Calismamizda
Ventana Medical Systems MSI IHC paneli kullanildi. anti-MLH1/M1 klon, anti-
MSH2/G219-1129 klon, anti-MSH6/SP93 klon ve anti PMS2/A16-4 klon Ventana
BenchMark ULTRA otomatik boyama cihazinda ¢aligildu.

3.2.4. T hiicre Immiinfenotiplendirme &Flow Sitometrik Analiz

3.2.4.1. Lenf Nodundan Lenfosit izolasyonu ve Saklanmasi
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Lenf nodu 6rnekleri alimini takiben 30 dakika iginde laboratuvarda laminar flow kabini
icerisinde bisturi ile 3 mL RPMI medium i¢inde diseke edildikten sonra 2mL’lik
enjektor pistonun arkasi kullanilarak mezenterik lenf nodundan lenfositler nazikce
ezilerek mediuma gegirildi. Lenf nodu kapsiilii ve omentum dokular1 bistiiri yardimi ile
uzaklastirildi pipetaj ile tek hiicre siispansiyonu elde edildi. RPMI medyumunda
suspanse edilen lenfositler Uzerine bire bir %0.01 PBS iceren yikama soliisyonu
eklenerek 15 mL’lik konik tiipte 2500g de 7 dakika santrifuj edilerek yikandi, yikama
islemi 2 kez tekrarlandi. Santriflj sonrasi siipernatant dokiilerek pellet iizerine 2 mL
%70 RPMI-1640, %20 serum FBS, %10 DMSO iceren dondurma mediumu eklenerek
yeniden stispanse edildi ve cryo-tuplere aktarildi. Lenfositler %20 FBS ve %10 DMSO
iceren RPMI medyumu icinde kademeli dondurmaya tabi tutularak nihayetinde -180°C
de sivi nitrojende saklandi. Laboratuvarimizda siklikla yaptigimiz bu islem ile eritme
sonrast 6 ay dondurma siresini ge¢cmeyen hucrelerin %80 ve tiizeri canliliklarini
korudugu izlenmektedir. izole edilen lenfositler yiizey ve intraseliiler belirteg tayini
amaciyla uygun floresan boya kombinasyonlar1 ile boyanacagi giine kadar nitrojen

tankinda sakland.

3.2.4.2. Dondurulmus Lenfositlerin Eritilmesi, Yiizey ve Intraseliiler Boyama

Her bir hastanin dondurulmus lenfositleri 37°C sicak su banyosunda ¢ozdiiriildi ve
hiicreler 30 dakika 37°C medyumda bekletildikten sonra akim-sitometri cihazinda
canlilik kontrolii yapildi. Saklama sirasinda canliligini kaybetmis hiicreler ileri
boyamalar yapilmadan c¢alisma dis1 birakildi. 15 ml’lik tiiplere alinan hiicreler Cell
Staining Buffer (Biolegend Cat No: 420201) ile 5 mL’ye tamamlandi, 2500 rpm’de 5
dakika cevrildi, supernatant dokuldi. Yedi panel ve 1 boyasiz toplam 8 tiip hazirlandi.
900 pL Cell Staining Buffer ve pellet ile silispansiyon hazirlandi. Her tlpe
stspansiyondan 100 pL izole edilmis lenf nodu lenfositleri pipetlendi. Yiuzey boyama
icin her tupe kendi panelinin 5 pL uygun yiizey antikorlari eklendikten sonra vortex ile
karistirldi. Buz iistiinde 20 dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 yikama
yapmadan her tipe 2 ml Cell Staining Buffer eklenerek 2500 rpm’de 5 dakika
cevirilerek bu sekilde 2 tur yikama yapildi. Yikamalar sonrasi hiicre i¢i boyamasi

yapilacak olan tiiplerin siipernatani dokiilerek 1ml True-Nuclear™ 1X Fix konsantresi
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her bir tlipe eklendi, vortex ile karigtirild1 ve oda 1sisinda karanlikta 60 dakika fiksasyon
icin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, hiicre i¢i boyamalardan 6nce hiicre membranimin
permeabilizasyonu igin yine yikama yapmadan 2ml True-Nuclear™ 1X Perm Buffer her
bir tipe eklendi, 2500 rpm’de 5 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonras1 supernatant
dokdlerek her tipe 2ml daha True-Nuclear™ 1X Perm Buffer eklendi. Tekrar 2500
rpm’de 5 dakika santrifuj edildi ve slipernatant dokuldu. Daha sonra hiicre pelleti 100uL
True-Nuclear™ [X Perm Buffer ile resiispande edilerek her tlipe kendi panelinin 5 pL
uygun hiicre i¢i antikorlar1 olan T-bet, GATA-3, FOXP3 ve ROR g-T transkripsiyon
faktorii antikorlarini ve izotip kontrollerini, True-Nuclear™ 1X Perm Buffer i¢inde diliie
edilerek eklendi ve oda 1s1sinda karanlikta en az 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi 2 ml True-Nuclear™ 1X Perm Buffer eklenerek yine oda 1sisinda 2500 rpm’de 5
dakika santrifiij ile yapilan yikama 2 kere tekrarlandi. Son yikamadan sonraki
supernatant dokilerek 0.5 mL Cell Staining Buffer eklenerek immin hicrelerin
fenotipleri BD-FACS Canto Il Flow sitometri cihazinda 6nce okutuldu sonra da
FACSDiva 8.1 programi kullanilarak analiz edildi.

[k olarak lenfositler FSC ve SSC bélgesine gére morfolojik olarak kapilandi. BUtln
analizlerde uygun izotipik kontroller ile negatiflik/pozitiflik ayrimi yapildi. Lenfosit
kapis1 alindiktan sonra CD3+ T hiicreleri tanimlandi. Daha sonra T hiicre alt gruplari-
CTL, Th, yd T hicreleri- tayini igin kapilamaya gecildi. CTL’lerin sikligini
degerlendirmek lenfosit kapisindan CD3+ kapili popiilasyonda CD8+yiizey antikoru
pozitif olan hucrelerin analizi yapildi. Yo T hiicrelerinin sikligini degerlendirmek igin ise,
lenfositler once FSC/SSC profili temelinde kapilandi, ardindan CD3+ kapili
popiilasyonda yd T-hicre intraseller transkripsiyon faktéri pozitif olan hicrelerin
analizi yapildi. Yardimci T hiicre alt gruplar i¢in lenfositler dnce FSC/SSC profili
temelinde kapilandi, ardindan CD3+ kapili popiilasyonda CD4+hticrelerde immdinolojik
kapt alindi. CD4+ immiinolojik kap1 sonrasi her bir yardimer T hiicre tanimlayici yiizey
antikoru veya intraseliiler transkripsiyon antikor pozitifligine gore : Thl hiicreler Thet+,
Th2 hiicreler GATA3+, Th17 hucreler ROR y T+ boyanma profillerine gore tanimlandi
ve rolatif oranlart kaydedildi. Diger yardimci T hiicreler olan TREG hicreleri
CD3+CD4+ immiinolojik kapilama sonras1 CD25BR! ve FOXP3ii birlikte eksprese eden
hiicreler olarak , TEM hiicreleri CD3+CD4+ immiinolojik kapilama sonrast CD45RO +
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ve CCRY7 negatif eksprese eden hiicreler olarak, CM hiicreleri CD3+CD4+ immunolojik
kapilama sonrast CD45RO ve CCR7 birlikte eksprese eden hiicreler olarak tanimlandi

ve rolatif oranlar1 kaydedildi.

3.2.4.3. T hucre immunfenotiplendirmesi

Tim ¢alisma populasyonunda timéri drene eden lenf nodundan izole edilen hicrelerden
oncelikle Side scatter (SSC)/Forward scatter (FSC) 0Ozelliklerine gore (buyuklik ve
granularite) kap1 alinarak lenfositler tanimlandi. Lenfositler i¢inde klump yapmis dublet
hicreler Forward Scatter Area ve Forward Scatter Height grafigi kullanilmak suretiyle
cikarilarak (doublet exclusion) sadece single hicreler daha sonraki analizlere dahil
edildi. Lenfosit popilasyonu single hiicreler tizerinden CD3 kapist alinarak T lenfositler
belirlendi. Belirlenen her bir T hiicresi alt grubuna ait birer Ornek asagida
gosterilmektedir.  Analizlerde negatiflik/pozitiflik belirlemede uygun izotipler

kullanilmig ve goriintiilemede density plotlar ve histogramlar tercih edilmistir.

250

(= 1,000)

(= 1,000)

SSC-H

FSC-H

100

S0

50 a0 sq 500 561
S0 100 150 200 250 50 100 150 200 250

FSC-A (+ 1.000) FSC-A {4 1,000)

Sekil 3. Lenfosit kapisi ve single hiicrelerin se¢imi flow sitometri goriintiisii
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Sekil 4. CD3 kapis1 semast flow sitometri histogram goriintiisii

3.2.4.3.1.CTL rolatif oram
Lenfosit popiilasyonu single hiicreler lizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T
lenfositler belirlendi. CTL’lerin sikligimni degerlendirmek igin lenfosit kapisindan CD3+

popullasyonda CD8+ylizey antikoru pozitif olan hicrelerin orani 6l¢iildii.

B CD3+CD8+ %19

CD3 FITC-A

2

10t 10
CD8 APC-A

Sekil 5.CTL (CD3+CD8+) hcrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram gorintusu
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3.2.4.3.2.Th rolatif oram
Lenfosit popilasyonu single hiicreler itizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T
lenfositler belirlendi. Th hicrelerin sikligin1 degerlendirmek icin lenfosit kapisindan

CD3+ poptilasyonda CD4+ylzey antikoru pozitif olan hiicrelerin orani 6l¢iildii.

10

1 1:14

%47

¥ HELPER

CD3 FITC-A

10 p

1<

10 10 10* 10
CD4 APC-Cy7-A

Sekil 6. Thelper (CD3+CD4+) hiicrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram goériintusu

3.2.4.3.3.Naive T hucresi rolatif oram

Lenfosit popllasyonu single hiicreler iizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T
lenfositler belirlendi. Naive T hucrelerin sikligin1 degerlendirmek igin lenfosit
kapisindan CD3+ popiilasyonda ylizey antikorlar1 “CD4+CD45 RO” negatif hiicre
populasyonu secildi. “CD4+CD45R0O” negatif populasyon Uzerinden “CCR7” ylizey

antikoru pozitif olan hicrelerin oran1 6lgtildii.
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Sekil 7. Naive T (CD4+CCR7+ CD45RO0 negatif) hiicrelerin CD4C/D45R0O flow sitometrik density-plot

bivariate histogram goriintisii ve CCR7 pozitif alt popilasyon histogram gorintisi

3.2.4.3.4.Th1 rolatif oram

Lenfosit popiilasyonu single hiicreler ilizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T

lenfositler belirlendi. Thl hucrelerin sikligin1 degerlendirmek igin lenfosit kapisindan

CD3+ poptilasyonda “CD4+T-bet+” ¢ift pozitif olan hiicrelerin oran1 belirlendi.

e

10

CD4+T-bet+ %18

1

CD4+ APC-Cy-A

0 104 10 10°
T-bet PE-Cy7-A

Sekil 8. Thelper 1 (CD4+T-bet+) hiicrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram goriintiisi
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3.2.4.3.5.Th2 rolatif oram
Lenfosit popilasyonu single hiicreler itizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T
lenfositler belirlendi. Th2 hucrelerin sikligin1 degerlendirmek igin lenfosit kapisindan

CD3+ popiilasyonda “CD4+GATA3 +” ¢ift pozitif olan hiicrelerin orani belirlendi.

CD4+GATA3+ %19

-

0 0 10% 10 10* 10°

3
" CD4APC-Cy7-A

Sekil 9. Thelper 2 (CD4+GATA-3+) hucrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram géruntiisi

3.2.4.3.6.Th17 rolatif orani

Lenfosit populasyonu single hiicreler iizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T
lenfositler belirlendi. Th17 hucrelerin sikligini degerlendirmek icin lenfosit kapisindan
CD3+ populasyonda CD4+RORT (intraselller transkripsiyon faktort)+ antikoru cift

pozitif olan hicrelerin orani belirlendi.

CD4+RORT+
%3,3

RORTATC-A

10 3 1 \4
CD4APC-CyT-A

Sekil 10. Thelper 17 (CD4+RORT+) hicrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram gorntusi
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3.2.4.3.7.TREG rolatif oram

Lenfosit popilasyonu single hiicreler itizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T
lenfositler belirlendi. TREG hcrelerin sikligin1 belirlemek igin lenfosit kapisindan
CD3+ popiilasyonda “CD4+CD25BR" yiizey antikoru c¢ift pozitif olan hiicrelerin secildi.
“CD4+CD25BR" hiicrelerde FOXP3+ olan hiicrelerin orani belirlendi.

CD4+CD25BRI+ FOXP3+

3

CD4+CD25BRI

" 'CD25 PerCP-Cy5-5-A

10*

4 Y3 J ot o3
2 10 10 10 10

[P FOXP3 FITC-A

Sekil 11. TREG (CD4+CD25+FOXP3) hicrelerin CD4+CD25BRI flow sitometrik density plot bivariate
histogram ve TREG histogram géruntisi

3.2.4.3.8.Total yé T rolatif oram

Lenfosit popilasyonu single hiicreler iizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T
lenfositler belirlendi. yo T hiicrelerin sikligin1 degerlendirmek igin lenfosit kapisindan

CD3+ poptilasyonda yé TCR ylzey antikoru pozitif olan hiicrelerin orani belirlendi.
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Sekil 12. y§ T (CD3+yd+) hiicrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram géruntiisu

3.2.4.3.9.CD4* yé ve CD4 ¥4 T hiicre rolatif orani

Lenfosit popllasyonu single hiicreler iizerinden CD3 immiinolojik kapt alinarak T
lenfositler belirlendi. y6 T hiicrelerin CD4 pozitif ve CD4 negatif alt gruplar1 tayini igin
lenfosit kapisindan CD3+ popiilasyonda yé TCR ve CD4 ylzey antikoru ¢ift pozitif
olanlar CD4+ yé T hicreleri, y6 TCR+ CD4 negatif olanlar CD4 negatif y6 T hicreleri

olarak oranlar1 belirlendi.
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Sekil 13. CD4+ y§ T (CD3+ y§+ CD4+) ve CD4-y§ T (CD3+ y§+ CD4negatif) hiicrelerin flow

sitometrik density plot bivariate histogram goéruntsu
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3.2.43.10.TEM & CM rolatif oram

Lenfosit popiilasyonu single hiicreler iizerinden CD3 immiinolojik kapi alinarak T
lenfositler belirlendi. HafizaT hiicrelerin sikligin1 degerlendirmek igin lenfosit
kapisindan CD3+ popiilasyonda yiizey antikorlart CD45 RO pozitif hiicre popiilasyonu
secildi. CD45R0 pozitif populasyon tizerinden CD4 ve CCR7 yuzey antikoru ¢ift pozitif
olanlar CM, CD4+CCR7 negatif olanlar TEM huicreleri olarak oranlar1 belirlendi.

& .
% g . ™
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Sekil 14. CM (CD4+CD45R0O+CCR7+) &TEM (CD4+CD45R0O+CCR7negatif) hiicrelerin CD45 RO
flow sitometrik histogram ve CD4/CCRY7 dot-plot bivariate histogram goriintusu

3.2.4.3.11.1CP1-CTLAA4 ekspresyonu

Lenfosit popllasyonu single hiicreler iizerinden CD3 immiinolojik kapi almnarak T
lenfositler belirlendi. T lenfositlerin ICP1 CTLA4 reseptor ekspresyon oran tayini icin

CTLA4 ylzey antikoru pozitif olan hiicrelerin oran1 belirlendi.
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CTLA4+ %69
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Sekil 15. CTLAA4 eksprese eden T hiicrelerin flow sitometrik univariate histogram goérintusi
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3.2.4.3.12.1CP2-PD1 ekspresyonu
Lenfosit popllasyonu single hiicreler iizerinden CD3 immiinolojik kapi almmarak T
lenfositler belirlendi. T lenfositlerin ICP2 PD1 reseptor ekspresyon oran tayini i¢in PD1

yiizey antikoru pozitif olan hiicrelerin oran1 belirlendi.

LENFOSIT PD1+

%18

Count
30 40 SO0 60 T0 20 90

20

10

PD1 PE-A

Sekil 16. PD1 eksprese eden T hucrelerin flow sitometrik univariate histogram goéruntusi

3.2.4.3.13.CCR4 ekspresyonu

Lenfosit popiilasyonu single hiicreler iizerinden CD3 immiinolojik kapi1 alinarak T
lenfositler belirlendi. T lenfositlerin bir kemokin reseptori olan CCR4 reseptori

ekspresyon oran tayini igin CCR4 yiizey antikoru pozitif olan hiicrelerin oran1 belirlendi.

Count

CCR4 APC-A

Sekil 17. CCR4 eksprese eden T hiicrelerin flow sitometrik univariate histogram géruntiisu
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3.2.5. Istatistik Analiz

Tanimlayici istatistikler kategorik degiskenler igin frekens (n) ve ylizde (%), normal
dagilan stirekli degiskenler i¢in ortalamazstandart sapma (SS) ve normal dagilmayanlar
icin medyan (IQR) degerleri ile sunulmustur. Kategorik degiskenler arasindaki iliskilerin
analizinde Pearson Ki-kare test ve Fisher’s Exact test kullanilmistir. Normal dagilim
varsayim Shapiro Wilk testi ile kontrol edilmistir. Tki grubun 6l¢iim degerleri arasindaki
farkin analizinde normal dagilima uymadigi durumda Mann-Whitney U testi, uydugu
durumda ise Student’s t-test kullamlmugstir. U¢ ve daha fazla grubun srekli
degiskenlerinin  parametrik olmayan karsilastirmasinda Kruskal Wallis testi
kullanilirken, anlamli ¢ikan durumlar i¢in post-hoc testlerde Bonferroni dizeltmesi
yapilmistir. Normal dagilim varsayimi saglandigi durumda ii¢ ve daha fazla grubun
karsilastiriimasinda One-way ANOVA testi ve post-hoc test olarak Tukey HSD testi
kullanilmigtir. Sirali (ordinal) veya normal dagilima uymayan siirekli degiskenler
arasindaki iliskiler i¢in Spearman korelasyon testi yapilmistir. Tum analizler IBM SPSS
23.0 paket programi (IBM Corp., Armonk, NY) ile yapilmis ve 0,05'ten kicuk p

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Klinik ve Histopatolojik Ozellikler

Calismaya dahil edilen 36 hastanin %41°1 kadmn, %59’u erkekti. Calisma
popiilasyonunun yas ortalamasi 63,14+11,94 idi. Rezeksiyon materyallerinde 20
(%55.6) hastada lenf nodu metastazi izlendi. On U¢ hasta (%36) erken evre, 13 hasta
(%36) bolgesinde ilerlemis hastalik ve 10 hasta (%28) metastatik evre ile prezente
izlendi. KRAS mutasyon orani %22 izlenirken NRAS ve BRAF mutasyon izlenmedi.

Hastalarin tiimoral histopatolojik ve prognostik 6zellikleri Tablo 1. de gdsterilmistir.

Tablo 1.Hastalarin tiiméral histopatolojik 6zellikleri

Degiskenler n %
TNM Evre

1-2 13 36,1

3 13 36,1

4 10 27,8
MSI-H

Diisiik MSI-H 30 83,3

MSI-H 6 16,7
Intratiimoral lenfosit Infiltrasyonu

Yok 10 27,8

Var/ Hafif-Orta 26 72,2
Peritiimoral lenfosit Infiltrasyonu

Hafif-Orta 26 74,3

Belirgin 9 25,7
LVI

Yok 18 50,0

Var 18 50,0
PNI

Yok 28 77,8

Var 8 22,2
Tomurcuklanma skoru

Diisiik 28 77,8

Orta-Yiksek 8 22,2
Grade

1 5 13,9

2 28 77,8

3 3 8,3
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4.2.T Hiicre Alt Gruplarinin ve Reseptor Ekspresyonlarimin Ortalamalar

Kolon kanseri drene eden lenf nodunda en fazla eksprese edilen T hiicresi alt tipi Th1l olup onu
v T hicreleri, Th2 ve TEM hiicreleri takip ettigi izlendi (Sekil 18).

CTL

NAIVE T

CM
CD4/CD8
ICP1-CTLA4
ICP2-PD1
CCR4

0 10 20 30 40 50 60 70

® Ortalama 1SS

Sekil 18. T hiicre alt gruplarin oranlarinin  ve CTLA4, PD1, CCR4 reseptor ekspresyonlarin ortalamalart

4.3.Evreye Gore Karsilastirmah Sonuclar

Kolon kanseri hastalarinda evre I-1I hastalikta evre III ve IV’e gore daha az LVI izlendi
(p=0,006). Evreye gore timor ozellikleri Tablo 2. de gosterilmistir. T hicre
popiilasyonunun evreye gore karsilastirmali analizinde Th17 hiicreleri evre 4 hastalikta
daha fazla izlendi (p=0,015) (Sekil 19 ve Tablo 3). Yapilan analizde hastalik evresi ile
Th17 arasinda belirgin pozitif korelasyon izlendi (r=0,481; p=0,003) (Tablo 4). Evreye
gore karsilastirmali analizde ICP2-PD1 reseptor ekspresyonu evre 4 hastalikta daha fazla
eksprese edildigi izlendi (p=0,05) (Tablo 3). PD1 duzeyinin evre ile korele oldugu
saptand1 (r=0,405; p=0,014) (Tablo 4).
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Tablo 2. Evreye gore timor 6zellikleri

Evre 1-2 Evre 3 Evre 4
Degiskenler n:13 n:13 n:10 p
MSI-H, n(%)
Diisiik MSI-H 11(84,6) 11(84,6) 8(80) 0,999
MSI-H 2(15,4) 2(15,4) 2(20)
KRAS, n(%)
Mutant 3(23,1) 4(30,8) 1(10) 0,536
Wild 10(76,9) 9(69,2) 9(90)
Intratiimoral lenfosit, n(%) 11(84,6) 10(76,9) 5(50) 0,212
Peritimoral lenfosit, n(%)
Hafif-Orta 9(69,2) 8(61,5) 9(100) 0,113
Belirgin 4(30,8) 5(38,5) 0(0)
LVI, n(%) 2(15,4) 10(76,9)° 6(60)° 0,006
PNI, n(%) 2(15,4) 3(23,1) 3(30) 0,878
Tomurcuklanma skoru, n(%)
Diistik 12(92,3) 10(76,9) 6(60) 0,218
Orta-Y lksek 1(7,7) 3(23,1) 4(40)
Kruskal-Wallis test, Fisher’s Exact test. Post-hoc testlerde anlamli ¢ikan sonuglar farkl kiigiik harfler ile
gosterildi.
p=0,017 1
p=0,130 p=1,000
13 [ [
10 N
g
o 8
e
=
= 5
3
0
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Sekil 19. Evreye gére Th17 hiicre oranlarinin karsilastirilmasi
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Tablo 3. Evreye gore T hiicre alt gruplari ve reseptor ekspresyon oranlari

Evre 1-2 Evre 3 Evre 4

Oranlar % (n:13) (n:13) (n:10) p

CTL 18,85+5,92 20,56+4,54 19,66+5,77 0,724
Th 48,01+10,33 45,5+6,63 50,59+12,22 0,471
NAIVE T 3,4(2,3-4,3) 3,1(1,5-5,3) 4,4(1,7-5,4) 0,926
Thl 33,9(32,55-45,05) 45,1(30,7-57,2) 46(31,9-50,9) 0,382
Th2 19,5(14,7-31,05) 25,2(17,1-34,2) 17,65(15,5-30,7) 0,832
Th17 2,4(1,1-3,2)? 3,8(3-8,9)2P 6,05(4,5-8,2)" 0,015
TREG 2,1(1,2-2,5) 1,8(0,5-2,7) 1,1(0,3-1,5) 0,309
T 13,9(10,7-28,4) 22,9(15,5-49,1) 27,2(11,8-31,7) 0,339
TEM 27,5(21,4-29,5) 23,5(20,7-29,6) 28,1(26,9-31,5) 0,420
CM 11,4(9,6-15) 12,9(10,5-18,6) 18,5(13-23,4) 0,306
CD4/CD8 2,73+0,82 2,35+0,74 2,7+0,84 0,418
ICP1-CTLA4 7,2(5-8,3) 8,1(6,5-14) 8,15(7,4-9,4) 0,280
ICP2-PD1 9,1(6,6-16) 16,8(11,2-21,2) 21,75(14,2-27,1) 0,05
CD4+ y5T 11,7(9,8-21,5) 14,7(10,8-20,8) 22,85(8,1-30,3) 0,371
CD4 5T 2,6(1,3-7,2) 8,2(3,2-10,9) 2,5(1,7-4,4) 0,309
CCR4 12(7,8-13,3) 14,8(9,2-26,5) 10,35(9,3-13,5) 0,286

Normal dagilimli bulgular ort+SS , normal dagilimi olmayanlar medyan (IQR) ile verildi. Tek yonli
ANOVA, Kruskal-Wallis test. Post-hoc testlerde anlamli ¢ikan sonuglar farkl: kiigiik harfler ile gosterildi.

Tablo 4. T hiicre alt gruplar ve reseptor ekspresyon oranlarin evre ile korelasyonu

Oranlar r p

CTL 0,001 0,994
Th 0,086 0,617
NAIVE T 0,033 0,847
Thl 0,191 0,280
Th2 -0,022 0,898
Th17 0,481 0,003
TREG 0,226 0,198
BT 0,171 0,319
TEM 0,166 0,333
CM 0,246 0,148
CD4/CD8 -0,059 0,731
ICP1-CTLA4 0,220 0,198
ICP2-PD1 0,405 0,014
CD4+y8T 0,249 0,177
CCR4 0,040 0,817
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4.4 KRAS Mutasyonuna Gore Karsilastirmah Sonuclar

KRAS mutasyon durumuna gore mutant ve wild tip hastalikta T hicre alt tipleri ve

reseptor ekspresyonlar1 agisindan bir fark izlenmedi (Tablo 5).

Tablo 5. KRAS mutasyon durumuna gore T hiicre alt grup ve reseptor ekspresyon oranlari.

KRAS mutant KRAS wild

Oranlar % (n:8) (n:28) p

CTL 20(18,7-21,3) 20,4(15,4-24,7) 0,999
Th 41,7(36,15-44,55)  49,6(42,05-55,8) 0,059
NAIVE T 4,4(2,45-6,2) 3,05(1,85-5,1) 0,320
Thl 47(33,4-56,6) 352(31,9-52,9) 0,452
Th2 30,5(20,55-34,6)  17,7(14,6-30,7) 0,154
Thi7 7,6(2,45-9,55) 3,35(1,8-6,05) 0,116
TREG 0,6(0,4-2,4) 1,6(1-2,7) 0,335
rT 25,9(15,5-27,5) 20,6(12,4-31,7) 0,815
TEM 30,3(21,05-31,55)  27,2(21,75-29,15) 0,284
CM 15(10-23,4) 13,8(10,2-20,35) 0,896
CD4/CD8 2(1,82-2,56) 2,74(1,99-3,29) 0,099
ICP1-CTLA4 7,1(5,75-12,85) 7,9(6,55-9,95) 0,837
ICP2-PD1 19,8(9,4-30,6) 14,65(8,6-20,85) 0,302
CD4+ 5T 15(13,1-21,8) 15,5(8,1-25,9) 0,897
CD4- 5T 7,15(3,40-10,3) 3,0(11,75-7,6) 0,253
CCR4 14,05(10,4-26,65)  11,3(7,95-14,75) 0,168

Bulgular medyan (IQR) ile verildi. Mann-Whitney U test.

4.5.MSPl’ye Gore Karsilastirmah Sonuclar

MSI-H kolon kanserinde timorl drene eden lenf nodunda Th2 oranlar1 disiik MSI-

H/MSS timorlere gore azalmis izlenirken ve TREG oranlar1 artmis izlendi (sirasiyla

p=0,005 ve 0,05) (Sekil 20 ve Tablo 6).
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Sekil 20. MSI durumuna gére a) Th2 hicrelerin karsilastirilmasi, b) TREG hiicrelerin karsilastirilmasi

Tablo 6. MSI durumuna goére T hiicre alt grup ve reseptor ekspresyon oranlari.

Diisiik MSI-H MSI-H

Oranlar % (n:30) (n:6) p

CTL 19,95(15,5-23) 20,65(17-21,5) 0,951
Th 47,5(40,2-55,8) 48(41,8-55,2) 0,885
NAIVE T 3,55(2,3-5,4) 1,5(1,2-3,9) 0,135
Thl 44,15(32,95-54)  33,3(27,1-36,4) 0,100
Th2 23,7(17,3-34,2) 15,05(9,6-15,9) 0,005
Thi7 3,75(2,4-6,8) 2,85(0,8-6,6) 0,548
TREG 1,2(0,5-2,35) 2,45(1,8-3,2) 0,05
rT 23,6(12,9-31,3)  17,3(10,4-28,4) 0,448
TEM 27,65(22,8-29,6)  23,25(17,3-30,1) 0,605
CM 15,05(10,5-21) 10,9(7,2-13) 0,146
CD4/CD8 2,43(1,94-3,1) 2,57(1,94-3,25) 0,918
ICP1-CTLA4 7,9(6,3-11,6) 7,2(5-8,1) 0,442
ICP2-PD1 14,65(8,1-23,6) 15,9(9,3-25,2) 0,694
CD4+ p5 T 18,7(10,8-40,9) 10,95(5-21,8) 0,123
CD4- 5T 4,45(2,4-8,2) 2,15(1,3-3,20) 0,107
CCR4 10,55(7,8-18) 13,75(13,3-14,3) 0,159

Bulgular medyan (IQR) ile verildi. Mann-Whitney U test.
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4.6.Intratiimoral ve Peritiimoral Lenfosit Yanita Gore Karsilastirmah Sonuglar

Kolon kanseri hastalarinda intratiimdoral lenfosit yaniti olmayan tiimorlerde tumoéra drene

eden lenf nodunda Thl ekspresyon orani artmis izlendi (p=0,046) (Sekil 21 ve Tablo 7).
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Sekil 21. Intratiiméral lenfosit yanitina gére Th1 hiicrelerin karsilastiriimasi

Tablo 7. intratiiméral lenfosit yanitina durumuna gére T hiicre alt grup ve reseptor ekspresyon oranlari.

Yok Var

Oranlar (n:10) (n:26) p

CTL 20,75%4,12 19,28+5,72 0,466
Th 48,42+8,66 47,59+10,24 0,822
NAIVE T 4,75(2,7-6) 3,25(1,5-4,9) 0,177
Thi 51,9(39,6-57,8) 34,55(31,8-47,1) 0,046
Th2 20,2(17,6-30,7) 18(14,8-31,7) 0,760
Thi7 5,65(3,7-6,8) 3,15(1,6-6,6) 0,393
TREG 1,1(0,3-2,2) 1,7(0,9-2,6) 0,209
y5T 26,4(11,8-29,2) 19,9(12,9-31,3) 0,917
TEM 26,55(23-30,5) 27,65(20,7-29,6) 0,794
CM 14,4(10,6-21) 13,8(9,6-20,6) 0,664
CD4/CD8 2,4+0,55 2,66+0,87 0,302
ICP1-CTLA4 8,05(5,8-14) 7,7(6,5-10,3) 0,931
ICP2-PD1 14,65(9,1-24,1) 14,35(8,1-23,6) 0,794
CD4+ 5T 18,25(7,9-28,5) 14,7(10,6-21,8) 0,574
CD4- 5T 4,35(2-7,20) 3,25(1,8-8,20) 0,724
CCR4 11,9(9,7-18,1) 12,05(7,8-14,8) 0,614

Bulgular ort+SS veya medyan (IQR) ile verildi. Student’s t-test, Mann-Whitney U test.
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Peritiimoral lenfosit yanit oranina goére T hiicre alt gruplar1 ve ICP’ler i¢in fark

izlenmedi (Tablo 8).

Tablo 8. Peritiimoral lenfosit yanit durumuna gdre T hiicre alt grup ve reseptor ekspresyon oranlari.

Hafif-Orta Belirgin

Oranlar (n:26) (n:9) p

CTL 18,7(15,3-22) 20,7(19,8-25,8) 0,149
Th 46,25(39-55,2)  49,4(44,1-55,8) 0,540
NAIVE T 3,45(1,7-5,4) 3,9(2,4-5,3) 0,697
Thl 34,8(32,2-51,9)  46,6(36,4-53,8) 0,272
Th2 19,9(15,5-31) 17,3(15,9-34,3) 0,999
Thi7 3,75(2-6,8) 3,1(0,9-6,1) 0,469
TREG 1,2(0,5-2,45) 2,4(2-2,5) 0,131
rT 0,55(0,3-1,4) 0,5(0,3-1,8) 0,956
TEM 24,9(20,7-29,4)  29,6(28,6-30,5) 0,061
CM 12,2(9,9-20,6) 15,1(12,9-18,6) 0,469
CD4/CD8 2,74(1,94-3,29) 2,25(1,8-2,89) 0,271
ICP1-CTLA4 7,4(6,2-9,4) 11,6(8,1-12,1) 0,093
ICP2-PD1 12,7(7,1-21,2) 16,8(12,7-25,2) 0,197
CD4+ 5T 14,7(9,8-28,5) 15(5,5-20,8) 0,335
CD4- 95T 3,3(2-8,0) 6,6(1,8-105) 0,571
CCR4 12(9,2-15,2) 10,3(7,8-13,3) 0,492

Bulgular medyan (IQR) ile verildi. Mann-Whitney U test.

4.7.LVI Varhgma Gore Karsilastirmah Sonuglar

Kolon kanserinde LV olan timorlerde timord drene eden lenf nodunda Th1l7 ve TREG

hlcrelerin orani artmis izlendi (sirasiyla p=0,022 ve p=0,024) (Sekil 22, Tablo 9).
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Sekil 22. LVI varligina gore a)Th17 hiicrelerin karsilagtirmasi b)TREG hiicrelerin karsilagtiriimasi

Tablo 9. LVI varligina gore T hiicre alt grup ve reseptor ekspresyon oranlari.

Yok Var

Oranlar % (n:18) (n:18) p

CTL 19,36+6,16 20,02+4,46 0,715
Th 49,84+10,68 45,79+8,45 0,216
NAIVE T 3,9(2-5,9) 3,05(1,5-4,6) 0,265
Thl 35,2(33,3-48,3)  39,6(31,9-53,8) 0,999
Th2 19,1(14,8-31,7) 19,25(16,2-31) 0,935
Th17 2,55(1,1-3,8) 6,05(3,1-8,9) 0,022
TREG 1,2(0,5-2,4) 2,15(1,5-3,3) 0,024
T 21,3(12,9-28,3)  24,55(11,8-49,1) 0,399
TEM 27,75(20,7-29,7)  26,55(22,8-29,6) 0,839
CM 14,8(9,6-21) 12,95(10,5-19,7) 0,864
CD4/CD8 2,76+0,85 2,41%0,72 0,185
ICP1-CTLA4 7,7(6,5-9,4) 7,85(6,3-12,1) 0,584
ICP2-PD1 11,25(6,6-20,5) 16,8(11,2-24,1) 0,134
CD4+ 6T 15(10,8-21,8) 15,9(7,6-30,3) 0,999
CD4- 5T 2,95(1,3-7,20) 4,35(2,4-9,7) 0,319
CCR4 11,4(7,8-14,8) 12,75(9,3-23,6) 0,308

Normal dagilimli bulgular ort+SS , normal dagilim1 olmayanlar medyan (IQR) ile verildi. Student’s t-test,

Mann-Whitney U test.

4.8.PNI Varhgina Gore Karsilastirmah Sonuclar

Kolon kanserinde PNI olan timorlerde timori drene eden lenf nodunda Naive T hiicre

oranlar artmis izlendi (p=0,015) (Sekil 23 ve Tablo 10).
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Sekil 23. PNI varligina gére Naive T hiicrelerin karsilagtiriimasi

Tablo 10. PNI varligina gore T hiicre alt grup ve reseptor ekspresyon oranlari.

Yok Var

Oranlar (n:28) (n:8) p

CTL 20,15(16,2-22,6) 19,75(16,3-23,1) 0,955
Th 48,25(41,15-55,5) 45,8(35,75-54,1) 0,588
NAIVE T 2,95(1,6-4,25) 5,6(4,6-6,68) 0,015
Thl 34,7(31,7-52,9)  47,2(35,2-57,9) 0,151
Th2 19,5(16,05-31,35) 17,3(13,5-34,3) 0,643
Th17 4,15(2,55-6,7) 2,2(1,25-5,6) 0,207
TREG 1,65(0,6-2,5) 1,5(0,55-3,75) 0,705
yoT 24,1(11,25-31,5)  19,9(14,1-27,5) 0,999
TEM 27,2(21,05-29,45)  29,25(22,1-31) 0,378
CM 12,65(10-18,4)  19,6(13,3-22,25) 0,156
CD4/CD8 2,49(1,95-3,17)  2,31(1,88-3,17) 0,695
ICP1-CTLA4 7,55(6-9,05) 11,2(7,4-14,05) 0,059
ICP2-PD1 13,45(7,35-23,85) 16,8(11,45-25,2) 0,251
CD4+ o T 15,35(8-24,25) 15(10,8-23,1) 0,627
CD4- T 4,75(1,5-8,2) 2,7(2,3-3,85) 0,568
CCR4 12,05(9,05-18,05) 10,6(7,35-14,35) 0,358

Bulgular medyan (IQR) ile verildi. Mann-Whitney U test.

4.9. Tumoér Tomurcuklanma Skoruna Gore Karsilastirmah Sonuglar

Kolon kanserinde tiimor tomurcuklanma skoruna oranina gore tiimorii drene eden lenf

nodunda T hiicre alt tipleri ve reseptor ekspresyonlart agisindan bir fark izlenmedi

(Tablo 11).
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Tablo 11. Timér Tomurcuklanma skoruna gore T hiicre alt grup ve reseptor ekspresyon oranlari.

Diisiik Orta-Yiksek

Oranlar (n:28) (n:8) p

CTL 19,95(16,25-21,5) 23,45(14,2-25,9) 0,399
Th 47,8(39,6-55,8) 47,5(41,95-52,85) 0,896
NAIVE T 3,45(2,15-5,35) 3,15(1,45-5,1) 0,641
Thl 40,6(32,5-52,9) 37,4(33,1-48,85) 0,921
Th2 19,1(15,9-31,7) 20,7(14,5-33,35) 0,985
Thl7 3,7(1,95-6,7) 4,4(1,8-7,55) 0,926
TREG 1,7(0,6-2,5) 1,2(0,5-2,7) 0,504
yT 23,6(12,35-30) 17,3(12,4-62) 0,729
TEM 27,2(21,05-29,9) 28,1(22,1-29,15) 0,955
CM 12,95(10-20,8) 15,4(11,15-22,45) 0,641
CD4/CD8 2,65(1,95-3,17) 2,04(1,93-3,06) 0,668
ICP1-CTLA4 8,2(6,25-11,65) 7,3(6,7-7,65) 0,489
ICP2-PD1 12,75(7,35-20,85) 20,2(12,6-24,15) 0,180
CD4+ % T 15,65(8,95-22,45) 14,7(10,6-41,8) 0,695
CD4- 95T 3,7(1,5-7,85) 4,95(2,5-14,95) 0,270
CCR4 12(7,95-15) 12,15(9,45-25,55) 0,588

Bulgular medyan (IQR) ile verildi. Mann-Whitney U test.

4.10. Lenf Nodu Tiimoral infiltrasyon Durumuna Gore Karsilastirmah Sonuclar

Immunfenotiplenin yapildigi lenf nodunun tiimor infiltrasyonu olan (N+) grupta Th17

hiicreleri NO gruba gore anlamli artmis izlendi (p=0,046). Metastatik lenf nodundan y6 T

hiicre oranlar1 ve CCR4 reseptor ekspresyonlarinda izlenen arti istatistiksel anlamliga

kavusmamustir (Tablo 12, Sekil 24).
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Sekil 24. Lenf nodunun timor infiltrasyon durumuna gore a) Th17 hiicrelerin karsilastirmasi, b) 0T

hiicrelerin karsilastirmasi, C)CCR4 ekspresyonunun karsilastirmasi

Tablo 12. Calisilan lenf nodunun tiimér infiltrasyon durumuna gore hiicre ekspresyon oranlar1 ve reseptor

ekspresyonlari
NO N+

Oranlar (n:16) (n:20) p

CTL 19,27+5,5 20,03+5,27 0,680
Th 47,64+10,2 47,9649,57 0,924
NAIVE T 3,7(2,3-5,4) 3,05(1,45-5,35) 0,440
Thl 34,7(32,6-46,6) 48,3(30-56,6) 0,286
Th2 19,1(14,1-31,7) 20,85(17,2-32,6) 0,479
Th17 2,45(1,1-4,9) 5,15(3,3-7,5) 0,046
TREG 1,4(0,55-2,45) 1,6(1-2,7) 0,746
T 14(11,8-28,3) 26,9(17,3-49,1) 0,071
TEM 26(21,05-29,6) 27,8(21,75-30,05) 0,718
CM 12(9,6-16,4) 15,65(10,4-21,05) 0,283
CD4/CD8 2,63+0,79 2,55+0,82 0,769
ICP1-CTLA4 7,45(5,6-9,15) 7,9(6,4-13,05) 0,290
ICP2-PD1 11,25(7,1-18,65) 16,8(10,35-24,15) 0,149
CD4+ 5T 11,5(9,8-21,5) 17,1(13,1-30,3) 0,173
CD4- 5T 4,75(1,5-8,2) 2,7(2,3-3,85) 0,568
CCR4 10,55(7,75-12,7) 13,75(9,8-24,1) 0,077
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5. TARTISMA

Kolon kanseri, timor evolisyonu sirasinda gelisen driver (suriicli) mutasyonlar ve
passenger (yolcu) mutasyonlar; bu somatik mutasyonlarin sonucunda gelisen
neoantijenler ve bu neoantijenlere karsi gelistirilen, Ozellikle de T hicrelerinde
gozlemlenen farkli immin yanitlar nedeniyle, heterojen bir biyolojiye sahiptir. Bu
farkliliklar hem sitotoksik tedavilere hem de immiinoterapilere yanitlarin degisken
olmasina, sag kalim farkliliklarina sebep olarak heterojen bir klinik ile karsimiza gelir.
Birgok c¢aligma, sistemik bir anti-tiimér immiin yanitinin immiinoterapi etkinligi igin
gerekli oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, kanser gelisiminin lenfatik ve dolasim
sisteminin sistemik bagisiklik durumunu nasil etkiledigine dair kapsamli bir tanim
eksikligi mevcuttur (Allen et al., 2020). Tumoru drene eden lenf nodlari, anti-timoér
immiin yanitlar i¢in primer bolgelerdir ve bu lenf nodlarindaki aktive lenfositlerin fare
timor modeline adoptif transferinin timor biiytimesini baskiladigr gosterilmistir

(Okamoto, Harada, Shinomiya, Matsuzaki, & Nomoto, 1995).

Klinik veriye gore kanser hastalarinda Th1/Th2 dengesinin Th2 lehine kaymis olarak
izlendigi bildirilmistir. CTL ve Thl polarizasyonu iyi prognostik kabul edilirken, Th2
baskinlig1 kotii prognozla iliskilendirilmistir (Hou et al., 2013). Preklinik immun makro-
¢evrenin arastirildigi bir ¢alismada 8 farkli fare tiimor modelinde timar, kan, lenf nodu,
dalak ve kemik iligindeki immin kompozisyon degisiklikleri kitle sitometrisi ile
degerlendirildiginde lokal immin infiltrat ile periferik immln organizasyonun
uyusmadigi izlenmistir (Allen et al., 2020). Aymi ¢alismada dalak, kan ve kemik iligi
benzer immin kompozisyon gosterirken tumori drene eden lenf nodundaki immin
bilesenler farkli izlenmistir. Lenf nodu analizinde, CD4+ T hiicrelerin ve Thl yanitin
azaldigr, CTL ve TREG’lerin dinamik degiskenlik gosterdigi kanitlanmigtir.
Gastrointestinal sistem kanserlerini konu alan klinik baska bir ¢alismada progresyonun
hem dolasim hem de timord drene eden lenf nodunda Thl yanitindan Th2 yanitina
immin kaymaya sebep oldugu gosterilmistir (Nakayama et al., 2000). Bizim
calismamizda, evre progresyonunda Thl ve Th2 hiicre oranlarinda anlamli bir farklilik

izlenmemistir. Nakayama ve arkadaslarinin c¢aligmalarinda tiimorii drene eden lenf
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nodundan IFNy sekrete eden Thl ekspresyonu ortalama %7,9+4,8 iken IL-2 sekrete
eden Thl ekspresyonu ortalama %16,5+6,4 bulunmus ve bu degerler kanser hastalarinin
PBMC Thl ekspresyonu ile benzer olup saglikli dondrlerin PBMC Thl ekspresyonun-
dakinden yar1 yartya diisiik oldugu izlenmis fakat sonuclar tumor tiplerine ve evrelerine
gore alt grup analizi yapilmamistir (Nakayama et al., 2000). Bizim ¢alismamizda ise
kolon kanseri hastalarinda timorii drene eden lenf nodunda Thl ekspresyonu tiim
evreler icin ortalama 41,29+11,88 olarak saptanmis ve Nakayamanin ¢alismasina gore
oran olarak daha fazla degerlendirilmistir. Bu farklilik, kanser popiilasyonlarinin ayni
olmamasina ve farkli evrelerdeki hastaliklar olmasina bagl olabilir. Baska bir ¢aligmada
kolorektal kanserlerde TNM evresi, peritiimoral lenfositik invazyon ve LVI arttikga IHC
ile degerlendirien T-bet ekspresyonlarinin ve buna bagli Thl oranmin azaldig
bildirilmistir (Ling et al., 2016). Bizim ¢alismamizda ise farkli olarak, evreye ve LVI’ya
gore Thl oranin degismedigi, tam aksine peritiimoéral degil intratiimoral lenfosit yanit
artist olan grupta Thl artis1 oldugu saptanmuistir. MSI-H timérlerde Thl oranlari
artarken KRAS mutant hastalikta azaldig1 bildirilmis, fakat bizim ¢alismamizda bu iki

molekdiler tipte de Th1 oranlar1 agisindan fark izlenmemistir.

Pellegrini ve arkadaglar1 kolon kanseri hastalarinin PBMC’lerde Th2 oraninin arttigini
ve kolorektal kanser metastazi izlenen lenf nodunda da hiicresel baskinligin Th2 lehine
kaydigini bildirmistir. Ayn1 ¢alismada, IL-4 salgilayan Th2’lerin ve IL-4 ekspresyon
oranlarinin evre ile birlikte arttigi da izlenmisti (Pellegrini et al., 1996). Bizim
calismamizda ise, lenf nodunda Th2 oranmin Thl oranindan diisiik oldugu ve lenf nodu
metastazi olanlarda da degisen evrelerde de Th2 oranmin farkli olmadig1 izlenmistir.
MSI-H kolon kanserinde Th’larin diisiik MSI-H olanlara gore artmis oldugu bildirilmis
fakat Th2 alt tipinin MSI’a gore durumu literatiirde bildirilmemigtir. Bizim
calismamizda, literatiirde ilk defa MSI-H kolon kanserinde Th2 alt-popiilasyonun diisiik
MSI-H gruba gore azaldigi gosterilmistir.

Naive T hicreleri timorlerde nadir izlense de (Pages et al., 2005), bildirilen rolatif
oranlar1 evre I-11 sol kolon tlimdrlerinde %3.74 + 0.63, sag kolon tiimérlerinde %4.18 +
1.22; evre 111-1V sol kolon tiimorlerinde %4.92 + 0.73, sag kolon tiimorlerinde %5.86 +
0.86 olarak belirlenip, timor lokalizasyonu ve TNM evresine gore farklilik gostermedigi
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bildirilmistir (Di et al., 2017). Bizim ¢alismamizda ise naive T hiicre orani evre I-lI
hastalikta %3.4, evre III hastalikta %3.1, evre IV hastalikta %4.4 olarak saptanmistir ve
evrelemeye gore hiicrelerde farklilik izlenmemistir. Naive T hucreleri, CTL’lerin tam
tersine diisiik MSI-H timorlerde artmis oldugu gosterilirken (Narayanan et al., 2019)
bizim ¢aligmamizda MSI durumuna gore ekspresyon oranlarinda farklilik izlenmemistir.
Ayrica PNI olan kolon timdrlerinde, PNI olmayanlara gore naive T hiicre oranlariin

anlamli olarak arttigini literatiirde ilk kez bildirilmistir.

Sitotoksik T lenfositlerin, anti-tiimor bagisikliginin en 6nemli efektér mekanizmalarin-
dan birini olusturdugu iyi bilinmektedir. CTL intratiimoral ekspresyonunun artmasinin,
erken metastatik olaylarin yoklugu ve azalmis kanser niiksii oranmi ile 6nemli Olgiide
iliskili oldugu gosterilmistir (Deschoolmeester, Baay, Lardon, Pauwels, & Peeters,
2011). Ropponen ve arkadaglari, intratimoral ve peritimdral TIL'lerin varlig: ile timor
evresi arasinda ters bir korelasyon gostermislerdir, yani ¢alismalarinda TIL'ler evre IlI
ve IV gibi ileri evrelerde daha azalmis bulunmus ama evre | ve Il gibi erken evrelerde
daha fazla olarak belirlenmistir (Ropponen, Eskelinen, Lipponen, Alhava, & Kosma,
1997). Benzer sekilde, MSI-H kolon kanserinde diisiik MSI-H tiimorlere gore CTL’ler
de daha fazla izlendigi bildirilmistir (Narayanan et al., 2019). Bizim c¢alismamizda ise
CTL oranlar1 TNM evresi, MSI durumu ya da TIL gibi bakilan diger tum histopatolojik

prognostik faktorlere gore farksiz olarak izlenmistir.

Zou ve arkadaglarinin yaptig1 calismada saglikli insan dondrlerinde TREG hticrelerinin
fraksiyonunun kemik iliginde %5.5 + 3.5, timusta %1.5 + 1.2, lenf nodunda %0.5 +
%0.3 ve kanda 0,5 £ 0,4% oldugu; kemik iliginde diger lenfoid dokulardan daha fazla
TREG rezervuari oldugu (Zou et al., 2004) ve intratumoral TREG sikliginin ise %5,6+ 3
oldugu bildirilmistir (Szeponik et al., 2021). Gastrointestinal sistem kanserleri olan
hastalarin PBMC’lerinde TREG oran1 saglikli kontrollere goére artmis bildirilmistir
(Sasada, Kimura, Yoshida, Kanai, & Takabayashi, 2003). Sekiz kolon kanseri hastasiyla
mezenterik lenf nodundan yapilan TREG c¢alismasinda saglikli lenf nodu donorii
alamadiklari icin inflamatuvar barsak hastaligi (IBH) olan hastalardan elde edilen lenf
nodunu kontrol olarak kullanmislar ve kolon kanserinde IBH’dan daha fazla TREG
ekspresyonu oldugunu gostermislerdir (Clarke et al., 2006). Clarke ve arkadaslari kolon
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kanseri mezenterik lenf nodunda TREG ekspresyon dizeyini ortalama %21 olarak
bildirmistir. Bizim ¢alismamizda ise kolon kanseri hastalarinda tiimorii drene eden lenf
nodunda TREG ekspresyonu tim evreler icin ortalama %2,32+2,57 bulunmus olup
saglikli insanlarda bildirilen lenf nodu ekspresyonundan 4 kat fazla, Clarke ve
arkadaglarinin ¢alismasindan 2 kat fazla fakat literatlirdeki intratimdral TREG
oranindan daha az olarak saptanmistir. Yaqub ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada kolon
kanseri dokusunda ve drene eden lenf nodunda, saglikli kolon mukozasina gore IHC ile
daha once bildirilen degerlerden ¢ok daha fazla olan %30’a yakin CD3*FOXP3*TREG
infiltrasyonu oldugu bildirilmistir (Yaqub et al., 2008). Hu ve arkadaslarinin 17
caligmanin sonuglarmi degerlendirdigi meta-analizde hem intratiméral hem de
peritimoral alanda TREG infiltrasyonu birlikte artist TNM evre I-II hastalikla iliskili
bulunurken sadece intratiimoral ya da peritiméral TREG artis1i evre ile iligkisiz
bildirilmistir (Hu et al., 2017). Bizim c¢alismamizda ise, Hu ve arkadaslarinin
calismasindan farkli olarak TREG ekspresyon oranlari ile TNM evreleri arasinda iligki
izlenmemistir. MSI-H kolorektal kanserlerde intratimoral TIL ile birlikte
FOXP3+TREG’lerin de artmis izlendigi farkli ¢alismalarda bildirilmis olup (Michel et
al., 2008; Zhang et al., 2015) benzer sekilde bizim ¢alismamizda da MSI-H timorlerde
TREG ekspresyonu diisiik MSI-H tiimorlere gore artmis izlenmistir, fakat intratumoral
veya peritimoral lenfosit invazyonu ile iliskili bulunmasa da LV1 olan kolon kanserinde
TREG oranlarinin artmis oldugu belirlenmistir. Kolon kanserinde immunoterapilerin
etkinliklerinin gosterildigi tek grup olan MSI-H grupta ve kotl prognostik LVI olan
grupta TREG diizeyindeki anlamli artis diistiniildiigiinde, CD4+CD25+TREG htcrelerin
ortadan kaldirilmasi, tiimor hiicrelerinin immiinojenisitesini artirmaya yonelik mevcut
girisimlerle birlestirilirse, timdr bagisikligimi artirmak i¢in yeni ve etkili bir strateji
olarak kullanilabilir. Calismamizda degerlendirdigimiz diger prognostik histopatolojik
faktorlerle (lenf nodu pozitifligi, KRAS mutasyonu, tumér tomurcuklanma skoru ve

PNI) TREG oranlarinda herhangi bir farklilik izlenmemistir.

Aktive T lenfositlerde PD1 ve CTLA4 gibi immin checkpoint inhibitér co-reseptorler
immun yaniti sinirlamak i¢in artar. Son yillarda yapilan immiinoterapi ¢aligmalarinda,

kolon kanserinde immunoterapétiklerin etkinliginin MSI-H kolon kanserlerle sinirh
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oldugu ve bu durumun MSI-H tumorlerde ICP reseptorlerin, sayilar1 da artan TIL’ler ve
myeloid hucreler Uzerinde selektif olarak upregiile olmasmna bagli olabilecegi
bildirilmistir (Sillo, Beggs, Morton, & Middleton, 2019). Bizim ¢alismamizin genel
popllasyonunda evre ile ICP’lerden sadece ICP2-PD1 arsinda pozitif korelasyon
izlenirken, ne MSI-H tumdrlerde ne de KRAS mutasyonu olan grupta ICP’lerin oraninda
artis izlenmemistir. Calismamizin sonucu, artan ICP2-PD1 dizeyi ile artan immin

inhibitor aktivite sonrasinda evre progresyonu olabilecegine isaret etmektedir.

Th17 ile ilgili literatlirde birbiri ile g¢elisen ¢aligmalar olsa da Th17 hiicreleri kolon
kanseri i¢in kot prognostik faktér olarak degerlendirilmis ve daha kisa sag kalim ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Amicarella et al., 2017; Bruni et al., 2020; Fridman et al.,
2012). Th17 ekspresyonunun kolon kanseri dokusunda saglikli doku ve kandan daha
fazla oldugu ama hasta ve saglikli dondriin PBMC’leri arasinda ekspresyon farki
olmadig: bildirilmistir. Ayn1 ¢calismada kolorektal kanseri infiltre eden IL17+ hicrelerin
oraninin flow sitometrik analiz ile %27+24 oldugu ve stromal IL17+ hicre
infiltrasyonunun sag kalimlarla iliskisi olmadigi da bildirilmistir (Amicarella et al.,
2017). Bizim ¢alismamizda ise, kolon kanserini drene eden lenf nodunda Thl7 hiicre
orani 4,68+3,47 olarak hesaplanmistir. Bu farklilik IL17°nin Th17 hiicreleri digindaki
hiicrelerce de eksprese edilebilirliginden kaynaklanabilecegi gibi analiz edilen hiicre
popiilasyon alaninin  kemokin mikrogevresinden de kaynaklanabilir. Kolorektal
kanserlerde de THC ile Th17 diizeyinin T evresi i¢in migrasyon ve invazyon ile iligkisi
oldugu, ayrica lenf nodu metastazi olan hastalarda intratiiméral Th17 ekspresyonunun da
arttigr gosterilmistir (Sui, Qiu, Yu, Kong, & Zhen, 2019). Benzer sekilde bizim
calisgmamizda da artan evre ile Th17 ekspresyonunun korele bir sekilde arttig
gosterilmis ve evreden bagimsiz olarak lenf nodu metastazi ile de iliskili bulunmustur.
Bir diger kotii prognostik risk faktorii olan PNI ile Th17 hiicre oranlarinda anlamli artig
saptasak da diger prognostik histopatolojik faktorlerle (KRAS mutasyonu, timor
tomurcuklanma skoru ve PNI) Th17 hicre oranlarinda herhangi bir farklilik izlenmemis
olmasi literatiirdeki ¢eliskili sonuglarla (Amicarella et al., 2017; Bruni et al., 2020)

benzerlik gostermektedir.
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yo T hucreleri, saglikli bireylerin periferik kan T lenfositlerin <%0,5-5’1 ni olusturur
fakat lenf nodu ve dalakta bu oran daha diisiik olarak bildirilmistir (Di Carlo et al., 2013;
Lee et al., 2020). o T hicreleri direkt ve indirekt antitimor sitotoksite 6zelliklerinden
dolay1 cesitli kanser tiplerinde adoptif hiicre tedavisi seklinde immiinoterapiler arasinda
yerini almigtir. Bunun tersine, o T hiicrelerin bir¢ok kanserde artmig anjiogenez, kotii
prognoz ve daha kisa sag kalim ile iliskisi de gosterilmistir (Zhao, Niu, & Cui, 2018). Bu
antitimor ve protiimor dual aktivitelerinden dolay1 y0 T hiicrelerin ‘dost’ mu ‘diigman’
mi1 oldugu hala aragtirilmaktadir. 6 T hiicrelerin ¢ogunlugu subkutanéz ve mukozal
alanlarda dagilmis olarak bulundugundan, kolon mukozasinda da intraepitelyal
lenfositlerin insanda %20-30’unu olusturmaktadir (Suzuki, Hayman, Kilbey, Edwards,
& Coffelt, 2020). Amicarella ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada kolorektal kanseri
infiltre eden CD3+ 5 T hicrelerin orani1 ortalama %24+5 olarak hesaplanmistir
(Amicarella et al., 2017). Bizim ¢alismamizda kolon kanserini drene eden sekonder lenf
nodlarinda CD3+ »5 T hicrelerin oram1 ortalama 25,18+15,68 olarak saptanmuistir.
Calismamizda total 0 T hiicreleri analiz edilmis fakat V&1* veya V82" ayrimi
yapilmamgtir. Literatirde y0 T lenfositler cogunlukla CD4~ CD8~ double negatif veya
CD4~ CD8" olarak bildirilse de (Lee et al., 2020; Ma, Yuan, Guo, Yan, & Li, 2020)
bizim kolon kanseri hastalarindan olusan tiim popiilasyonumuzda imminfenotiplemeye
gore CD4 ve CD4* yo hiicrelerin rolatif ekspresyonlar1 karsilastirildiginda bilinen
standardin aksine CD4* 5 T hcrelerinin daha fazla oldugu izlenmistir. Literatlrde ilk
kez olarak bildirdigimiz bu bulgu daha 6nce de literatiirde tanimlanmis ITK aracili RAS
yolak aktivasyonuna (Qi et al., 2009) bagl olabilecegi diisiiniilerek KRAS mutasyonu
olan ve olmayan hastalarin alt grubu ile degerlendirildiginde, hem mutant hem de wild
tipte CD4* y5 T hicrelerin oraninin, CD4" 5 T hicrelerin oranindan yiiksek oldugu
izlenmistir. Kolon kanserinde yapilmis in vitro adoptif yo T hicreleri tedavisi, direk
sitotoksite aracili antitimor etkinlik gosterse de, o T hucreleri IL17 salgilayarak
protimoral etkinlik de gosterebilirler (Ma et al., 2020). MSI-H kolon kanserinde
literatiirde bildirilen artmig TIL oranlariyla orantili olarak intra timoral total yoT
hiicrelerin anlamli sekilde arttigi gosterilmistir (Narayanan et al., 2019). Bizim
calismamizda primer amag olan evreye gore total yoT hiicrelerinde fark izlenmedigi gibi
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MSI, KRAS mutasyonu gibi molekiiler degisikliklere gore veya diger bakilan prognostik

histopatolojik 6zelliklere gore de yoT hiicrelerin oraninda farklilik izlenmemistir.

Di ve arkadaslar1 evre I-1l Kolon kanserinde CM & TEM ayrimi yapilmadan bakilan
CD4+ hafiza T hiicre oranlari sol kolon timérlerinde %6.69 + 1.01, sag kolon
timorlerinde %5.83 + 0.82; evre 111-IV hastalikta sol kolon tiimorlerinde %11.82 + 1.51,
sag kolon tiimorlerinde %10.69 + 2.18 olarak hesaplanip, timor lokalizasyonu ile fark
gostermedigi, fakat TNM evresi ile pozitif iligkili oldugunu bildirmislerdir (Di et al.,
2017) .Bu bulgularin tersine bagka bir calismada ise CD4+ hafiza T hiicre
yogunluklarinin lokal tiimdr invazyon oranlar ile ters iligkili oldugu gdsterilmis ve bu
hicreler, T4 timdrde T1 tumore gore daha azalmis oranlarda izlenmistir (Fridman et al.,
2012). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde CM median orani evre I-1I hastalikta %11,
evre III hastalikta %12, evre IV hastalikta %18, TEM median orani evre I-II hastalikta
%27, evre III hastalikta %23, evre 1V’de %28 olarak saptanmistir ve degisen evre ile
hafiza hiicreleri alt tipleri arasinda fark izlenmemistir. Ayrica LVI ve bir diger invazyon
belirteci olan lenf nodu tutulumu durumunda CM ve TEM hucrelerin oranlarinda da

farklilik da izlenmemistir.

Kolon kanserinde Timor Tomucuklanma Skoru ile T lenfosit yanitini karsilastiran daha
once herhangi bir c¢alisma yapilmamis olup ¢alismamiz bu konuda yapilmis ilk
calismadir. Yaptigimiz analizde timor tomucuklanma skoruna gére T hicre alt

gruplarinda farklilik izlenmemistir.

Yapilan c¢alismalarda, saglikli goniillillerle karsilastirildiginda ortalama helper
suppressor orant (CD4/CD8) kanser hastalarinda daha diisiik olarak izlenmistir. Meme
kanseri ile yapilmis calismalarda CD4/CD8 oranimin artisinin iyi prognostik kriter olup
relaps ve aksillar lenf nodu metastazi ile negatif iligkili oldugu gosterilmistir (Nicolini et
al., 1996). Renal hicreli kanser hastalarinda da interferon tedavisi sonrasi artan
CD4/CD8 oraninin timdr regresyonunu pozitif predikte ettigi bildirilmistir (Hernberg,
Muhonen, & Pyrhonen, 1997). Cift primer kolon kanseri olan hastalarda PBMC’de
CD4/CD8 oranlar1 0.72 + 0.26 olarak bildirilmistir. Bizim g¢aligmamizda ise tiim
popullasyonda oranlar 2.59+0.79 olarak Th lehine artmis olarak belirlenmistir. Evre,
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MSI, KRAS mutasyonu ve diger histopatolojik risk faktorlerle CD4/CDS orani arasinda

bir fark veya iliski saptanmamustir.

Kolon kanserinde prognozu belirleyen en dnemli hiicresel belirte¢ olarak intratimoral
efektor ve hafiza hiicreleri oldugu bildirilse de (Sillo et al., 2019), yaptigimiz ¢alismada
tim populasyonda en énemli prognostik belirte¢ olan evreye gore hem intratiiméral hem
de peritiimoral lenfosit yanita ek olarak tiimorii drene eden lenf nodunda sadece immiin
baskilayict Th17 hiicrelerin ve immin inhibitdr reseptor PD1 diizeylerinin evre ile
arttigini literatiirde ilk olarak gosterilmistir. Bir bagka deyisle ¢alismamizda, invazyon
durumu ve evreyi belirlemede efektor hiicrelerden ¢ok immiin yaniti baskilayan hatta
durduran htcre ve molekullerin rol alabilecegi gosterilmistir. Benzer sekilde, literaturde
evre I-111 kolon kanseri icin MSI-H durumu iyi prognostik kriter olarak kabul edilse de
evre 4 hastalikta MSI-H timdrlerin daha kotii prognoz ile seyrettigi bildirilmistir. Erken
evrelerdeki bu avantaj timor mikro-cevresinde daha aktif ve daha fazla bir efektor hicre
infiltrasyonuna atfedilmistir (Sillo et al., 2019). Calismamizin genel populasyonundaki
immiin baskilayict1 Thl7 ve PD1 oranlarin evre ile artisina benzer sekilde MSI-H
hastalik durumunda da yine immiin baskilayict TREG oranlarinin anlamli sekilde arttigi
fakat bir diger immiin baskilayici kabul edilen Th2 hiicrelerin oranlarinin anlamli sekilde

azaldigini gosterilmistir.

Kolon kanserinin PBMC veya TIL iliskisi ve prognostik etkileri bir¢ok caligmada
arastirllmistir. Calismalarda ¢ogunlukla IHC yontemler ve hem tek hiicreli hem de toplu
coklu omik veri kimeleri kullanan analitik araglar kullanilmistir. Flow sitometrik
arastirmalar ise ya preklinik hiicre dizisi veya hayvan ¢alismalar1 ya da smirl az sayida
hastalar Uzerinde klinik caligma olarak yapilmistir. Lenf nodu analizi ile yapilmis
literatlirde yer alan az sayidaki ¢alismadan daha fazla hasta sayisi ile yaptigimiz bizim
calismamizda digerlerinden farkli olarak kolon kanserini direne eden lenf nodunda tek
hiicre degil genis bir T hiicre paneli ve immun inhibisyon iliskili molekiiller analiz

edilmis ve T hiicre alt gruplarinin oranlar1 belirlenmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Lenfositler tarafindan timor hiicresine karst immiin yanit lenf nodlarinda gelisir.
Timorle iligkili sekonder lenfoid organlardaki immdin diizen ile kolon kanseri arasindaki
iliski ise hala tam olarak agiklanmamistir. Bizim ¢alismamizda, kolon kanserini drene
eden lenf nodlar1 incelenerek kolon kanseri hastalarinda sekonder lenfoid organlarda
literatiire gore daha fazla hasta sayis1 ile daha detayh olarak T htcre profili

belirlenmistir.

Kanser hastalarinda Th1/Th2 dengesi Th2 lehine kaymus izlendigi bildirilmistir. CTL ve
Thl polarizasyonu iyi prognostik kabul edilirken Th2 baskinhigi koti prognozla
iliskilendirilmistir fakat bizim calismamizda evre progresyonunda Thl ve Th2 hiicre
oranlarinda anlamli bir farklilik izlenmemistir ve tim populasyonda lenf nodunda Th2
oraninin Thl oranindan diisiik oldugu ve lenf nodu metastazi olanlarda da degisen
evrelerde de Th2 oraninin farkli olmadigi izlenmistir. Calismamizda kolon kanseri
hastalarinda timérii drene eden lenf nodunda TREG ekspresyonu tiim evreler i¢in daha
once literatiirde bildirilmis saglikli kontrollerdeki lenf nodu ekspresyonundan 4 kat
fazla, az sayida hastayla yapilan kolon kanseri mezenterik lenf nodu ekspresyonundan 2
kat fazla ve intratiiméral TREG oranindan daha az olarak saptanmasina ragmen evreye
gore anlamli fark izlenmemistir. Artan evre ile Th17 ekspresyonunun korele bir sekilde
arttig1 ve evreden bagimsiz olarak lenf nodu metastazi ile iliskili oldugu belirlenmistir.
Ayrica, LVI olan kolon tiimdrlerinde naive T hiicre oranlarmin anlamli olarak arttigini
literatiirde ilk kez biz bildiriyoruz. Literatiirde kolon kanserinde hafiza hiicrelerinin alt
gruplarinin ¢alisilmasi bildirilmedigi gibi evre, LVI ve lenf nodu timoral tutulumu ile
kolon kanserini drene eden lenf nodunda TEM ve/veya CM hiicre oranlarinin
degismedigini literaturde ilk kez biz bildiriyoruz. Kolon kanserinde intratimoral
tomucuklanma skoru ile sekonder lenf nodlarindaki immiin hiicre alt gruplarinda
degisiklik izlenmemistir. Daha 6nce kolon kanserinde Timér Tomucuklanma Skoru ile
immin T lenfosit yanitim1 karsilagtiran bir ¢alisma yapilmamis olup ¢alismamiz bu
konuda yapilmig ilk ¢alismadir. Calismamizda c¢aligmanin genel popllasyonundan

farkli olarak MSI-H alt grupta immiin baskilayici Th2 ve TREG oranlarmin anlamli
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sekilde arttig1 literatlirde ilk kez olarak gosterilmistir. Son olarak ¢alismamizda,
literatirde kolon kanseri hastalarinda ilk kez olarak CD4+y6 T hiicre populasyonunun

varlig1 belirlenmistir.

Yaptigimiz calismada tiim popiilasyonda en 6nemli prognostik belirte¢ olan evreye gore
hem intratiimdral hem de peritimoral lenfosit yanita ek olarak tiimorii drene eden lenf
nodunda immiin hiicre popiilasyonlarinin dagiliminit degerlendirdigimizde  sadece
immun baskilayict Th17 hicrelerin ve immin inhibitor reseptor PD1 dizeylerinin evre
ile paralel olarak arttigin1 gostererek invazyon durumu ve evreyi belirlemede efektor
hiicrelerden ¢ok immiin yaniti baskilayan hatta durduran hiicre ve molekiillerin

rol alabilecegini bildiriyoruz.
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