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ÖZET 

Amaç: Birinci amacımız, Kolon kanseri hastalarında T lenfosit infiltrasyon oranı ve 

tümörü drene eden lenf nodundaki T hücre alt gruplarının karşılaştırmalı analizini 

yapmaktı. İkinci amacımız ise, belirlediğimiz T hücre alt grupların oranlarının evre, 

KRAS mutasyonu, MSI durumu ve diğer prognostik faktörlere göre ilişkisini 

tanımlamaktı. 

Yöntem: Antalya Eğitim Araştırma Hastanesinde kolon kanseri operasyonu yapılan 

hastaların primer tümörü drene eden lenf nodundan izole edilen mononükleer hücreler 

sıvı nitrojende donduruldu. Örnek toplama işlemi sonrasında hücreler çözdürülerek 

naive T hücreler, CTL, Th1, Th2, TREG, γδ T hücreleri, Th17, hafıza hücreleri alt 

grupların rölatif oranları ve CTLA4, PD1, CCR4 ekspresyon oranları flow sitometrik 

immün fenotiplendirme ile belirlendi. 

Bulgular: Çalışmaya 36 hasta (%41 kadın, %59 erkek) dahil edildi. Çalışma 

popülasyonunun yaş ortalaması 63,14±11,94 izlendi. 13 hasta erken evre, 13 hasta 

bölgesinde ilerlemiş hastalık ve 10 hasta metastatik evrede izlendi. KRAS mutasyon 

oranı %22 izlenmiştir. Evre progresyonunda Th1 ve Th2 hücre oranlarında anlamlı bir 

farklılık görülmemiştir. Artan evre ile Th17 ekspresyonunun korele bir şekilde arttığı 

belirlenmiştir. MSI-H alt grupta immün baskılayıcı Th2 oranı azalırken TREG 

oranlarının anlamlı şekilde arttığı belirlenmiştir. Evreye göre T, Th, CTL, TREG, 

hafıza ve naive T hücrelerinde fark izlenmediği gibi MSI, KRAS mutasyonu gibi 

moleküler değişikliklere göre T, Th, CTL, naive T ve hafıza hücrelerinin oranında da 

farklılık izlenmemiştir. 

Sonuç: Th17 hücre ve inhibitör reseptor PD1 düzeylerinin evre ile paralel artışı, 

invazyon durumu ve evreyi belirlemede, baskılayıcı immün unsurların efektör hücrelere 

göre daha etkin rol oynayabileceğine işaret etmektedir.  

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, T-hücre immun yanıt  
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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, Th1, Th2, TREG, γδ 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 Th1 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  T, Th, CTL, 

TREG, naive T cells and memory T cells according to the stage, and there was no 

difference in the ratio of   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. GİRİŞ 

1.1.Giriş 

Kolorektal kanserler yıllık 1,9 milyon yeni vaka ve 935 bin ölüm ile dünyada üçüncü en 

sık görülen ve ikinci en sık öldüren kanserlerdir (Sung et al., 2021). Kolon kanserinin 

ciddiyetini, yayılımını ve prognozunu tanımlayan en sık kullanılan araç TNM 

evrelemesidir. T tümör boyut ve lokal yaygınlığı, N lenf nodu tutulumunu ve M uzak 

metastazı ifade etmektedir. 

Tümör mikro-çevresi, tümörün biyolojik davranışını etkileyen birçok hücresel ve 

moleküler faktörler içerir. Tümörü infiltre eden immün hücreler bu mikroçevrenin esas 

oyuncularıdır. İmmün gözetim sadece tümörün eliminasyonunda değil aynı zamanda 

denge ve kaçış fazında da tümör kontrolünde görevlidir. Son zamanlarda yapılan 

çalışmalarla mikro-çevrede etkili farklı immün hücrelerin bir kısmının iyi prognoz ile 

ilişkili olup bir kısmının ise immün gözetimi engellediği, anjiogenezi ve invazyon 

yeteneğini arttırdığı gösterilmiştir (Blank, Haanen, Ribas, & Schumacher, 2016). Kolon 

kanseri prognozu sadece tümöre ait moleküler değişikliklerle değil epigenetik ve 

immünolojik faktörler ile de belirlenir. Kolon kanserinde lokal ve sistemik immün 

yanıtta tümörü infiltre eden T lenfositleri (TIL) özellikle CD8+ sitotoksik T lenfositler 

invazyon/metastaz durumu ve sağ kalımı belirleyen en önemli alt gruptur (Leman, 

Sandford, Rhodes, & Kemp, 2018). Ayrıca yardımcı T lenfositler tümöre karşı gelişen 

immünitede rol alan tüm hücrelerin üzerinde düzenleyici olduğundan en az sitotoksik T 

lenfositler kadar önemlidir. Kolon kanserlerinde Th1, Th2, Th17 ve TREG’ler yardımcı 

T lenfosit alt grupları olarak tanımlanmıştır ve araştırılmıştır. Fakat hafıza T hücre alt 

grupları (santral hafıza T hücreleri, efektör hafıza T hücreleri) ve gamma delta (𝛾𝛿 T) 

hücrelerin kolon kanseri immün gözetimi, anjiogenez ve invazyon mekanizması üzerine 

etkileri bilinmemektedir.  

T hücresi uygun tümör antijeni ve MHC kompleksi ile birleşimi sonrası hızlı bir şekilde 

aktive olarak farklılaşmaya uğrar. Tümör antijenine karşı oluşturulan nihai T hücre 

cevabı hastalığın sonlanışını olumlu veya olumsuz etkileyebilir. Th1 hücreleri; sitotoksik 

T hücre (CTL) ve antikor bağımlı hücresel sitotoksite (ADCC) yardım yoluyla tümöre 
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karşı savunma sağlar. T-bet (T-box transkripsiyon faktör) Th1 hücre farklılaşmasında rol 

alır. Th2 hücreleri ise hücre dışında yerleşik olan tehditlere karşı immüniteden 

sorumludur ve Th1’e karşıt şekilde CTL antagonizmi yapabilir. GATA-3  transkripsiyon 

faktörü; Th2 farklılaşmasında görevlidir (K. M. Murphy & Reiner, 2002). CCR4 Th2’ler 

tarafından eksprese edilen kemokin reseptörüdür; ayrıca TREG’ler, Th17 hücreler ve 

Th22 hücrelerince de eksprese edilir (Yoshie & Matsushima, 2015). CCR4’ün kolon 

kanseri yayılımı ve invazyonunda görevi olduğu ileri sürülmüştür (Al-haidari, Syk, 

Jirstrom, & Thorlacius, 2013). TREG’ler tümör toleransında görevlidir ve literatürde 

kanserlerde hem iyi hem de kötü prognostik olduklarını gösteren çalışmalar mevcuttur. 

TREG farklılaşmasında görevli transkripsiyon faktörü Foxp3 dür (Hanke et al., 2015; 

Tosolini et al., 2011). Th17 hücreleri tümör progresyonunda etkilidir. Transkripsiyon 

faktörü ROR𝛾𝑡’dir. Th1 veya Th2 hücre aracılı intestinal inflamasyonu engelledikleri 

gösterilmiştir (Blatner et al., 2012). Gamma delta T hücreleri, hücre yüzeyinde 𝛾𝛿 T 

hücre reseptörü/ TCR taşır ve dolaşımdaki tüm T hücre popülasyonunun %1-5’ini, 

sindirim sisteminde ise %50’den fazlasını oluşturmakla birlikte lenf nodlarındaki 

popülasyon oranları bilinmemektedir. Gamma delta T hücreleri doğal immünite ve 

adaptif immünite arasında bağ kurar, kolon kanserinde anti-tümör etkinliği olduğu gibi 

anti-tümör etkinliği durdurucu olarak da rol alabilir (Lo Presti, Dieli, & Meraviglia, 

2014). Sağlıklı kontrol kolon mukoza dokusu ile karşılaştırıldığında kolon adenokanser 

dokusunda naive T hücrelerin ve hafıza T hücrelerin sayısal olarak azaldığı bildirilmiştir 

(Gianotti et al., 2008). Santral hafıza T hücreleri (CM) dokuda uzun süre latent kalabilen 

ve yüzeylerinde CD45RO isoform ve CCR7 eksprese eden hücrelerdir. Antijen ile uyarı 

durumunda hızlı bir yanıt verirler. Gelişen tümör durumunda, tümör antijeni ile 

tekrarlayan karşılaşmalar ‘hafıza hücrelerine homeostatik konversiyon’ yapabilirler. 

Tümör hücresine karşı hafızayı oluşturup tümöre karşı koruma sağlarlar (de Mey et al., 

2018; Xiang, Lode, Gillies, & Reisfeld, 1999). Effektör hafıza T hücreleri (TEM) 

yüzeylerinde CD45RO eksprese eden fakat lenf nodlarında CCR7 ekspresyonunu 

kaybederek periferik dokulara göç eden hafıza hücrelerdir (Gattorno et al., 2005). Tümör 

dokusunda yüksek yoğunluklu effektör hafıza T hücrelerine sahip olan kolorektal 

kanserlerin daha uzun hastalıksız ve genel sağ kalıma sahip olduğu ve CD45RO+ hafıza 
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T hücrelerinin varlığının kolorektal kanser için bağımsız bir prognostik faktör olduğu 

bildirilmiştir (Pages et al., 2005). 

1.1.1.Amaç 

Kolon kanserinde intratümöral CD8+ TIL’lerin ve TREG’lerin birçok çalışmada 

epidemiyolojik, tedavi yararı ve mikrosatellit durumu ile ilişkisi araştırılmıştır. Fakat, bu 

hücrelerle birlikte diğer bilinen T hücre alt gruplarının tümörü drene eden lenf 

nodundaki sayısal dağılımı araştırılmamıştır. Ayrıca, lokal lenf nodu T hücre yanıtı ile 

MSI ilişkisi de literatürde tanımlanmamıştır. Yapılmış çalışmalarda genellikle lokal 

immün yanıt sadece tümörü infiltre eden ve stromadaki lenfositler üzerinden 

değerlendirilmiş ve anti-tümöral immün yanıtın geliştiği tümörlü dokuyu drene 

eden lenf nodlarındaki hücresel kompozisyon literatürde tanımlanmamıştır. 

Kolon kanserlerinde intratümöral ve sistemik Th1, Th2, Th17 ve TREG hücrelerin 

birçok çalışmada epidemiyolojik, tedavi yararı ve mikrosatellit durumu ile ilişkisi 

araştırılmıştır. Fakat, bu hücrelerle birlikte diğer bilinen T hücre alt gruplarının sayısal 

dağılımı araştırılmamıştır. Ayrıca, tümöre spesifik edinsel immün yanıtın oluştuğu lenf 

nodlarındaki T hücre alt gruplarının sayısal ve fonksiyonel dağılımlarının karşılaştırmalı 

analizi literatürde tanımlanmamıştır. Kolon kanserine karşı lokal lenf nodundaki ve 

intratümöral alandaki T hücre yanıtının MSI ile ilişkisini gösteren herhangi bir 

çalışmaya da literatürde rastlanmamıştır.  

Bu çalışmadaki hipotezimiz, lokal lenf nodu T hücre popülasyonundaki kalitatif ve 

kantitatif farklılıkların kolon kanseri evresi ile ilişkili olduğudur. Hipotezimizi test 

etmek için ilk olarak, intra- ve peri-tümöral alanda T lenfosit infiltrasyon oranı ve 

tümörü drene eden lenf nodundaki lokal T hücre alt gruplarının karşılaştırmalı analizini 

yapmak amaçlanmıştır. İkinci amacımız ise, belirlediğimiz sayısal ve fonksiyonel T 

hücre alt grup dağılımının evre, KRAS mutasyonu, MSI durumu, intratümöral ve 

peritümöral lenfosit yanıt durumu, LVI varlığı, PNI varlığı, tümör tomurcuklanma skoru 

ve incelenen lenf nodunun tümöral infiltrasyon durumuna göre ilişkisini tanımlamaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Kolon kanseri gastrointestinal sistem kanserlerinin en sık görülen tipidir. Kolon 

kanserinin patogenezinde kalıtsal epigenetik ve genetik değişiklikler rol alırken ayrıca 

beslenme alışkanlıkları ve yaşam şekli tercihleri bu sürece katkıda bulanabilir.   Düşük 

gelişmişlik düzeyi (HDI) hayvan kaynaklı yiyeceklerin fazla tüketilmesi, azalmış 

aktivite ile sedentar yaşam ve artan vücut ağırlığı kolorektal kanser gelişimi ile ilişkili 

bağımsız risk faktörleridir. Aşırı alkol tüketimi, sigara içiciliği ve işlenmiş kırmızı et 

tüketimi kolon kanseri riskini arttıran diğer faktörler iken öğütülmemiş tam tahılların ve 

lifli gıdaların tüketimi, süt ürünleri veya kalsiyum takviyelerinin kullanımı riski azaltır 

(Sung et al., 2021). 

Kolon kanserinin ciddiyetini, yayılımını ve prognozunu tanımlayan en sık kullanılan 

araç TNM evrelemesidir. T tümör boyut ve lokal yaygınlığı, N lenf nodu tutulumunu ve 

M uzak metastazı ifade etmektedir. Lokalize ya da erken evre hastalık, kanserin kolon 

dışına çıkmadığı evre I, IIA ve IIB kanserleri; Bölgesinde yayılmış hastalık kanserin 

kolon dışına çıkıp çevre dokulara veya bölgesel lenf nodlarına ulaştığı evre IIC ve III 

kanserleri; Uzak metastatik hastalık kanserin karaciğer, akciğer, uzak lenf nodları gibi 

vücudun uzak bölgelerine yayıldığı evre IV kanseri ifade eder. Kanserde sağ kalım 

oranları, aynı kanser türü ve evresine sahip kişilerin yüzde kaçının, teşhis edildikten 

sonra belirli bir süre -genellikle 5 yıl- hala hayatta olduğunu gösterir. Kolon kanseri için 

5 yıllık rölatif sağ kalım oranı lokalize hastalıkta %91; bölgesinde yayılmış hastalıkta 

%72; uzak metastatik hastalıkta %14’tür (Siegel, Miller, Fuchs, & Jemal, 2021). Her ne 

kadar TNM sınıflaması prognoz ve tedavi kararı için önemli bilgi verse de kişiye özel 

tedavi yanıtları ve sağ kalım sonuçlarını predikte edemez. 

Kolon kanseri hastalarında geleneksel patolojik risk değerlendirmesinde primer tümörün 

boyutu, atipik hücre morfolojisi, histolojik gradı, protein ve genetik belirteçlerin anormal 

ekspresyonları, proliferasyon indeksi, bölgesel lenf nodu tutulumu ve invaziv marjin gibi 

histo-patolojik özelliklere dikkat edilirken; klinik risk değerlendirmede radyolojik uzak 

organ metastazı ve lenf nodu tutulumunu da içeren tümör invazyon parametrelerinin 

tanımlandığı TNM evrelemesi sıklıkla kullanılır. Yine de bu geleneksel sınıflamalarla 
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hasta prognozu veya nüks riski ile ilgili sınırlı tahminde bulunulabilir (Galon et al., 

2012). Kanser sınıflamasının iyileştirilmesi için son zamanlarda geliştirilen yeni 

girişimler arasında tümörün biyobelirteçlerinin immün-histokimyasal analizi, immün 

hücre alt gruplarının akım-sitometrik analizi, moleküler gen imzaları, proteomik ve 

genetik özelliklerinin belirlenmesi bulunmaktadır (Bruni, Angell, & Galon, 2020).  

Karsinogenez sürecinde invaziv tümör ile konağın bağışıklık sistemi arasında kanserin 

ilerlemesini şekillendiren sürekli bir etkileşim vardır. ‘İmmün düzen’ olarak da 

adlandırılan bu etkileşim; bir tümör içinde immün hücrelerin tipi, yoğunluğu, hücre içi 

lokalizasyonu, immün fonksiyonel oryantasyonu ile belirlenen immün parametrelerin 

bütün halinde düzenlenmesidir (Angell, Bruni, Barrett, Herbst, & Galon, 2020; Bruni et 

al., 2020). 

2.1.Kolon Kanseri İnflamatuvar Patogenezi 

Kolon kanseri patogenezinde kalıtsal genetik değişiklikler önemli rol alır. Monozigotik 

ve dizigotik ikizlerle yapılmış büyük bir çalışmaya göre genetik defektlere bağlı kansere 

yatkınlık oranı kolorektal kanserler için %35 (Galon et al., 2006; Lichtenstein et al., 

2000) olarak saptanmıştır. Kolon kanseri çoğunlukla uzun bir süreçte displastik 

premalign öncü lezyonlardan gelişir. Kolon adenomlarının %80’inde gelişen APC gen 

mutasyonları çok basamaklı kolon kanseri oluşum sürecinin ilk evresidir. Adenomdan 

karsinomaya geçiş sırasını onkogen KRAS aktivasyon mutasyonları ve TP53 tümör 

supresyon gen inaktivasyon mutasyonları izler. Çoğunlukla kromozom sayı ve 

yapılarındaki değişikliklerin yol açtığı kromozomal insitabilite de karsinogenezde rol 

alan karakteristik mutasyonlara katkı sağlar (Brenner, Kloor, & Pox, 2014).  KRAS gen 

ürünü olan KRAS proteini; hücrenin yüzeyindeki bir reseptörden hücrenin 

çekirdeğindeki DNA'ya sinyal ileten hücre içindeki protein zinciri MAPK/ERK yolunun 

(Ras/Raf/MAPK/ERK yolu olarak da bilinir) parçasıdır ve GTP molekülünü GDP 

molekülüne dönüştüren hidrolaz enzim ailesinden GTPaz olarak görev alır. KRAS 

mutasyonları genellikle kendi kendini sınırlayan bir hiperplastik adenom veya borderline 

lezyona yol açar, ancak öncesinde bir APC mutasyonundan sonra ortaya çıkarlarsa 

genellikle kansere ilerler (Vogelstein & Kinzler, 2004). KRAS, protein dinamiklerini 

kullanarak hücre içi sinyalizasyonda, büyüme faktörü yayılımında, hücre 
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proliferasyonunda ve kanser hücresi metabolizmasında Warburg etkisi ile sağ kalımı 

sağlayan anahtar moleküldür. MAPK yolağında RAS en fazla mutasyona uğrayan 

basamaktır. Son yıllardaki çalışmalarla kolon kanseri moleküler patogenezi, prognozu ve 

tedavi yanıtı arasındaki bağlantılar daha da anlaşıldı. Kolon kanseri hastalarında KRAS 

kodon 12 veya 13 mutasyon sıklığı %37.7 izlenirken; mutasyonu olan hastalarda 

prognoz daha kötü izlenmiştir (Andreyev, Norman, Cunningham, Oates, & Clarke, 

1998). MAPK yolağı bağımlı kolon kanseri metastazların tedavisinde EGFR hedefli 

tedavilerin EGFR’ın ekstraselüler domainine bağlanarak pro-onkojenik yolakta down-

regülasyon yaptığı; proliferasyon, migrasyon, anjiogenez ve adezyonu engelleyerek anti-

tümör etkinlikle hastanın sağ kalım sürelerini uzattığı yapılan klinik çalışmalarla 

kanıtlanmıştır (Şekil 1.)(Piawah & Venook, 2019).  

 

Şekil 1. VEGFR ve EGFR sinyal yolaklarının ve hedefe yönelik tedavilerin mekanizması  

 (Piawah & Venook, 2019). 
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Bir kısım kolon kanseri ise DNA hasar tamir genlerindeki (mismatch repair genleri) 

bozukluğa bağlı mikrosatellit instabilitesi (MSI) ile ilişkili bulunmuştur (Lindor et al., 

2004). Mismatch onarım sistemi DNA replikasyonu sırasında kimyasal veya fiziksel 

hasar nedeniyle oluşan anormalliklerin tanınması ve eksize edilmesinden sorumludur. 

Kolon kanserinin heterojen moleküler patogenezi sebebi ile kalıtsal familial adenomatöz 

polipozis ve non-polipozis kolon kanser (Lynch sendrom/HNPCC) dışında kolon kanseri 

riskini belirleyen genetik faktörler hala tam olarak anlaşılamamıştır. Lynch sendrom 

ilişkili kanserlerde DNA mismatch repair genlerin eksikliği görülür ve MSI-H 

tümörlerdir; Oysa familial adenomatöz polipozis ile ilişkili kanserler klasik adenoma- 

karsinoma sırasını takip ederler. HNPCC ve sporadik kolon kanserlerin %15’inde MSI-

H fenotip gözlenir ve MSI-H kolon kanserlerin evre-spesifik prognozunun daha iyi 

olduğu gösterilmiştir (Lindor et al., 2004).   

Karsinogenez sürecinde spontan mutasyonlar, çevresel mutajenler veya inflamasyon 

kaynaklı epigenetik değişiklikler normal kolon epitel hücresinden kolon kanser 

hücresine dönüşümü başlatır ve bu aşamaya ‘Tümör İnisiasyon=Başlangıç’ evresi denir. 

Başlangıç hücreleri salınan büyüme faktörleri, sitokinler ve kemokinler aracılığı ile 

tümör mikro-çevresindeki diğer hücrelerle etkileşim halindedir. İnflamatuvar 

mikroçevre sadece tümör oluşumuna katkıda bulunmaz aynı zamanda büyüme faktörleri 

ve proinflamatuvar sitokinler sağlayarak tümöre ilerleme ve progresyonu da destekler 

(Şekil 2.1). Tümör mikroçevresi üç ana hücre tipinden oluşur: Tümör ilişkili 

fibroblastlar, vasküler hücreler ve mikroçevreyi infiltre eden immün hücreler (Schmitt & 

Greten, 2021). Kolon kanserinin davranışını, prognozunu ve tedavi yanıtını predikte 

edecek histopatolojik incelemelerde stroma, immün infiltratlar, sinirler ve damarlar 

bütün bir mikroçevre olarak incelenir.  
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Şekil 2.1.Karsinogenez mekanizması 

Kolon kanseri oluşumu ve progresyonu immün homeostaz yetersizlikleri ile sıkı ilişkili 

olup son zamanlarda yapılan araştırmalarda NLR, peri-tümöral lenfositik reaksiyon, 

intra-tümöral lenfositik reaksiyon, TIL yoğunluğu ve tümör immünoskor kolorektal 

kanser, immün durumunu tanımlamada kullanılmıştır (Galon et al., 2006; Guo, Wang, 

Qiu, Pu, & Chang, 2020). İmmün skor özellikle CD3+ ve CD8+ T hücrelerinin hem 

intratümöral/tümör merkezinde hem de peritümöral/invazyon marjininde ölçülmesi ile 

hesaplanır (Angell et al., 2020). 

Farklı tümör tiplerinde ve farklı hastalarda tümörü infiltre eden hücreler de farklılık 

gösterir. Bir tümörde makrofajlar, dendritik hücreler, mast hücreleri, NK hücreleri, naive 
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ve hafıza lenfositler, B hücreleri, Th1, Th2, Th17, TREGs, T foliküler yardımcı hücreler 

ve CTL’ler de dahil tüm immün hücreler bulanabilir. Yapılmış insan kanser 

çalışmalarında İHC ve immün gen analiz yöntemleri ile bu immün hücreler tümör 

içinde, tümörün invaziv marjininde veya drene eden komşu tersiyer lenfoid dokularda 

lokalize olabileceği bildirilmiştir (Fridman, Pages, Sautes-Fridman, & Galon, 2012; 

Galon, Fridman, & Pages, 2007; Galon et al., 2012). Detaylı histopatolojik analizler 

sonucu tümör immun infiltrasyonların rastlantısal dağılmadığını; tümörün merkezinde, 

invazyon marjininde ve bitişiğindeki drene eden sekonder-tersiyer lenfid organlarda 

yoğun infiltratlar şeklinde lokalize ve organize olduğu gösterilmiştir (Galon et al., 2012). 

Ayrıca İHC yöntemi ile değerlendirilen TIL'lerin tümör büyümesini baskılayan immün 

hücrelerin toplanmasını, olgunlaşmasını ve aktivasyonunu da sağladığı gösterilmiştir 

(Idos et al., 2020).  

2.1.1.İntratümöral ve Peritümöral Lenfosit Yanıt 

‘İmmun düzen’ içinde lenfositler, farklı yoğunluklarda, tümör merkezinde inratümöral 

veya tümör invazyon marjinin dışında (Şekil 2.2) peritümöral şekilde lokalize olabilirler. 

İmmun fonksiyonel oryantasyonu da belirleyen bu yerleşim paternleri hastalar arasında 

ve farklı tümörler arasında değişiklik gösterebilir (Angell et al., 2020; Bruni et al., 

2020). Tümör içindeki immün infiltratların değerlendirilmesi çoğunlukla ‘TIL’ olarak 

adlandırılır ve son zamanlarda artmış hastalık kontrolü ve sağ kalımların izlendiği 

imunoterapiler için de hem prognostik hem de prediktif optimal bir biyobelirteç olarak 

da kullanılmaya başlanmıştır. Yapılan çalışmaların çoğunda alt grup tayini olmadan 

genel lenfosit infiltrasyonu IHC yöntemi ile bakılırken son zamanlarda yapılan 

çalışmalarda CD3+ ve CD8+ TIL subgrupları sıklıkla kullanılmıştır; birkaç çalışmada da 

FOXP3+ veya CD45RO+ TIL’ler de İHC yöntemleri ile araştırılmıştır. Daha önce 

yapılan epidemiyolojik ve klinik çalışmalarda kolorektal kanserlerin mevcut 

çalışmalarda kullanılan TIL skorlama sistemleri farklı tümörlerde değişiklikler gösterse 

de kolon kanseri için tanımlanmış skorlama ‘Uluslararası İmmuno-Onkoloji Biyobelirteç 

Çalışma Grubu’ tarafından formalin ile fikse parafine gömülmüş (FFPE) dokularda 

tanımlanmış ve standardize edilmiştir (Hendry et al., 2017).    
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Şekil 2.2. İnvaziv Marjin (IM): konak doku ile malign hücre yuvalarını 1mm mesafede ayıran sınırın  

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

‘Uluslararası İmmuno-Onkoloji Biyobelirteç Çalışma Grubu’nun önerisine göre 

semikantitatif H&E bazlı TIL değerlendirmesi geniş ölçekli randomize klinik 

araştırmalar, preklinik araştırmalar ve günlük patoloji pratiğinde, klinik ilişkili bilgileri 

değerlendirmede kullanılabilir bir yöntemdir. Malign melanoma ve akciğer 

kanserindekine benzer şekilde kolon kanserinde de TIL’ler homojen dağılmadığından 

daha çok IM TIL’ler daha fazla prognostik bulunduğu için IM ve CT/IT TIL’lerin ayrı 

ayrı bildirilmesi önerilmektedir (Hendry et al., 2017; Pages et al., 2010). Yapılmış 

birçok İHC çalışmalarında TIL lokalizasyonu, yoğunluğu, farklı alt grupları 

değerlendirilmiş olup hem erken evre adjuvan tedavi alacak hastalarda hem de 

metastatik ileri evre hastalarda hastalıksız sağ kalım (DFS) ve genel sağ kalım (OS) 

prediksiyonunda TNM evresine ilave olarak (Ferris & Galon, 2016; Mei et al., 2014; 

Pages et al., 2010) kuvvetli bir prognostik faktör olarak immün sınıflamada yerini 

almıştır.  

2.1.2.Lenfovasküler İnvazyon/LVI 

Kolorektal kanserde lenfovasküler invazyon, evreden bağımsız güçlü bir prognostik 

faktör olarak kabul edilir ve Evre II tümörlü hastalarda adjuvan kemoterapiye ilişkin 
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kararları etkiler. Evre II yüksek risk opere edilmiş hastalarda LVI varlığında hastalarda 

daha kısa DFS ve OS ile ilişkili iken; evre I hastalarda ise OS etkilenmeden sadece DFS 

üzerine negatif etki gösterilmiştir (Gao et al., 2021; Yuan et al., 2017). 

H&E ile boyanmış patolojik slaytın incelenmesinde LVI'nın histolojik teşhisi için 

kriterler şunları içerir (Harris et al., 2008): bir vasküler boşluk içinde tümör hücrelerinin 

varlığı; tümör hücrelerini çevreleyen eritrositlerin varlığı; boşluğu kaplayan endotel 

hücrelerinin tanımlanması; tümörü çevreleyen elastik bir laminanın varlığı; ve tümör 

hücrelerinin damar duvarına bağlanması. 

2.1.3. Perinöral İnvazyon/PNI 

Perinöral invazyon lokal progresyon belirteci olan sinirlerin neoplastik invazyonudur. 

Tümör hücreleri sinirin içinde, çevresinde veya 3 sinir katmanından herhangi biri 

arasında büyüyebilir. PNI durumunda tümör hücreleri ilişkili sinirin çevresinin 

%33'ünden fazlasını sarar (Knijn, Mogk, Teerenstra, Simmer, & Nagtegaal, 2016). 

Farklı tümörlerde farklılık gösterse de en sık pankreas adenokarsinomlarında (%98), 

kolanjiokarsinomlarda (%75 ila %85 arasında), prostat kanserinde (%75) ve mide 

adenokarsinomları (%60) PNI izlenir. Kolorektal kanserler için PNI insidansı %12-25 

gibi çok daha düşüktür (Gao et al., 2021; Harris et al., 2008; Knijn et al., 2016). 

Kolorektal kanserler için PNI bağımsız bir kötü prognoz göstergesidir ve azalmış sağ 

kalım, artmış lenf nodu metastazı ve lokal rekürrenslerle ilişkili bulunmuştur (Al-Sukhni 

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

2.1.4. Tümör Tomurcuklanma Skoru 

Tümör tomurcuklanma skoru (Clarke et al.), invaziv marjinde tek bir tümör hücresi veya 

beşten az hücre içeren tek bir tümör kümesi varlığı olarak tanımlanır. TTS peritümöral 

tomucuklanma ve intratümöral tomurcuklanma olarak gruplanabilir fakat prognostik 

etkisi analiz yapılan lokasyondan bağımsızdır  (Gao et al., 2021; Lugli et al., 2017). 

Tümör tomurcuklanması kolon kanseri için bağımsız bir kötü risk faktörüdür; ileri evre, 

yüksek tümör gradı, artmış rekürrens riski, kısa sağ kalım, LVI ile lenf nodu ve uzak 

metastaz ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Lugli et al., 2017). International Tumor 

Budding Consensus Conference 2016’da kolon kanserinde tümör tomurcuklanma skoru 

değerlendirme ve raporlamasının standardize önerileri yapılmıştır. Tomurcuklanma 
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skoru H&E slaytında peritümöral inflamasyonun olmadığı, glandular fragmantasyon 

izlenmeyen invaziv marjinde 0.785 mm2’lik (20X büyütmede) bir ‘hotspot’ alanda 

değerlendirilmelidir (Lugli et al., 2017). H&E slaytta 20X büyütme alanında skorlama 

için invazyon marjininde en fazla tomurcuklanma olan alan seçilir, ‘hotspot’ alanı 

belirlemek için X10 büyütme alanında 10 alan taranır, seçilen ‘hotspot’alanda X20 

büyütmede tümör tomucuklanmaları sayılır. 0.785 mm2’lik bir ‘hotspot’ alanda 

tomurcuklanma sayısı 0-4 arası ise düşük; 5-9 arası ise orta; ≥10 ise yüksek 

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

2.2.Kolon Kanseri Moleküler Patogenezi 

Son 20 yılda kolon kanserinin heterojen moleküler patogenezinin ve kalıtsal kolorektal 

kanser formlarının tanımlanması sonrası moleküler patogenez ile prognoz ve tedavi 

yanıtı arasındaki bağlantılar daha belirgin hale gelmiştir. Kolon adenomlarının %80’inde 

gelişen APC gen mutasyonları çok basamaklı kolon kanseri oluşum sürecinin ilk 

evresidir. Adenomdan karsinomaya geçiş sırasını onkogen RAS aktivasyon 

mutasyonları- HRAS, NRAS ve KRAS’ı içerir- ve TP53 tümör supresyon gen 

inaktivasyon mutasyonları izler. Çoğunlukla kromozom sayı ve yapılarındaki 

değişikliklerin yol açtığı kromozomal instabilite de karsinogenezde rol alan karakteristik 

mutasyonlara katkı sağlar (Brenner et al., 2014).  RAS aktivasyon mutasyonu tüm 

kanserlerinin %30'unda izlenirken en yüksek prevelans sırasıyla: pankreas kanserlerinin 

%90’ında, kolon kanserlerinin %50’sinde, tiroid kanserlerinin %50’sinde, akciğer 

kanserlerinin %30’unda ve malign melanomların %25’inde izlenir (Roberts & Der, 

2007). RAS birçok yolak efektörlerini etkinleştirerek hücre yüzeyinden hücre içine 

sinyalizasyonu sağlar (Şekil 1.1). Öncelikle PI3K/AKT ve RAF kinazı yolağını aktifler. 

RAF aracılığı ile aşağıya doğru MEK 1 ve 2, sonrasında da ERK 1 ve 2 takip eden 

aktivasyonları ile tümör hücre proliferasyonu, uzayan sağ kalım, invazyon ve migrasyon 

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

2.2.1 KRAS 

Kolon kanseri moleküler belirteçlerinin en belirgin örneği Ras/Raf/MAPK/ERK 

yolağında %36-43’lük insidans ile en sık mutasyona uğrayan ve metastatik hastalarda 

rutin klinik pratikte kullanılan KRAS mutasyonudur (Lievre et al., 2006; Maffeis et al., 
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2019). Kolon kanseri KRAS onkogeni %80 sıklıkla en sık kodon 12 ve %15 sıklıkla 

kodon 13’ de gerçekleşirken diğer KRAS mutasyon alt tipleri kodon 59, 61, 117 ve 

kodon 146’da izlenir. KRAS mutasyonu, etkilenen hastalarda anti-EGFR antikorları ile 

monoterapiye yanıt oranlarının %20’den %0’a düşmesine ve tedavi yanıtsızlığına sebep 

olur (Maffeis et al., 2019) . RAS sinyalizasyonu aynı zamanda EMT’da da rol alır. 

KRAS mutant tümörlerde MMR defekt olasılığı daha düşük izlenip daha yüksek gradlı 

ve proksimal sağ kolonda daha fazla yerleşim göstermişlerdir (Gonsalves et al., 2014).  

KRAS wild metastatik kolon kanseri hastalarının cetuximab ve panitumumab gibi EGFR 

hedefli tedavilere daha iyi yanıt verdiği ve bu tedavilerle daha uzun sağ kalımlar 

izlendiği bildirilmiştir (Lievre et al., 2006). 

2.2.2.NRAS ve HRAS 

Kolon kanseri vakalarında NRAS mutasyon insidansı %5-8 iken HRAS mutasyonu %3 

gibi çok nadir izlenir (Maffeis et al., 2019).  

2.2.3.BRAF 

BRAF geni, Ras/Raf/MAPK/ERK yolağındaki anahtar genlerden biridir. Hücresel 

büyüme, çoğalma, farklılaşma, göç ve apoptozis gibi birçok temel hücresel süreci 

düzenler (Dhillon, Hagan, Rath, & Kolch, 2007). BRAF mutasyonları, MAPK sinyal 

yolunun yapısal aktivasyonuna yol açar ve artmış kinaz aktivitesi sonucunda azalmış 

apoptozis, artan invazyon ve metastazlar izlenir. BRAF mutasyonlarının birkaç alt tipi 

vardır ama en sık görüleni kodon 600'de gelişen BRAF V600E mutasyonudur ve kolon 

kanserinde insidansı %10-15’tir (Cen et al., 2021; Gonsalves et al., 2014). BRAF 

mutasyonu daha çok proksimal sağ kolon kanserlerinde izlenip yüksek gradlı kötü 

diferansiasyon ile, MSI-H, lenf nodu ve peritoneal metastaz ile seyreder. Son 

çalışmalarla MAPK aktivasyonunun, IL-10, VEGF, PD-1, TREG vb. gibi 

immünsupresif faktörlerin artışına yol açtığı ve BRAF mutant kolon kanserlerin 

geleneksel tedavilere dirençli olduğu gösterilmiştir (Cen et al., 2021; Reddy, Reuben, & 

Wargo, 2016). 
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2.3.Kolon Kanseri ve TNM Evresi 

Tümör invazyon derinliği, lenf nodu ve uzak organ tutulumlarına dayanan geleneksel 

TNM sınıflaması (Şekil 2.3 ve 2.4) prognoz ve tedavi kararı için önemli bilgi verse de 

kişiye özel tedavi yanıtları ve sağ kalım sonuçlarını predikte edemez.  

Lokalize ya da erken evre hastalık, kanserin kolon dışına çıkmadığı evre I, IIA ve IIB 

kanserleri; Bölgesinde yayılmış hastalık kanserin kolon dışına çıkıp çevre dokulara veya 

bölgesel lenf nodlarına ulaştığı evre IIC ve III kanserleri; Uzak metastatik hastalık 

kanserin karaciğer, akciğer, uzak lenf nodları gibi vücudun uzak bölgelerine yayıldığı 

evre IV kanseri ifade eder. Kolon kanseri için 5 yıllık rölatif OS oranı lokalize hastalıkta 

%91; bölgesinde yayılmış hastalıkta %72; uzak metastatik hastalıkta %14’tür (Siegel et 

al., 2021). Kolon kanseri heterojenitesi ve  moleküler alt sınıfların tanımlanması ile lokal 

immün düzenin  DFS ve OS için en önemli prognostik faktör (Pages et al., 2010) olduğu 

gösterilse de klinik pratikte tedavi ve takip kararı hala TNM evrelemesine göre 

yapılmaktadır. 

 

Şekil 2.3. Kolon kanseri 8. AJCC TNM sınıflaması   
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Şekil 2.4.  Kolon kanseri 8. AJCC TNM sınıflaması   

2.4.Kolon Kanseri ve MSI 

Mikrosatellitler insan genomu boyunca dağınık yerleşimli, çiftler halinde tekrar eden 

kısa DNA dizileridir. Mikrosatellitlerde oluşan hatalar MMR genleri tarafından 

düzeltilir. Mismatch onarım sistemi DNA replikasyonu sırasında kimyasal veya fiziksel 

hasar nedeniyle oluşan anormalliklerin tanınması ve eksize edilmesinden sorumludur. 

MSI durumu, DNA mismatch onarım aktivitesinin kaybından kaynaklanan değişken bir 

fenotiptir. MSI, tüm kolon kanseri hastaların yaklaşık %15'inde tespit edilir. Bunların 

%3'ü Lynch sendromunda izlenirken ve diğer %12’sine ise sporadik veya MLH1 

geninin promotörün kazanılmış hipermetilasyonu neden olur.  

MSI farklı şekilde tanımlanmadığı sürece MSI-H/ MSI yüksek anlamına gelen ve 

Bethesda kılavuzuna göre mikrosatellit panelin %30’unun mutasyona uğradığı durum 

olarak tanımlanır. En az 1 mikrosatellit mutasyonu olup ama panelin <%30 olan kolon 

kanserleri MSI-L/düşük MSI-H tümörlerdir. MSI, PCR ve İHC yöntemi ile 

değerlendirilebilir. Kolorektal kanserlerde bu iki yöntemin sonuçlarının benzer olduğu 

gösterilmiştir. Genetik analiz yapılamayan durumda MMR genlerin eksprese ettiği 

MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 proteinler İHC yöntemle tayin edilerek MSI durumu 

belirlenebilir (Boland & Goel, 2010). Tam negatiflik kayıp olarak kabul edilmektedir. 
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En sık MLH1 ve MSH2 de kayıp bildirilmiştir. MLH1’e PMS2 kaybı, MSH2’e MSH6 

kaybı eşlik edebilir. Lynch sendromunda çoğunlukla MLH1 ve MSH2 germline 

mutasyonları izlenirken sporadik kolon kanserlerinde MLH1’in hipermermetilasyonu 

veya eşlik eden BRAF mutasyonu saptanır (K. M. Murphy et al., 2006). 

Kolorektal kanserlerin yaklaşık %15’i, DNA mismatch onarım gen hasarı sonucu MSI-H 

formunda prezente olur ve bu tümörlerde özellikle CD8+ T lenfosit infiltrasyonu artmış 

izlenmiştir (Pages et al., 2010). Mismatch onarım defektleri sonucunda multiple 

immünojenik peptidler oluşur ve anti-tümör immün yanıtı uyarır. Artmış TIL olan MSI-

H tümörlerin sağ kalımları MSI-L tümörlerden daha uzun olduğu gösterilmiştir. Aynı 

zamanda MSI, kemoterapi yanıt prediksiyonu için de araştırılmış ve MSI-H kolon 

kanserlerin kemoterapiden yarar görmediği; opere edilmiş MSI-H kolon kanserinde 

adjuvan 5-FU bazlı kemoterapi ile ölüm riskinin evre II’de 3 kat, evre III’de 2 kat arrtığı 

bildirilmiştir (Boland & Goel, 2010; Ribic et al., 2003). Mekanik olarak, MSI-H kolon 

kanserinde genetik instabiliteye bağlı üretilen neoantijenlerin potansiyel tümöre özgü 

efektör T hücrelerinin sayısını arttırdığı düşünülmektedir ve bu efektör T hücreler 

ICI’ler tarafından aktive edilebilir. Bu hipoteze dayanarak MSI-H kolon kanserlerinde 

immünoterapötik tedavilerin etkinliği son dönemlerde kanıtlanmıştır. 

2.5. Kolon Kanseri, İmmun Mikroçevre ve T Hücre Konstitüsyonu  

İmmun sistem ana işlevi savunma olan, dolaşım sistemi ve bağışıklık sisteminin parçası 

bir organ sistemidir. Geniş bir lenf ağından, lenfatik damarlardan, lenf düğümlerinden, 

lenfoid organlardan ve lenfoid dokulardan oluşur. Primer lenfoid organlar, 

olgunlaşmamış progenitör hücrelerden lenfositler üretir. Timus ve kemik iliği, lenfosit 

dokularının üretimi ve erken klonal seçiminde rol oynayan primer lenfoid organları 

oluşturur.  Lenf nodlarını ve dalağı içeren sekonder lenfoid organlar, olgunlaşmış naive 

lenfositleri barındırır ve adaptif immün yanıtı başlatır. Sekonder lenfoid organlar, antijen 

aracılı lenfosit aktivasyon bölgeleridir. Aktivasyon klonal genişlemeye ve afinite 

olgunlaşmasına yol açar. Olgun lenfositler, spesifik antijenleriyle karşılaşana kadar kan 

ve sekonder lenfoid organlar arasında dolaşır (Ruddle & Akirav, 2009). Tersiyer lenfoid 

organlar; kronik enfeksiyon, transplante organ rejeksiyonu, bazı kanserler ve otoimmün 
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hastalıklar gibi kronik inflamasyon bölgelerinde periferik dokularda oluşan anormal lenf 

düğümü benzeri yapılardır. T ve B hücrelerinin bu organize birikimleri sekonder lenfoid 

organlara benzer ve oto-reaktif efektör hücreler üretir. Lenf nodları ve tersiyer lenfoid 

organlar arasındaki dikkate değer bir fark, birincisinin kapsüllenmiş olması, ikincisinin 

ise bir organ veya doku içinde sınırlı immün ve stromal hücrelerden oluşmasıdır (Yin, 

Mohanta, Maffia, & Habenicht, 2017).  

İmmün sistem, kanserlerin oluşumunda ve ilerlemesinde de önemli rol oynar. İmmün 

kontrol noktasının bloke edilmesinin, birçok tümör tiplerinde anti-tümör bağışıklık 

tepkisini iyileştirmede etkili olduğu kanıtlandıktan sonra bile tümör immünoterapisi hala 

birçok bilinmeyen ile araştırılmaktadır. Lenf nodları ve tersiyer lenfatik dokuların kanser 

immün mikroçevresinde önemli modülatör rolleri olduğunu (Lin, Hu, Zhang, & Hu, 

2019) ve lokal anti-tümör immün yanıt etkinliğini desteklediği bildirilmiştir (Colbeck, 

Ager, Gallimore, & Jones, 2017). 

Tümör mikro-çevresi, tümörün biyolojik davranışını etkileyen birçok hücresel ve 

moleküler faktörler içerir. Tümörü infiltre eden immün hücreler bu mikroçevrenin esas 

oyuncularıdır. İmmün gözetim sadece tümörün eliminasyonunda değil aynı zamanda 

denge ve kaçış fazında da tümör kontrolünde görevlidir. Son zamanlarda yapılan 

çalışmalarla mikro-çevrede etkili farklı immün hücrelerin bir kısmının iyi prognozla 

ilişkili olup bir kısmının ise immün gözetimi engellediği, anjiogenezi ve invazyon 

yeteneğini arttırdığı gösterilmiştir (Blank et al., 2016).  

CD8+sitotoksik T lenfositler, CD4+ Th,  NK hücreleri, makrofajlar gibi doğal ve adaptif 

immün sistem hücreleri ile bunlardan salgılanan interferon gama ve IL-12 gibi sitokinler 

insan karsinomunun şekillendirilmesi ve ortadan kaldırılmasında yer aldığı gösterilmiştir 

(Hou et al., 2013). T hücresi uygun tümör antijeni ve MHC kompleksi ile birleşimi 

sonrası hızlı bir şekilde aktive olarak farklılaşmaya uğrar. Tümör antijenine karşı 

oluşturulan nihai T hücre cevabı hastalığın sonlanışını olumlu veya olumsuz 

etkileyebilir. Kansere karşı immün sistemi kontrol etmedeki anahtar rollerinden dolayı T 

hücreleri ve immünoterapötik ajanlarla etkinleştirilmesi onkolojide devrim niteliğinde 

bir değişim yaratmıştır. 
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Yapılmış çalışmalarda CTL, hafıza T hücreleri ve yardımcı T hücre alt popülasyonları 

kanserin prognozunda önemli olduğu; özellikle CD8+ CTL tümör infiltrasyonu iyi bir 

prognoz ile ilişkili olduğu buna karşılık, diğer yardımcı T hücre alt popülasyonlarının iyi 

veya kötü prognostik etkilerinin kullanılan yönteme ve araştırılan kansere göre değiştiği 

bildirilmiştir. Son çalışmalarda immün infiltrasyon tayininin AJCC TNM sınıflandırma 

sisteminden daha fazla prognostik önemi olduğu gösterilmiştir. Kolon kanseri 

sınıflamasında günümüze kadar histolojik morfoloji, moleküler yolaklar, mutasyon 

durumları ve tümör gen ekspresyonları gibi çok sayıda özellik kullanılmış olsa da 

rekürrens ve ölüm için yüksek risk altındaki hastaları tahmin etmede etkili intratümöral 

veya peritümöral immün yanıt belirteçleri sınıflamada kullanılmamıştır (Pages et al., 

2018). 

Lenfoid dokularda immün hücre profillemesinde en sık kullanılan yöntem İHC-

mikroarray analiz ve Flow sitometri analizidir. Flow sitometrik yöntem birçok 

belirteç/antikor kullanılarak immün hücrelerin küçük alt popülasyonları da dahil immün 

profil karakterizasyonu ve kantitatif ölçümünü yapabilen yaygın bir inceleme tekniğidir. 

Yöntemin kalitatif ve kantitatif avantajlarının yanında dezavantajları da vardır; örneğin 

flowsitometrik analizlerde taze doku gereklidir ve immün infiltratların dağılımı, 

organizasyonu veya mikroçevre ile ilişkisi hakkında bilgi veremez.  

2.5.1. CTL 

Naive CD8 T hücreleri, MHC sınıf I molekülleri üzerinde sunulan antijenleri tanır ve 

aktive edildiğinde CTL'ler haline gelir. Dendritik hücreler gibi APC'ler tipik olarak TCR 

ve CD8 koreseptör-CD80/86- tarafından tanınan MHC sınıf I aracılığıyla endojen 

peptitler sunar. Kanser hücrelerinden kaynaklanan değişmiş veya aşırı eksprese edilen 

peptitler dendritik hücrelerce veya tümör hücreleri üzerinde direk sunulur ve TCR 

angajmanı ile antijen spesifik CTL’ler aktive olur. CTL’ler, anti-tümör bağışıklığının 

ana güçleri olarak kabul edilir. Tümör antijenlerinin tanınması ve tümöral hücrelerin 

doğrudan veya TNF aracılı indirekt öldürülmesi yoluyla tümör immün reddine aracılık 

eder. Tümör mikroçevresindeki CTL’ler, sitotoksiteyi destekleyen IL-2, IL-12 ve IFN𝛾 

üreterek antitümör etkinliği arttırırak prognozu iyileştirir. Kanser immün yanıtında 
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aktive olan CTL’lerin çoğu kısa süreli anti-tümör etkilerinden sonra apoptozis ile hücre 

ölümüne gider (K. Murphy & Weaver, 2016). 

Kolon kanserinde lokal ve sistemik immün yanıtta tümörü infiltre eden T lenfositleri -

TIL- özellikle CD8+ CTL invazyon/metastaz durumu ve sağ kalımı belirleyen en önemli 

alt gruptur (Leman et al., 2018). Cerrahi ile tedavi edilen erken evre ve bölgesel yayılmış 

hastalıkta immün infiltratın prognoz üzerindeki etkisi değerlendirilmiş, hem merkezi 

hem de invaziv marjinde düşük CD3+ ve CD8+ lenfosit yoğunlukları sağ kalım süreleri 

açısından en kötü post-operatif sonuçları göstermiştir. 

2.5.2.Th & Naive T hücreleri  

Naive T hücreleri, maturasyonunu tamamlamış ve timustan ayrılmış fakat henüz karşılık 

gelen antijeniyle karşılaşmamış bir T hücresidir. Başka bir deyişle, naive T hücreleri 

olgunluk ve aktivasyon arasındaki aşamadadır. Her naive T hücresi, belirli bir antijeni 

tanıyan benzersiz bir TCR'ye sahiptir. Naive T hücrelerinin aktivasyonu sekonder 

lenfoid dokularda gerçekleşir. Naive T hücre yüzey markerları CD4+CCR7+CD45RO 

negatif olarak tanımlanmıştır (Larbi & Fulop, 2014). 

İmmün yanıtının erken evrelerinde antijene özgü T hücreleri ko-stimülatör moleküller ve 

sitokinler aracılığı ile efektör T hücrelere polarize olur. T hücre polarizasyonu ‘lineage 

spesifik transkripsiyon faktörlerince’ düzenlenir ve çok sayıda sitokini upregüle ederek 

efektör T hücrelerin farklı tiplerine ‘irreversible’ dönüşmesini sağlar (O'Shea & Paul, 

2010). Aktive edildikten sonra, naive CD4+ T hücreleri, sırasıyla IFN-𝛾 ve IL-4 

salınımına bağlı Th1 ve Th2 hücreleri adı verilen fonksiyonel alt kümelere; FOXP3 ve 

IL-17 salınımına bağlı TREG ve Th17 hücrelerine farklılaşır (Zhou, Chong, & Littman, 

2009). Yeni sitokinlerin araştırılması ile Th9, Th22 ve Th25 gibi ek yeni Th alt grupları 

da tanımlanmıştır (Tuzlak et al., 2021). 

2.5.3.Th1 

Hem NK hücreleri hem de T hücreleri tarafından üretilen IFN-y'nin yanı sıra doğal 

bağışıklık hücreleri tarafından üretilen IL-12, STAT4, STAT1 ve T-bet transkripsiyon 

faktörü etkisi ile hücreleri Th1 hücre farklılaşma programına doğru polarize eder (Seder 
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& Ahmed, 2003; Szabo et al., 2000). Th1 hücreleri, tüberküloz gibi çeşitli hücre içi 

enfeksiyonlara karşı koruma için gereklidir. 

Hayvan çalışmalarında kolon kanseri xenograftlarda kronik stres ile kolon kanseri 

progresyonunun indüklendiği ve hem dolaşım hem de tümör mikroçevresinde Th1 

yanıtından Th2 yanıtına immün kayma olduğu gösterildi (Hou et al., 2013). İnsan klinik 

çalışmalarında da kolon kanserinde Th1 hücrelerin suprese olduğu ve hayvan 

çalışmalarına benzer şekilde Th1 yanıtın Th2’ye kaydığı desteklendi (Nakayama, 

Kitayama, Muto, & Nagawa, 2000). 

2.5.4.Th2 

Th2 farklılaşmasında, TLR stimülasyonuna yanıt olarak antijen sunan hücrelerden 

üretilen IL-4 varlığında, STAT6 ve transkripsiyon faktörü GATA-3 ekspresyonu artar, 

Th’lar IL-4 üreten Th2 hücrelerine polarize olurlar (Pepper & Jenkins, 2011; Seder & 

Ahmed, 2003). Th2 hücreleri IL-4, IL-5 ve IL-13 üretir ve helmintleri ve diğer hücre dışı 

patojenleri kontrol etmek için hümoral bağışıklık için gereklidir (Zhou et al., 2009). Th2 

baskınlığı astımda, atopik dermatitte, neoplastik hastalıklarda özellikle kolon kanserinde 

izlenir (Nakayama et al., 2000). 

CD4+ efektör T hücrelerinin immünosupresif Th2 hücrelerine doğru polarizasyonunun 

sitokin salınımını ve T hücre anerjisini indüklediği, bunun da tümör ile ilişkili 

makrofajların (TAM'ler) M2 polarizasyonuna yol açarak pro-tümörijenik bir mikroçevre 

sağladığı ve anti-tümör bağışıklığı azalttığı bildirilmiştir. Yüksek Th2 oranları ile agresif 

tümör özellikleri ve tümörü destekleyen immün çevre arasında ilişki olduğu 

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

2.5.5.Th17 

Th17 hücreleri IL-17, IL-17F ve IL-22 üretir ve özellikle mukozal yüzeylerde hücre dışı 

bakteri ve mantarların temizlenmesinde önemli roller oynar. Th17 hücre farklılaşması, 

STAT3 fosforilasyonunu aktive eden proinflamatuvar sitokinler IL-6, IL-21 ve IL-23 ile 

kombine TGF-β tarafından indüklenen bir transkripsiyon faktörü olan ROR γt' yi 

gerektirir (Colbeck et al., 2017). Literatürde Th17 ile ilgili çelişkili sonuçlara varan 

çalışmalar mevcuttur. Çalışmaların çoğunda Th17 kolon kanseri, akciğer kanseri, 
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hepatoselüler karsinomada kötü prognostik tanımlanırken bazı çalışmalarda tümör 

regresyonunda rol alabileceği bildirilmiştir (Bruni et al., 2020; Fridman et al., 2012; 

Schmitt & Greten, 2021). Th17 hücrelerin salgıladığı IL17’nin tümör hücrelerinden ve 

tümör ilişkili stromadan protümörijenik faktörler salgılattığı gösterilmiştir. Ayrıca 

Th17’lerin birbirinden farklı dual prognostik özellikleri olduğunu gösteren çalışmalar 

intraepitelyal Th17 hücrelerin daha uzun sağ kalım ile ilişkili olduğunu ama stromal 

Th17 hücrelerin olmadığını göstermiştir (Amicarella et al., 2017; Bruni et al., 2020). 

2.5.6.TREG 

TREG hücreleri Foxp3'ün ekspresyonu ile karakterize edilir. Foxp3, Treg hücrelerinin 

fonksiyonel programını belirlemede ve sürdürmede kritik bir rol oynar. Foxp3+ Treg 

hücrelerinin iki ana grubu tanımlanmıştır: Timusta doğal olarak ortaya çıkan CD4+ 

CD25+ Foxp3+  TREG hücreleri ve periferde üretilen TGF-𝛽 ile indüklenen iTREG 

hücreleri (Zhou et al., 2009). IL-10, aktive edilmiş TREG’ler tarafından salınan majör 

immünosupresif sitokindir. Hem Th1 hem de Th2 hücrelerini baskılar, böylece ko-

stimülatör sinyallerin B hücrelerine iletilmesini engeller. Her iki tip de periferik 

toleransın korunması ve otoimmünitenin önlenmesinde görevlidir.  

İlginç bir şekilde insan timusu, kan, lenf düğümleri ve dalaktaki TREG oranı tüm CD4+ 

T hücrelerinin %6 ila %10'unu oluşturur. Bu da farklı lenfoid bölümler arasında TREG 

hücrelerinin eşit dağılımı olduğunu göstermektedir (Wei, Kryczek, & Zou, 2006). 

Dolaşımdaki CD4+ T hücrelerinin %5’i TREG iken intestinal lamina propriadaki CD4+ 

T hücrelerin %20-30’unu TREG’ler oluşturur (Virella, 2020). İntestinal TREG’ler 

pTREG olarak tanımlanır ve mikrobiyotaya verilen immün yanıtı baskılarlar, ancak 

enfeksiyon sırasında bu hücreler proinflamatuvar Th1'lere veya Th2’lere dönüşebilirler 

(Virella, 2020). Kemik iliğinde ise dikkat çeken önemli bir özellik CD4+ popülasyonun 

%25’den fazlasını TREG’lerin oluşturması ve  diğer lenfoid dokulardan çok daha fazla 

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

Meme, over, mide kanserlerinde kötü prognostik faktör olarak bildirilen TREG 

infiltrasyonu kolon kanserlerinde tartışmalıdır; iyi prognostik olduğunu bildiren 

çalışmalar (Hu, Li, & Wang, 2017; Ling et al., 2016) olduğu gibi daha kötü sağ kalım ile 
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ilişkili olduğunu gösteren çalışmalarda mevcuttur (Yaqub et al., 2008; Zhang, Kelaria, 

Kerstetter, & Wang, 2015). Yapılmış çalışmalarda kolon kanserinde TREG 

infiltrasyonunun iyi prognozla ilişkili olduğu, FOXP3+TREGlerin artmış intratümöral 

veya peritümöral infiltrasyon yoğunluklarının OS ile pozitif korelasyonda, TNM evresi 

ile negatif korele olduğu bildirilmiştir (Hu et al., 2017; Ling et al., 2016). 

2.5.7. Gamma/Delta T hücreleri 

CD3+ T hücrelerin büyük çoğunluğu 𝛼𝛽 TCR içerirken küçük bir kısmı alternatifi γδ 

TCR heterodimerini eksprese eder. γδ T hücreleri, αβ T hücreleri ile tüm sitotoksik 

özellikleri paylaşan ancak aynı zamanda innate lenfositlere benzer şekilde NK 

reseptörleri de eksprese eder. Bu şekilde MHC-sınırlamasız çeşitli antijenleri-proteinleri, 

peptid olmayan antijenleri tanıyabilirler ayrıca timusta olgunlaşır ve önceden aktive 

edilmiş bir durumu korur, yani bir efektör T hücresine klonal genişleme veya farklılaşma 

gerektirmezler (Nussbaumer & Koslowski, 2019). Patojen tanıma ve temizleme, 

APC’lerin toplanması ve maturasyonu, αβ T hücrelerine direk antijen sunumu ve 

stimulasyonu gibi tanımlanmış işlevlerinden dolayı doğal ve adaptif immün sistemleri 

arasında önemli bir köprü olarak kabul edilir. Ek olarak, γδ T hücreleri doku 

homeostazına ve yara iyileşmesine de katkıda bulunur (Nussbaumer & Koslowski, 

2019).  

Tümör hücreleri, yüzeylerinde MHC sınıf I molekülleri düşük eksprese etmeleri ve 

tümör antijenlerin immün hücrelere sunum öncesi işleme dönemindeki defektleri 

sayesinde tümör spesifik T hücre saldırısından kaçabilme yeteneğine sahiptirler (Di 

Carlo et al., 2013). Gamma/Delta T hücreleri antijen spesifikliğinin önemli bir yönü 

adaptif bağışıklıktan önce tümör hedeflerini direk tanıma ve öldürme kapasiteleridir 

(Gober et al., 2003).Bir çok kanser türünün çalışmalarında γδ T hücrelerinin TIL’lerin 

önemli bir komponenti olduğu gösterilse de periferik kan T lenfositlerin <%0,5-5’i  γδ T 

hücreleridir fakat lenf nodu ve dalakta bu oran daha düşük bildirilmiştir (Di Carlo et al., 

2013; Lee, Chung, & Kim, 2020). 

TCR-γδ'yi eksprese eden T hücreleri, olağandışı bir doku dağılımına sahip benzersiz bir 

lenfosit popülasyonunu temsil eder. Bu hücrelerin, epitel için herhangi bir özel tropizm 
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olmaksızın hem organize lenfoid dokularda hem de deri ve bağırsakla ilişkili lenfoid 

sistemlerde bolca olduğu (Gober et al., 2003) ve yüzey markerı pan- TCR taşıdığı 

tanımlanmıştır (Moncunill, Han, Dobano, McElrath, & De Rosa, 2014). Vδ1 and Vδ2 

subgroupları olup periferik kanda en sık Vδ2 variant görülür. Bu iki subgroup dışında 

fenotipik olarak γδ T hücrelerinin yaklaşık %40-60'ı CD28 eksprese eder ve γδ T 

hücrelerinin aktivasyonu üzerine CD28 ekspresyonu azalır(Lee et al., 2020). 

Gamma/Delta T lenfositler çoğunlukla CD4− CD8−  double negatif veya CD4−  CD8+  

izlenirler. Nadir bir şekilde IL-2-inducible Tcell kinase -ITK- eksikliğinde CD4+ γδ T 

hücrelerinin artmış gelişimi izlenmiştir (Qi et al., 2009). 

IL-2-inducible Tcell kinase -ITK- nonreseptör tirozin kinaz olan TEC kinaz ailesinin bir 

üyesidir ve T hücrelerince eksprese edilirken TCR sinyalizasyonundan sorumludur. TCR 

aktivasyonunda, ITK, fosfolipaz-γ1'i fosforile eder ve aktive eder, bu da kalsiyum 

akışına ve ayrıca nükleer faktör-κB'nin aktivasyonuna, aktive edilmiş T hücresinin 

nükleer faktörüne ve RAS yolağı aktivasyonuna yol açar (Qi et al., 2009). ITK’nın γδ T 

hücrelerinin farklılaşmasını ve işlevini düzenlediği gösterilmiştir. Bu hücreler baskın bir 

γδ TCR taşır, ancak bu onların gelişimi için bir gereklilik değildir. Bu hücreler, MHC 

sınıf I veya sınıf II ekspresyonunun yokluğunda da gelişir, bu da klasik T hücrelerinin 

yanı sıra NKT hücreleri ve innate hafıza T hücreleri gibi nonkonvansiyonel T 

hücrelerinden bağımsız bir gelişim yolu olduğunu düşündürür. CD4− ve CD4+ γδ T 

hücreleri, γδ T hücrelerinin 2 bağımsız alt kümesi olabilir ve bu CD4+ γδ T hücreleri 

genel olarak IL-4 salgılayabilir (Qi et al., 2009). 

Gamma/Delta T hücreleri, NK hücre reseptörlerini yüksek ekspresyonları sayesinde 

stres ligandlarına MHC-sınırlamasız, klonal olmayan şekilde ve TCR spesifik ligandlara 

bağlandıkları anda cevap oluştururlar. Fas ligand ve TNF ilişkili apoptozis indükleyici 

ligand  aracılı direk sitotoksite, Th1 sitokin sekresyonu, granzim ve perforin sekresyonu 

ile doğal immünite; APC toplanması ve maturasyonu, T hücre ve B hücre aktivasyonu 

ile adaptif immüniteyi yönetir (Nussbaumer & Koslowski, 2019). 
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2.5.8. Santral Hafıza T Hücreleri ve Efektör Hafıza T Hücreleri 

PBMC'lerdeki CD4+ hafıza T hücrelerinin alt grupları,  yüksek endotelyal venler 

yoluyla lenf nodlarına ‘homing’e aracılık eden bir molekül olan CCR7’nin  hücre 

yüzeyinde ekspresyonuna dayalı olarak tanımlanır (Pepper & Jenkins, 2011). 

Antijen ile aktivasyon sonrası oluşan, hücre yüzeylerinde CD45RO eksprese eden 

efektör Th’ların %5-10’luk bir kısmı uzun süreli yaşayabilen, farklı fenotiplerdeki hafıza 

hücrelerine dönüşür. Bu hafıza hücre fenotiplerinden biri sekonder ve tersiyer lenfoid 

dokular arasında dolaşan ‘santral hafıza T hücreleridir. Bu hücreler esas olarak lenfoid 

dokularla sınırlıdır ve lenfoid ‘homing’ molekülleri CD62L ve CCR7'yi eksprese 

ederler. CM hücrelerin yüzey markerları CD4+CD45RO+CCR7+ olarak tanımlanmıştır 

(Larbi & Fulop, 2014; K. Murphy & Weaver, 2016). Santral hafıza T hücreleri tekrar 

efektör T hücrelerine dönüşebilmek için sekonder veya tersiyer lenf nodlarında yeniden 

uyarılmaları gereklidir.  

Hafıza T hücre fenotiplerinden bir diğeri de lenfoid dışı periferik dokular arasında 

dolaşan ‘efektör hafıza T hücreleridir. Bu hücreler enfeksiyonlara ve tümörlere karşı ilk 

immün savunma hattıdır. Hızlı efektör fonksiyonlara aracılık ederler, dolaşımda ve 

lenfoid dışı dokularda bulunurlar. Efektör hafıza T hücreleri CD45RO+ olup lenfoid 

‘homing’ molekülleri CD62L ve CCR7'yi hiç eksprese etmez ya da çok az eksprese 

ederler. TEM hücrelerin yüzey markerları CD4+CD45RO+CCR7 negatif olarak 

tanımlanmıştır (Larbi & Fulop, 2014; K. Murphy & Weaver, 2016). 

2.4.9. Immün Checkpoint Reseptörleri 

Patojenlere ve mutasyonlu veya aşırı eksprese edilen tümör antijenlerine karşı 

geliştirilen kontrolsüz immün yanıt arkasında maruziyet bölgesinde inflamatuvar doku 

hasarı bırakarak normale döner. CTLA4 ve PD1 gibi immün checkpoint-ICP- 

molekülleri, işte bu oluşabilecek immun hasarı önlemek için immün yanıtların negatif 

düzenleyicileridir. Bu kontrol noktası düzenleyiciler, enfeksiyonların immün 

savunmasında, otoimmünitenin önlenmesinde, transplantasyonun rejeksiyonunun 

önlenmesinde ve tümörün immün gözetimden kaçmasında aktif olarak rol alır (Miko, 

Meggyes, Doba, Barakonyi, & Szereday, 2019).  
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İmmun checkpoint reseptörleri birçok immün hücrenin üzerinde bulunan moleküllerdir. 

İlk tanımlanan ICP CTLA4’tür. CTLA-4, immün co-stimlatör CD28'in bir homoloğu 

olan transmembran glikoproteinidir. CTLA-4, CD28'in işlevini nötralize ederek kendi 

proteinlerine karşı periferik tolerans geliştirmede önemli bir rol oynar. TCR'nin antijen 

ile birleşmesini takiben, CD28, APC'ler üzerindeki CD80 ve CD86 proteinlerine 

bağlanarak T hücresi aktivasyonu için ikinci sinyali sağlar. CTLA-4, bu CD80/86 

proteinlerini yaklaşık 20 kat daha fazla affinite ile bağlar ve bu nedenle bağlanma için 

CD28'i geride bırakabilir. T hücreleri üzerindeki inhibitör etkilerini indüklemek için 

CTLA-4, sinyal yolakları bağımlı veya bağımsız mekanizmalarını kullanır. CTLA-4, 

CD80/86 proteinlerine bağlandıktan sonra fosforile olur ve ardından PI3K'yı bağlar. Bu, 

SHP2 ve PP2A fosfatazlarının aktivasyonuna yol açar. CTLA-4'ün SHP2’yi aktive 

etmesi CD3ζ zincirinin fosforilasyonuna yol açar, böylece TCR'nin sinyal potansiyelini 

sınırlar. Sinyal yolağı bağımsız mekanizmalar aracılığıyla CTLA-4, transendositoz 

yoluyla CD80 ve CD86'yı APC yüzeyinden aktif olarak çıkarabilir, böylece aktivasyon 

durdurulabilir (Pardoll, 2012; Passardi, Canale, Valgiusti, & Ulivi, 2017).  

PD-1, lenfoid organlarda T hücresi aktivasyonunu düzenlemenin aksine, çoğunlukla 

dokular ve tümörler içindeki efektör T hücre aktivitesini düzenler (Pardoll, 2012). 

CTLA-4 esas olarak naif T hücrelerini etkilerken, PD-1 birincil olarak periferik 

dokulardaki ve tümör mikroçevresindeki olgun T hücrelerinde, B hücrelerinde, 

APC'lerde ve NK hücrelerinde de eksprese edilir. PD-1 sinyal yolağı, PD-L1 ve PD-L2 

ligandları ile etkileşim ile başlar, T hücre kinaz ZAP70'in fosforilasyonuna ve 

inaktivasyonuna ve SHP2'nin aktivasyonuna, SHP2 aracılı PI3K'ın de-fosforilasyonuna 

yol açarak Akt yolağını durdurur. Bu inhibisyon da inflamatuvar sitokinlerin ve Bcl-xL 

gibi hücre sağ kalım proteinlerinin üretiminin azalmasına yol açar. CTLA-4'e benzer 

şekilde, PD-1, Treg'lerde yüksek oranda eksprese edilir ve ligand bağlanması üzerine 

proliferasyonlarını ve baskılayıcı aktivitelerini arttırır (Pardoll, 2012; Passardi et al., 

2017). 

ICP’lerin, T hücresinin kendi proteinlerine ve tümör antijenlerine verdiği yanıtları 

modüle ederek immün homeostazı düzenlemede  önemli rol aldığı yapılan klinik ve 

preklinik çalışmalarla kanıtlanmıştır. Daha sonrasında ICP yolaklarının bloke 
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edilmesinin anti-tümör immünite üzerine etkili olup olmadığını araştırılmış ve preklinik 

çalışmalarda ICP inhibitörlerle kanser modellerinde başarılı anti-tümör immün yanıt 

alınmasından sonra klinikte bir çok kanser türünde denenmiş, antitümör etkinlikleri ve 

sağ kalımları iyileştirdikleri kanıtlanmıştır. Kolon kanserinde de anti-tümör immün 

yanıtı geliştirmek için multiple ICP’ler hedeflenmiştir (Pardoll, 2012; Passardi et al., 

2017). 

Her ne kadar kolon kanserinde ICP inhibitör tedavilerin preklinik ve klinik verilerde 

etkinlikleri sınırlı da olsa kolon kanserinde uygun immünoterapötik yaklaşımları bulmak 

için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. Öte yandan MSI, TIL, ‘TMB/tümör mutasyon 

yükü’ ve immün hücre ekspresyonları gibi immünoterapi etkinliği için predikte edecek 

biyobelirteçlerin kullanılması ICP inhibitörlerinin etki etme şansının artmasına neden 

olabilir. MSI-H metastatik kolon kanseri hastalarında ICP inhibitörleri klinik yarar 

gösterebilse de yaklaşık %25'i bu tedavilere dirençlidir (Galindo-Pumarino, Collado, 

Herrera, & Pena, 2021).  

2.5.10.CD4/CD8 Oranı 

CD4⁺/CD8⁺ oranı, Th’ların CTL’lere oranıdır. Sağlıklı yetişkinlerin periferik kanındaki 

CD4⁺/CD8⁺ oranı yaklaşık 2:1'dir ve değişmiş bir oran, HIV enfeksiyonundaki gibi 

immün yetmezlik veya MS, MG gibi otoimmünite ile ilgili hastalıkları gösterebilir. 

Kolon mukozasının İHC analizinde CD4/C8 oranının hiperplastik polipler ve kolonik 

adenomlarda normal kolon mukozasına göre daha yüksek olduğu gösterilmiştir (Bedossa 

et al., 1990). Yapılan klinik çalışmada multiple primeri olan kanser hastalarında  

CD4/CD8 oranının sağlıklı kontrollerden düşük olduğu, hatta ikinci primer kolon 

kanserlerinde bu oranın meme kanserlerine göre daha da düşük izlendiği bildirilmiştir 

(Robinson et al., 1999). Başka bir çalışmada da bu bulguların tersine kolon kanseri 

hastalarında artmış CD4⁺/CD8⁺ oranın azalmış DFS ile körele olduğu bildirildi (Flaherty 

et al., 2016). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1.Gereçler 

3.1.1.Hasta Seçimi  

Haziran 2020-Temmuz 2021 tarihleri arasında Antalya Eğitim Araştırma Hastanesi 

Gastrocerrahi Kliniğinde yeni tanı kolon kanseri olup opere edilen hastalardan çalışma 

kriterlerini karşılayanlar çalışmaya dahil edildi. Çalışmaya dahil edilme kriterleri: 18-70 

yaş arası olmak; daha önce kanser tedavisi almamış olmak; otoimmün veya inflamatuvar 

hastalığı olmamak;  immünomodülatör, immünosuppressif tedavi ve non steroidal anti-

inflamatuvar ilaç kullanmamak; son 6 ayda antibiyotik kullanım öyküsü bulunmamak; 

ciddi alerji öyküsü olmamak; senkron ikinci bir malignitesi olmamak; kolonoskopik 

biyopsisi alınıp histolojik olarak adenokanser tanısı almış olmaktır. 

Tüm hastalar kolon kanseri tanısı aldıktan sonra onkoloji polikliniğinde cerrahi öncesi 

klinik evrelemesi ve muayenesi yapılarak çalışma ile ilgili onamları alındı.15/6/2020 de 

hasta alımına başlandı.  

Çalışmaya 44 hasta dahil edildi, lenfosit izolasyon ve dondurma işlemleri sonrası 

flowsitometrik analiz için kontrolde lenfosit canlılığını kaybeden 8 hasta çalışma dışı 

bırakıldı ve 36 hastanın immünprofilleme çalışmaları yapılarak analiz edildi. 

3.1.2.Evreleme  

Cerrahi öncesi hastalar klinik olarak evrelense de nihai evreleme cerrahi sonrası 

patolojik incelemenin sonucunda patolojik AJCC TNM sınıflamasına göre yapılmıştır. 

3.1.3.Cerrahi Örneklerin Alınması 

Intraoperatif primer tümörü drene eden palpable sentinel ilk tek lenf nodu omentumdan 

ayıklanarak yarısı lokal T hücre alt gruplarının immünfenotiplemesi için izotonik NaCl 

solüsyonu içinde doku alımını takiben ilk 30 dakikada lenfosit izolasyonu için Akdeniz 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Araştırma ve Uygulama-SBAUM- laboratuvarına transfer 

edildi. Lenf nodunun diğer yarısı patolojik evreleme analizi için formol içinde tıbbi 

patoloğa gönderildi. 
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3.1.4. İmmunfenotiplendirme Antikor ve Malzemeleri 

İmmunfenotiplendirme antikorlarından CD4, PD1 ve ROR 𝛾T BD firmasından diğer 

tüm antikorlar ve malzemeler BIOLEGEND firmasından temin edilmiş ve aşağıda 

listelenmiştir. 

1. Anti-human CD3 FITC- Biolegend Cat No:344804 

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

3. Anti- human CD8 APC-Biolegend Cat No:344722 

4. Anti- human CD25 PerCP/Cy5-Biolegend Cat No:302626 

5. Anti human -T-bet PE/Cy7-Biolegend Cat No:644824 

6. Anti human -GATA3 PE-Biolegend Cat No:653804 

7. Anti human -FOXP3 FITC-Biolegend Cat No:320106 

8. Anti- Hu ROR Gamma T Alexa 488-BD Cat No:563621 

9. Anti human TCR- PE/Cy7-Biolegend Cat No:331222 

10. Anti human -CD45RO APC-Biolegend Cat No:304210 

11. Anti human -CD194/CCR4 APC-Biolegend Cat No:359408 

12. Anti human -CD197/CCR7 FITC-Biolegend Cat No:353216 

13. Anti human -CD152 /CTLA4 PE-Biolegend Cat No:349906 

14. Anti human -CD279 /PD1 PE-BD Cat No:557946 

15. Cell Staining Buffer-Biolegend Cat No: 420201 

16. True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set-Biolegend Cat No:424401 

17. APC Mouse IgG2a, κ isotype Ctrl-Biolegend Cat No:400220 

18. FITC Mouse IgG1, κ isotype Ctrl -Biolegend Cat No:400108 

19. FITC Mouse IgG2a, κ isotype Ctrl- Biolegend Cat No:400210 

20. PE Mouse IgG1, κ isotype Ctrl- Biolegend Cat No:400114 
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21. PE Mouse IgG2b, κ isotype Ctrl- Biolegend Cat No:400314 

22. PE/Cyanine7 Mouse IgG1, κ isotype Ctrl- Biolegend Cat No:400126 

Boyanma özelliklerine göre immün hücreler;  

Naive T hücreler: CD4+CD45RO neg +CCR7+,  

CTL: CD3+CD8+,  

Th1: CD3+CD4+Tbet+,  

Th2:  CD3+CD4+GATA3+,  

TREG: CD4+CD25+FOXP3+,  

Total 𝛾𝛿 T hücreleri: CD3+ 𝛾𝛿 +,  

Th17:CD4+ROR 𝛾T+,  

TEM: CD4+CD45RO+CCR7 negatif,  

CM: CD4+CD45RO+CCR7+, 

ICP’ler ICP1:CTLA4 + ve ICP2:PD1+ ekspresyon düzeyleri T hücreler üzerindeki 

ekspresyon olarak analiz edildi. 

CCR4: kemokin reseptörü olarak ekspresyon düzeyleri T hücreler üzerindeki ekspresyon 

olarak analiz edildi. 

Tüm hastalarda immün T hücre alt grupların rölatif oranları BD-FACS Canto II 

Flowsitometri cihazında hesaplandı ve yüzde olarak istatistik analize sokuldu. 

3.1.5.Etik Kurul Onayı 

Çalışmamıza Sağlık Bilimleri Üniversitesi Antalya Eğitim Araştırma Hastanesi Etik 

Kurul Başkanlığı tarafından 26.9.2019 tarihinde 21/19 karar nolu etik kurul onayı 



30 
 

 

verilmiştir. Çalışmamız Akdeniz Üniversitesi Tez çalışma önerisi protokol no: 28/370, 

belge sayı: 1/2 ile kabul edilmiştir.  

3.2.Yöntemler 

3.2.1.Gen Mutasyon Analizi 

KRAS, NRAS, BRAF mutasyonları real time PCR yöntemiyle tümör dokusundan 

çalışılmıştır. KRAS analizde EasyKRAS 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 EasyNRAS 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 EasyBRAF 

kit-Diatech Pharmocogenetics ile  Ekzon 15 / Kodon 600 Qiagen Rotor-Gene Q.sürüm 

1.1.87 real time PCR cihazında incelendi. 

3.2.2.İntratümöral ve Peritümöral TIL Analizi 

TIL skorlamada kolon kanseri için tanımlanmış ‘Uluslararası İmmuno-Onkoloji 

Biyobelirteç Çalışma Grubu’ tarafından FFPE dokularda tanımlanmış ve standardize 

edilmiş skorlama (Hendry et al., 2017) kullanılmıştır. Öncelikle tümör alanını düşük 

büyütmede seçildi. Stromal ve intratümöral alanları belirlendi. Tümör sınırları dışındaki, 

nekrotik alanlardaki, fibrotik alanlardaki, abse alanlarındaki, in situ ve displastik 

alanlardaki TIL’ler haricindeki tümör sınırı etrafındaki stromal alanda mononükleer 

hücrelerle dolu alanın yüzdesini yüksek büyütmede değerlendirildi. Tüm mononükleer 

hücrelerden lenfositler ve plasmositler skorlanırken nötrofiller/granulositler skorlamaya 

dahil edilmedi (Fuchs et al., 2020; Hendry et al., 2017). Değerlendirilen dört 

yüzdeliklerin ortalaması hesaplandı ve bir ‘immünoskor’a dönüştürüldü. Üç kategorili 

immünoskor analizinde %0-25'lik bir yoğunluk hafif olarak, %25 ile %70 arasında bir 

yoğunluk hafif-orta ve %70 ile %100 arasında bir yoğunluk belirgin olarak 

değerlendirildi (Pages et al., 2018). 

 

3.2.3. İmmünhistokimyasal Analiz 
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3.2.3.1.LVI  

H&E ile boyanmış patolojik slaytlar, LVI histolojik teşhis kriterlerine göre 

değerlendirildi (Harris et al., 2008). 

3.2.3.2.PNI  

H&E ile boyanmış patolojik slaytlar, PNI histolojik teşhis kriterlerine göre 

değerlendirildi (Knijn et al., 2016). 

3.2.3.3.Tümör Tomucuklanma Skoru 

İnvazyon marjininde ilerleyen tek tümör hücresi veya 5 hücreden az tümör hücresi 

grupları tümör tomurcuğu kabul edildi. H&E slaytta 20X büyütme alanında skorlama 

için invazyon marjininde en fazla tomurcuklanma olan alan seçildi. X20 büyütmede 

tümör tomucuklanmaları sayıldı. Mikroskopta 20’lik büyütme alanda tomurcuklanma 

sayısı 0-4 arası ise düşük; 5-9 arası ise orta; ≥10 ise yüksek tomurcuklanma skoru olarak 

değerlendirildi. 

3.2.3.4.MSI  

Parafin içindeki tümörlü ve tümörsüz doku 4 µm kalınlıkta kesildi. Deparafinizasyon 

sonrası sitrat buffer ile 10 dakika ısıtıldı. 30 dakika oda ısısında monoklonal antikorlar 

ile inkübe edildi. Sekonder antikor uygulaması sonrası ışık mikroskopisinde incelendi. 

Aynı hastaya ait normal kolonik mukoza pozitif kontrol olarak kullanıldı. Tümör 

hücrelerinde>%10 boyama pozitif kabul edildi. Tümör hücrelerinde <%10 boyama 

negatif kabul edildi. MLH1, MLH6, MSH2, PMS2 proteinlerindeki kayıp MSI-H olarak 

gruplandı. MMR protein kaybı olmayanlar MSI-L olarak değerlendirildi. Çalışmamızda 

Ventana Medical Systems MSI IHC paneli kullanıldı. anti-MLH1/M1 klon, anti-

MSH2/G219-1129 klon, anti-MSH6/SP93 klon ve anti PMS2/A16-4 klon Ventana 

BenchMark ULTRA otomatik boyama cihazında çalışıldı. 

 

3.2.4. T hücre İmmünfenotiplendirme &Flow Sitometrik Analiz 

3.2.4.1. Lenf Nodundan Lenfosit İzolasyonu ve Saklanması 
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Lenf nodu örnekleri alımını takiben 30 dakika içinde laboratuvarda laminar flow kabini 

içerisinde bistüri ile 3 mL RPMI medium içinde diseke edildikten sonra 2mL’lik 

enjektör pistonun arkası kullanılarak mezenterik lenf nodundan lenfositler nazikçe 

ezilerek mediuma geçirildi. Lenf nodu kapsülü ve omentum dokuları bistüri yardımı ile 

uzaklaştırıldı pipetaj ile tek hücre süspansiyonu elde edildi. RPMI medyumunda 

süspanse edilen lenfositler üzerine bire bir %0.01 PBS içeren yıkama solüsyonu 

eklenerek 15 mL’lik konik tüpte 2500g de 7 dakika santrifüj edilerek yıkandı, yıkama 

işlemi 2 kez tekrarlandı. Santrifüj sonrası süpernatant dökülerek pellet üzerine 2 mL 

%70 RPMI-1640, %20 serum FBS, %10 DMSO içeren dondurma mediumu eklenerek 

yeniden süspanse edildi ve cryo-tüplere aktarıldı. Lenfositler %20 FBS ve %10 DMSO 

içeren RPMI medyumu içinde kademeli dondurmaya tabi tutularak nihayetinde -180℃ 

de sıvı nitrojende saklandı. Laboratuvarımızda sıklıkla yaptığımız bu işlem ile eritme 

sonrası 6 ay dondurma süresini geçmeyen hücrelerin %80 ve üzeri canlılıklarını 

koruduğu izlenmektedir. İzole edilen lenfositler yüzey ve intraselüler belirteç tayini 

amacıyla uygun flöresan boya kombinasyonları ile boyanacağı güne kadar nitrojen 

tankında saklandı. 

3.2.4.2. Dondurulmuş Lenfositlerin Eritilmesi, Yüzey ve İntraselüler Boyama 

Her bir hastanın dondurulmuş lenfositleri 37C sıcak su banyosunda çözdürüldü ve 

hücreler 30 dakika 37oC medyumda bekletildikten sonra akım-sitometri cihazında 

canlılık kontrolü yapıldı. Saklama sırasında canlılığını kaybetmiş hücreler ileri 

boyamalar yapılmadan çalışma dışı bırakıldı. 15 ml’lik tüplere alınan hücreler Cell 

Staining Buffer (Biolegend Cat No: 420201) ile 5 mL’ye tamamlandı, 2500 rpm’de 5 

dakika çevrildi, supernatant döküldü. Yedi panel ve 1 boyasız toplam 8 tüp hazırlandı. 

900 µL Cell Staining Buffer ve pellet ile süspansiyon hazırlandı. Her tüpe 

süspansiyondan 100 µL izole edilmiş lenf nodu lenfositleri pipetlendi. Yüzey boyama 

için her tüpe kendi panelinin 5 µL uygun yüzey antikorları eklendikten sonra vortex ile 

karıştırıldı. Buz üstünde 20 dakika karanlıkta inkübe edildi. İnkübasyon sonrası yıkama 

yapmadan her tüpe 2 ml Cell Staining Buffer eklenerek 2500 rpm’de 5 dakika 

çevirilerek bu şekilde 2 tur yıkama yapıldı. Yıkamalar sonrası hücre içi boyaması 

yapılacak olan tüplerin süpernatanı dökülerek 1ml True-Nuclear™ 1X Fix konsantresi 
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her bir tüpe eklendi, vortex ile karıştırıldı ve oda ısısında karanlıkta 60 dakika fiksasyon 

için inkübe edildi. İnkübasyon sonrası, hücre içi boyamalardan önce hücre membranının 

permeabilizasyonu için yine yıkama yapmadan 2ml True-Nuclear™ 1X Perm Buffer her 

bir tüpe eklendi, 2500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant 

dökülerek her tüpe 2ml daha True-Nuclear™ 1X Perm Buffer eklendi. Tekrar 2500 

rpm’de 5 dakika santrifüj edildi ve süpernatant döküldü. Daha sonra hücre pelleti 100µL 

True-Nuclear™ 1X Perm Buffer ile resüspande edilerek her tüpe kendi panelinin 5 µL 

uygun hücre içi antikorları olan T-bet, GATA-3, FOXP3 ve ROR g-T transkripsiyon 

faktörü antikorlarını ve izotip kontrollerini, True-Nuclear™ 1X Perm Buffer içinde dilüe 

edilerek eklendi ve oda ısısında karanlıkta en az 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrası 2 ml True-Nuclear™ 1X Perm Buffer eklenerek yine oda ısısında 2500 rpm’de 5 

dakika santrifüj ile yapılan yıkama 2 kere tekrarlandı. Son yıkamadan sonraki 

süpernatant dökülerek 0.5 mL Cell Staining Buffer eklenerek immün hücrelerin 

fenotipleri BD-FACS Canto II Flow sitometri cihazında önce okutuldu sonra da 

FACSDiva 8.1 programı kullanılarak analiz edildi. 

İlk olarak lenfositler FSC ve SSC bölgesine göre morfolojik olarak kapılandı. Bütün 

analizlerde uygun izotipik kontroller ile negatiflik/pozitiflik ayrımı yapıldı. Lenfosit 

kapısı alındıktan sonra CD3+ T hücreleri tanımlandı. Daha sonra T hücre alt grupları-

CTL, Th, γδ T hücreleri- tayini için kapılamaya geçildi. CTL’lerin sıklığını 

değerlendirmek lenfosit kapısından CD3+ kapılı popülasyonda CD8+yüzey antikoru 

pozitif olan hücrelerin analizi yapıldı. γδ T hücrelerinin sıklığını değerlendirmek için ise, 

lenfositler önce FSC/SSC profili temelinde kapılandı, ardından CD3+ kapılı 

popülasyonda γδ T-hücre intraselüler transkripsiyon faktörü pozitif olan hücrelerin 

analizi yapıldı. Yardımcı T hücre alt grupları için lenfositler önce FSC/SSC profili 

temelinde kapılandı, ardından CD3+ kapılı popülasyonda CD4+hücrelerde immünolojik 

kapı alındı. CD4+ immünolojik kapı sonrası her bir yardımcı T hücre tanımlayıcı yüzey 

antikoru veya intraselüler transkripsiyon antikor pozitifliğine göre : Th1 hücreler Tbet+,  

Th2 hücreler GATA3+, Th17 hücreler ROR 𝛾T+ boyanma profillerine göre tanımlandı 

ve rölatif oranları kaydedildi. Diğer yardımcı T hücreler olan TREG hücreleri 

CD3+CD4+ immünolojik kapılama sonrası CD25BRI ve FOXP3’ü birlikte eksprese eden 

hücreler olarak , TEM hücreleri CD3+CD4+ immünolojik kapılama sonrası CD45RO + 
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ve CCR7 negatif eksprese eden hücreler olarak, CM hücreleri CD3+CD4+ immünolojik 

kapılama sonrası CD45RO ve CCR7 birlikte eksprese eden hücreler olarak tanımlandı 

ve rölatif oranları kaydedildi. 

3.2.4.3. T hücre immünfenotiplendirmesi  

Tüm çalışma popülasyonunda tümörü drene eden lenf nodundan izole edilen hücrelerden 

öncelikle Side scatter (SSC)/Forward scatter (FSC) özelliklerine göre (büyüklük ve 

granülarite) kapı alınarak lenfositler tanımlandı. Lenfositler içinde klump yapmış dublet 

hücreler Forward Scatter Area ve Forward Scatter Height grafiği kullanılmak suretiyle 

çıkarılarak (doublet exclusion) sadece single hücreler daha sonraki analizlere dahil 

edildi. Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 kapısı alınarak T lenfositler 

belirlendi. Belirlenen her bir T hücresi alt grubuna ait birer örnek aşağıda 

gösterilmektedir. Analizlerde negatiflik/pozitiflik belirlemede uygun izotipler 

kullanılmış ve görüntülemede density plotlar ve histogramlar tercih edilmiştir.  

  

Şekil 3. Lenfosit kapısı ve single hücrelerin seçimi flow sitometri görüntüsü 
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Şekil 4. CD3 kapısı şeması flow sitometri histogram görüntüsü 

3.2.4.3.1.CTL rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. CTL’lerin sıklığını değerlendirmek için lenfosit kapısından CD3+ 

popülasyonda CD8+yüzey antikoru pozitif olan hücrelerin oranı ölçüldü. 

 

Şekil 5.CTL (CD3+CD8+) hücrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram görüntüsü 
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3.2.4.3.2.Th rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. Th hücrelerin sıklığını değerlendirmek için lenfosit kapısından 

CD3+ popülasyonda CD4+yüzey antikoru pozitif olan hücrelerin oranı ölçüldü. 

 

Şekil 6.Thelper (CD3+CD4+) hücrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram görüntüsü 

3.2.4.3.3.Naive T hücresi rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. Naive T hücrelerin sıklığını değerlendirmek için lenfosit 

kapısından CD3+ popülasyonda yüzey antikorları “CD4+CD45 RO” negatif hücre 

popülasyonu seçildi. “CD4+CD45RO” negatif popülasyon üzerinden “CCR7” yüzey 

antikoru pozitif olan hücrelerin oranı ölçüldü. 
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Şekil 7. Naive T (CD4+CCR7+ CD45RO negatif) hücrelerin CD4C/D45RO flow sitometrik density-plot 

bivariate histogram görüntüsü ve CCR7 pozitif alt popülasyon histogram görüntüsü 

3.2.4.3.4.Th1 rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. Th1 hücrelerin sıklığını değerlendirmek için lenfosit kapısından 

CD3+ popülasyonda “CD4+T-bet+” çift pozitif olan hücrelerin oranı belirlendi. 

 

Şekil 8. Thelper 1 (CD4+T-bet+) hücrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram görüntüsü 
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3.2.4.3.5.Th2 rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. Th2 hücrelerin sıklığını değerlendirmek için lenfosit kapısından 

CD3+ popülasyonda “CD4+GATA3 +” çift pozitif olan hücrelerin oranı belirlendi. 

 

Şekil 9.Thelper 2 (CD4+GATA-3+) hücrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram görüntüsü 

3.2.4.3.6.Th17 rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. Th17 hücrelerin sıklığını değerlendirmek için lenfosit kapısından 

CD3+ popülasyonda CD4+RORT (intraselüler transkripsiyon faktörü)+ antikoru çift 

pozitif olan hücrelerin oranı belirlendi.  

 

Şekil 10. Thelper 17 (CD4+RORT+) hücrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram görüntüsü 
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3.2.4.3.7.TREG rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. TREG hücrelerin sıklığını belirlemek için lenfosit kapısından 

CD3+ popülasyonda “CD4+CD25BRI” yüzey antikoru çift pozitif olan hücrelerin seçildi. 

“CD4+CD25BRI” hücrelerde FOXP3+ olan hücrelerin oranı belirlendi.  

 

Şekil 11. TREG (CD4+CD25+FOXP3) hücrelerin CD4+CD25BRI flow sitometrik density plot bivariate 

histogram ve TREG histogram görüntüsü 

3.2.4.3.8.Total 𝜸𝜹 T rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. γδ T hücrelerin sıklığını değerlendirmek için lenfosit kapısından 

CD3+ popülasyonda  𝛾𝛿 TCR yüzey antikoru pozitif olan hücrelerin oranı belirlendi. 
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Şekil 12. 𝛾𝛿 T (CD3+𝛾𝛿+) hücrelerin flow sitometrik density plot bivariate histogram görüntüsü 

3.2.4.3.9.CD4+ 𝜸𝜹 ve CD4- 𝜸𝜹 T hücre rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. γδ T hücrelerin CD4 pozitif ve CD4 negatif alt grupları tayini için 

lenfosit kapısından CD3+ popülasyonda  𝛾𝛿 TCR ve CD4 yüzey antikoru çift pozitif 

olanlar CD4+ 𝛾𝛿 T hücreleri, 𝛾𝛿 TCR+ CD4 negatif olanlar CD4 negatif 𝛾𝛿 T hücreleri 

olarak oranları belirlendi.  

 

Şekil 13. CD4+ 𝛾𝛿 T (CD3+ 𝛾𝛿+ CD4+) ve CD4- 𝛾𝛿 T (CD3+ 𝛾𝛿+ CD4negatif) hücrelerin flow 

sitometrik density plot bivariate histogram görüntüsü 
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3.2.4.3.10.TEM & CM rölatif oranı  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. HafızaT hücrelerin sıklığını değerlendirmek için lenfosit 

kapısından CD3+ popülasyonda yüzey antikorları CD45 RO pozitif hücre popülasyonu 

seçildi. CD45RO pozitif popülasyon üzerinden CD4 ve CCR7 yüzey antikoru çift pozitif 

olanlar CM, CD4+CCR7 negatif olanlar TEM hücreleri olarak oranları belirlendi. 

 

Şekil 14. CM (CD4+CD45RO+CCR7+) &TEM (CD4+CD45RO+CCR7negatif) hücrelerin CD45 RO 

flow sitometrik histogram ve CD4/CCR7 dot-plot bivariate histogram görüntüsü 

3.2.4.3.11.ICP1-CTLA4 ekspresyonu  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. T lenfositlerin ICP1 CTLA4 reseptör ekspresyon oran tayini için 

CTLA4 yüzey antikoru pozitif olan hücrelerin oranı belirlendi. 

                 

Şekil 15. CTLA4 eksprese eden T hücrelerin flow sitometrik univariate histogram görüntüsü 
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3.2.4.3.12.ICP2-PD1 ekspresyonu  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. T lenfositlerin ICP2 PD1 reseptör ekspresyon oran tayini için PD1 

yüzey antikoru pozitif olan hücrelerin oranı belirlendi.  

 

Şekil 16. PD1 eksprese eden T hücrelerin flow sitometrik univariate histogram görüntüsü 

3.2.4.3.13.CCR4 ekspresyonu  

Lenfosit popülasyonu single hücreler üzerinden CD3 immünolojik kapı alınarak T 

lenfositler belirlendi. T lenfositlerin bir kemokin reseptörü olan CCR4 reseptörü 

ekspresyon oran tayini için CCR4 yüzey antikoru pozitif olan hücrelerin oranı belirlendi. 

 

Şekil 17. CCR4 eksprese eden T hücrelerin flow sitometrik univariate histogram görüntüsü 
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3.2.5. İstatistik Analiz 

Tanımlayıcı istatistikler kategorik değişkenler için frekens (n) ve yüzde (%), normal 

dağılan sürekli değişkenler için ortalama±standart sapma (SS) ve normal dağılmayanlar 

için medyan (IQR) değerleri ile sunulmuştur. Kategorik değişkenler arasındaki ilişkilerin 

analizinde Pearson ki-kare test ve Fisher’s Exact test kullanılmıştır. Normal dağılım 

varsayımı Shapiro Wilk testi ile kontrol edilmiştir. İki grubun ölçüm değerleri arasındaki 

farkın analizinde normal dağılıma uymadığı durumda Mann-Whitney U testi, uyduğu 

durumda ise Student’s t-test kullanılmıştır. Üç ve daha fazla grubun sürekli 

değişkenlerinin parametrik olmayan karşılaştırmasında Kruskal Wallis testi 

kullanılırken, anlamlı çıkan durumlar için post-hoc testlerde Bonferroni düzeltmesi 

yapılmıştır. Normal dağılım varsayımı sağlandığı durumda üç ve daha fazla grubun 

karşılaştırılmasında One-way ANOVA testi ve post-hoc test olarak Tukey HSD testi 

kullanılmıştır. Sıralı (ordinal) veya normal dağılıma uymayan sürekli değişkenler 

arasındaki ilişkiler için Spearman korelasyon testi yapılmıştır. Tüm analizler IBM SPSS 

23.0 paket programı (IBM Corp., Armonk, NY) ile yapılmış ve 0,05'ten küçük p 

değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1.Klinik ve Histopatolojik Özellikler  

Çalışmaya dahil edilen 36 hastanın %41’i kadın, %59’u erkekti. Çalışma 

popülasyonunun yaş ortalaması 63,14±11,94 idi. Rezeksiyon materyallerinde 20 

(%55.6) hastada lenf nodu metastazı izlendi. On üç hasta (%36) erken evre, 13 hasta 

(%36) bölgesinde ilerlemiş hastalık ve 10 hasta (%28) metastatik evre ile prezente 

izlendi. KRAS mutasyon oranı %22 izlenirken NRAS ve BRAF mutasyon izlenmedi. 

Hastaların tümöral histopatolojik ve prognostik özellikleri Tablo 1. de gösterilmiştir.  

Tablo 1.Hastaların tümöral histopatolojik özellikleri 

Değişkenler n % 

   

TNM Evre   

1-2 13 36,1 

3 13 36,1 

4 10 27,8 

MSI-H   

Düşük MSI-H 30 83,3 

MSI-H 6 16,7 

İntratümoral lenfosit İnfiltrasyonu   

Yok 10 27,8 

Var/ Hafif-Orta 26 72,2 

Peritümoral lenfosit İnfiltrasyonu   

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   

Düşük 28 77,8 

Orta-Yüksek 8 22,2 

Grade   

1 5 13,9 

2 28 77,8 

3 3 8,3 
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4.2.T Hücre Alt Gruplarının ve Reseptör Ekspresyonlarının Ortalamaları 

Kolon kanseri drene eden lenf nodunda en fazla eksprese edilen T hücresi alt tipi Th1 olup onu 

𝛾𝛿 T hücreleri, Th2 ve TEM hücreleri takip ettiği izlendi (Şekil 18). 

 

Şekil 18. T hücre alt grupların oranlarının   ve CTLA4, PD1, CCR4 reseptör ekspresyonların ortalamaları 

 

4.3.Evreye Göre Karşılaştırmalı Sonuçlar 

Kolon kanseri hastalarında evre I-II hastalıkta evre III ve IV’e göre daha az LVI izlendi 

(p=0,006). Evreye göre tümör özellikleri Tablo 2. de gösterilmiştir. T hücre 

popülasyonunun evreye göre karşılaştırmalı analizinde Th17 hücreleri evre 4 hastalıkta 

daha fazla izlendi (p=0,015) (Şekil 19 ve Tablo 3). Yapılan analizde hastalık evresi ile 

Th17 arasında belirgin pozitif korelasyon izlendi (r=0,481; p=0,003) (Tablo 4). Evreye 

göre karşılaştırmalı analizde ICP2-PD1 reseptör ekspresyonu evre 4 hastalıkta daha fazla 

eksprese edildiği izlendi (p=0,05) (Tablo 3). PD1 düzeyinin evre ile korele olduğu 

saptandı (r=0,405; p=0,014) (Tablo 4). 
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Tablo 2. Evreye göre tümör özellikleri 

Değişkenler 

Evre 1-2 

n:13 

Evre 3 

n:13 

Evre 4 

n:10 p 

MSI-H, n(%)     

Düşük 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)  

İntratümoral lenfosit, n(%) 11(84,6) 10(76,9) 5(50) 0,212 

Peritümoral 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)a 10(76,9)b 6(60)b 0,006 

PNI, n(%) 2(15,4) 3(23,1) 3(30) 0,878 

Tomurcuklanma skoru, n(%)     

Düşük 12(92,3) 10(76,9) 6(60) 0,218 

Orta-Yüksek 1(7,7) 3(23,1) 4(40)  

Kruskal-Wallis test, Fisher’s Exact test. Post-hoc testlerde anlamlı çıkan sonuçlar farklı küçük harfler ile 

gösterildi. 

 

 

Şekil 19. Evreye göre Th17 hücre oranlarının karşılaştırılması 
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Tablo 3. Evreye göre T hücre alt grupları ve reseptör ekspresyon oranları  

Oranlar % 

Evre 1-2 

(n:13) 

Evre 3 

(n:13) 

Evre 4 

(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 

NAİVE T  3,4(2,3-4,3) 3,1(1,5-5,3) 4,4(1,7-5,4) 0,926 

Th1 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)a 3,8(3-8,9)a,b 6,05(4,5-8,2)b 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+  T  11,7(9,8-21,5) 14,7(10,8-20,8) 22,85(8,1-30,3) 0,371 

CD4-  T 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 dağılımlı bulgular ort±SS , normal dağılımı olmayanlar medyan (IQR) ile verildi. Tek yönlü 

ANOVA, Kruskal-Wallis test. Post-hoc testlerde anlamlı çıkan sonuçlar farklı küçük harfler ile gösterildi. 

 

 

 

Tablo 4. T hücre alt grupları ve reseptör ekspresyon oranların evre ile korelasyonu 

Oranlar r p 

CTL 0,001 0,994 

Th 0,086 0,617 

NAİVE T 0,033 0,847 

Th1 0,191 0,280 

Th2  -0,022 0,898 

Th17 0,481 0,003 

TREG  -0,226 0,198 

 T  -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+ T 0,249 0,177 

CCR4 0,040 0,817 
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4.4.KRAS Mutasyonuna Göre Karşılaştırmalı Sonuçlar 

KRAS mutasyon durumuna göre mutant ve wild tip hastalıkta T hücre alt tipleri ve 

reseptör ekspresyonları açısından bir fark izlenmedi (Tablo 5). 

Tablo 5. KRAS mutasyon durumuna göre T hücre alt grup ve reseptör ekspresyon oranları. 

Oranlar % 

KRAS mutant 

(n:8) 

KRAS wild 

(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 

NAİVE T  4,4(2,45-6,2) 3,05(1,85-5,1) 0,320 

Th1 47(33,4-56,6) 35,2(31,9-52,9) 0,452 

Th2  30,5(20,55-34,6) 17,7(14,6-30,7) 0,154 

Th17 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 

 T  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+  T 15(13,1-21,8) 15,5(8,1-25,9) 0,897 

CD4-  T 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.MSI’ye Göre Karşılaştırmalı Sonuçlar 

MSI-H kolon kanserinde tümörü drene eden lenf nodunda Th2 oranları düşük MSI-

H/MSS tümörlere göre azalmış izlenirken ve TREG oranları artmış izlendi (sırasıyla 

p=0,005 ve 0,05) (Şekil 20 ve Tablo 6). 
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Şekil 20. MSI durumuna göre a) Th2 hücrelerin karşılaştırılması, b) TREG hücrelerin karşılaştırılması 

 

Tablo 6. MSI durumuna göre T hücre alt grup ve reseptör ekspresyon oranları. 

Oranlar % 

Düşük MSI-H 

(n:30) 

MSI-H 

(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 

NAİVE T  3,55(2,3-5,4) 1,5(1,2-3,9) 0,135 

Th1 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 

Th17 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 

 T  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+  T 18,7(10,8-40,9) 10,95(5-21,8) 0,123 

CD4-  T 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.Intratümöral ve Peritümöral Lenfosit Yanıta Göre Karşılaştırmalı Sonuçlar 

Kolon kanseri hastalarında intratümöral lenfosit yanıtı olmayan tümörlerde tümörü drene 

eden lenf nodunda Th1 ekspresyon oranı artmış izlendi (p=0,046) (Şekil 21 ve Tablo 7).  

 

 

 

Şekil 21. İntratümöral lenfosit yanıtına göre Th1 hücrelerin karşılaştırılması 

 

 

Tablo 7. İntratümöral lenfosit yanıtına durumuna göre T hücre alt grup ve reseptör ekspresyon oranları. 

Oranlar 

Yok 

(n:10) 

Var 

(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 

NAİVE T  4,75(2,7-6) 3,25(1,5-4,9) 0,177 

Th1 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 

Th17 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 

 T  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+  T 18,25(7,9-28,5) 14,7(10,6-21,8) 0,574 

CD4-  T 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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Peritümöral lenfosit yanıt oranına göre T hücre alt grupları ve ICP’ler için fark 

izlenmedi (Tablo 8). 

Tablo 8. Peritümöral lenfosit yanıt durumuna göre T hücre alt grup ve reseptör ekspresyon oranları. 

Oranlar 

Hafif-Orta 

(n:26) 

Belirgin 

(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 

NAİVE T  3,45(1,7-5,4) 3,9(2,4-5,3) 0,697 

Th1 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 

Th17 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 

 T  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+  T 14,7(9,8-28,5) 15(5,5-20,8) 0,335 

CD4-  T 3,3(2-8,0) 6,6(1,8-10,5) 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 Varlığına Göre Karşılaştırmalı Sonuçlar 

Kolon kanserinde LVI olan tümörlerde tümörü drene eden lenf nodunda Th17 ve TREG 

hücrelerin oranı artmış izlendi (sırasıyla p=0,022 ve p=0,024) (Şekil 22, Tablo 9).  
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Şekil 22. LVI varlığına göre a)Th17 hücrelerin karşılaştırması b)TREG hücrelerin karşılaştırılması   

 

 

 
Tablo 9. LVI varlığına göre T hücre alt grup ve reseptör ekspresyon oranları. 

Oranlar % 

Yok 

(n:18) 

Var 

(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 

NAİVE T  3,9(2-5,9) 3,05(1,5-4,6) 0,265 

Th1 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+  T 15(10,8-21,8) 15,9(7,6-30,3) 0,999 

CD4-  T 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 dağılımlı bulgular ort±SS , normal dağılımı olmayanlar medyan (IQR) ile verildi. Student’s t-test, 

Mann-Whitney U test.  

 

 

4.8.PNI Varlığına Göre Karşılaştırmalı Sonuçlar 

Kolon kanserinde PNI olan tümörlerde tümörü drene eden lenf nodunda Naive T hücre 

oranları artmış izlendi (p=0,015) (Şekil 23 ve Tablo 10).  
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Şekil 23. PNI varlığına göre Naive T hücrelerin karşılaştırılması 

 
 

Tablo 10. PNI varlığına göre T hücre alt grup ve reseptör ekspresyon oranları. 

Oranlar 
Yok 

(n:28) 
Var 
(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 
NAİVE T 2,95(1,6-4,25) 5,6(4,6-6,68) 0,015 
Th1 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 

 T  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+  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. Tümör Tomurcuklanma Skoruna Göre Karşılaştırmalı Sonuçlar 

Kolon kanserinde tümör tomurcuklanma skoruna oranına göre tümörü drene eden lenf 

nodunda T hücre alt tipleri ve reseptör ekspresyonları açısından bir fark izlenmedi 

(Tablo 11). 
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Tablo 11. Tümör Tomurcuklanma skoruna göre T hücre alt grup ve reseptör ekspresyon oranları. 

Oranlar 

Düşük 

(n:28) 

Orta-Yüksek 

(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 

NAİVE T  3,45(2,15-5,35) 3,15(1,45-5,1) 0,641 

Th1 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 

Th17 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 

 T  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-  T 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 Tümöral İnfiltrasyon Durumuna Göre Karşılaştırmalı Sonuçlar 

İmmunfenotiplenin yapıldığı lenf nodunun tümör infiltrasyonu olan (N+) grupta Th17 

hücreleri N0 gruba göre anlamlı artmış izlendi (p=0,046). Metastatik lenf nodundan  T 

hücre oranları ve CCR4 reseptör ekspresyonlarında izlenen artış istatistiksel anlamlığa 

kavuşmamıştır (Tablo 12, Şekil 24). 
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Şekil 24. Lenf nodunun tümör infiltrasyon durumuna göre a) Th17 hücrelerin karşılaştırması, b)  T  

  hücrelerin karşılaştırması, c)CCR4 ekspresyonunun karşılaştırması 

 

 
Tablo 12. Çalışılan lenf nodunun tümör infiltrasyon durumuna göre hücre ekspresyon oranları ve reseptör  

    ekspresyonları 

Oranlar 

N0 

(n:16) 

N+ 

(n:20) p 

CTL 19,27±5,5 20,03±5,27 0,680 

Th 47,64±10,2 47,96±9,57 0,924 

NAİVE T 3,7(2,3-5,4) 3,05(1,45-5,35) 0,440 

Th1 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+  T 11,5(9,8-21,5) 17,1(13,1-30,3) 0,173 

CD4-  T 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. TARTIŞMA 

Kolon kanseri, tümör evolüsyonu sırasında gelişen driver (sürücü) mutasyonlar ve 

passenger (yolcu) mutasyonlar; bu somatik mutasyonların sonucunda gelişen 

neoantijenler ve bu neoantijenlere karşı geliştirilen, özellikle de T hücrelerinde 

gözlemlenen farklı immün yanıtlar nedeniyle, heterojen bir biyolojiye sahiptir. Bu 

farklılıklar hem sitotoksik tedavilere hem de immünoterapilere yanıtların değişken 

olmasına, sağ kalım farklılıklarına sebep olarak heterojen bir klinik ile karşımıza gelir. 

Birçok çalışma, sistemik bir anti-tümör immün yanıtının immünoterapi etkinliği için 

gerekli olduğunu göstermiştir. Bununla birlikte, kanser gelişiminin lenfatik ve dolaşım 

sisteminin sistemik bağışıklık durumunu nasıl etkilediğine dair kapsamlı bir tanım 

eksikliği mevcuttur (Allen et al., 2020). Tümörü drene eden lenf nodları, anti-tümör 

immün yanıtlar için primer bölgelerdir ve bu lenf nodlarındaki aktive lenfositlerin fare 

tümör modeline adoptif transferinin tümör büyümesini baskıladığı gösterilmiştir 

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

Klinik veriye göre kanser hastalarında Th1/Th2 dengesinin Th2 lehine kaymış olarak 

izlendiği bildirilmiştir. CTL ve Th1 polarizasyonu iyi prognostik kabul edilirken, Th2 

baskınlığı kötü prognozla ilişkilendirilmiştir (Hou et al., 2013). Preklinik immün makro-

çevrenin araştırıldığı bir çalışmada 8 farklı fare tümör modelinde tümör, kan, lenf nodu, 

dalak ve kemik iliğindeki immün kompozisyon değişiklikleri kütle sitometrisi ile 

değerlendirildiğinde lokal immün infiltrat ile periferik immün organizasyonun 

uyuşmadığı izlenmiştir (Allen et al., 2020). Aynı çalışmada dalak, kan ve kemik iliği 

benzer immün kompozisyon gösterirken tümörü drene eden lenf nodundaki immün 

bileşenler farklı izlenmiştir. Lenf nodu analizinde, CD4+ T hücrelerin ve Th1 yanıtın 

azaldığı, CTL ve TREG’lerin dinamik değişkenlik gösterdiği kanıtlanmıştır. 

Gastrointestinal sistem kanserlerini konu alan klinik başka bir çalışmada progresyonun 

hem dolaşım hem de  tümörü drene eden lenf nodunda Th1 yanıtından Th2 yanıtına 

immün kaymaya sebep olduğu gösterilmiştir (Nakayama et al., 2000). Bizim 

çalışmamızda, evre progresyonunda Th1 ve Th2 hücre oranlarında anlamlı bir farklılık 

izlenmemiştir. Nakayama ve arkadaşlarının çalışmalarında tümörü drene eden lenf 
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nodundan IFN𝛾 sekrete eden Th1 ekspresyonu ortalama %7,9±4,8 iken IL-2 sekrete 

eden Th1 ekspresyonu ortalama %16,5±6,4 bulunmuş ve bu değerler kanser hastalarının 

PBMC Th1 ekspresyonu ile benzer olup sağlıklı donörlerin PBMC Th1 ekspresyonun-

dakinden yarı yarıya düşük olduğu izlenmiş fakat sonuçlar tümör tiplerine ve evrelerine 

göre alt grup analizi yapılmamıştır (Nakayama et al., 2000). Bizim çalışmamızda ise 

kolon kanseri hastalarında tümörü drene eden lenf nodunda Th1 ekspresyonu tüm 

evreler için ortalama 41,29±11,88 olarak saptanmış ve Nakayamanın çalışmasına göre 

oran olarak daha fazla değerlendirilmiştir. Bu farklılık, kanser popülasyonlarının aynı 

olmamasına ve farklı evrelerdeki hastalıklar olmasına bağlı olabilir. Başka bir çalışmada 

kolorektal kanserlerde TNM evresi, peritümöral lenfositik invazyon ve LVI arttıkça İHC 

ile değerlendirien T-bet ekspresyonlarının ve buna bağlı Th1 oranının azaldığı 

bildirilmiştir (Ling et al., 2016). Bizim çalışmamızda ise farklı olarak, evreye ve LVI’ya 

göre Th1 oranın değişmediği, tam aksine peritümöral değil intratümöral lenfosit yanıt 

artışı olan grupta Th1 artışı olduğu saptanmıştır. MSI-H tümörlerde Th1 oranları 

artarken KRAS mutant hastalıkta azaldığı bildirilmiş, fakat bizim çalışmamızda bu iki 

moleküler tipte de Th1 oranları açısından fark izlenmemiştir. 

Pellegrini ve arkadaşları kolon kanseri hastalarının PBMC’lerde Th2 oranının arttığını 

ve kolorektal kanser metastazı izlenen lenf nodunda da hücresel baskınlığın Th2 lehine 

kaydığını bildirmiştir. Aynı çalışmada, IL-4 salgılayan Th2’lerin ve IL-4 ekspresyon 

oranlarının evre ile birlikte arttığı da izlenmişti (Pellegrini et al., 1996). Bizim 

çalışmamızda ise, lenf nodunda Th2 oranının Th1 oranından düşük olduğu ve lenf nodu 

metastazı olanlarda da değişen evrelerde de Th2 oranının farklı olmadığı izlenmiştir. 

MSI-H kolon kanserinde Th’ların düşük MSI-H olanlara göre artmış olduğu bildirilmiş 

fakat Th2 alt tipinin MSI’a göre durumu literatürde bildirilmemiştir. Bizim 

çalışmamızda, literatürde ilk defa MSI-H kolon kanserinde Th2 alt-popülasyonun düşük 

MSI-H gruba göre azaldığı gösterilmiştir. 

Naive T hücreleri tümörlerde nadir izlense de (Pages et al., 2005), bildirilen rölatif 

oranları evre I-II sol kolon tümörlerinde %3.74 ± 0.63, sağ kolon tümörlerinde %4.18 ± 

1.22; evre III-IV sol kolon tümörlerinde %4.92 ± 0.73, sağ kolon tümörlerinde %5.86 ± 

0.86 olarak belirlenip, tümör lokalizasyonu ve TNM evresine göre farklılık göstermediği 
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bildirilmiştir (Di et al., 2017). Bizim çalışmamızda ise naive T hücre oranı evre I-II 

hastalıkta %3.4, evre III hastalıkta %3.1, evre IV hastalıkta %4.4 olarak saptanmıştır ve 

evrelemeye göre hücrelerde farklılık izlenmemiştir. Naive T hücreleri, CTL’lerin tam 

tersine düşük MSI-H tümörlerde artmış olduğu gösterilirken (Narayanan et al., 2019) 

bizim çalışmamızda MSI durumuna göre ekspresyon oranlarında farklılık izlenmemiştir. 

Ayrıca PNI olan kolon tümörlerinde, PNI olmayanlara göre naive T hücre oranlarının 

anlamlı olarak arttığını literatürde ilk kez bildirilmiştir. 

Sitotoksik T lenfositlerin, anti-tümör bağışıklığının en önemli efektör mekanizmaların-

dan birini oluşturduğu iyi bilinmektedir. CTL intratümöral ekspresyonunun artmasının, 

erken metastatik olayların yokluğu ve azalmış kanser nüksü oranı ile önemli ölçüde 

ilişkili olduğu gösterilmiştir (Deschoolmeester, Baay, Lardon, Pauwels, & Peeters, 

2011). Ropponen ve arkadaşları, intratümöral ve peritümöral TIL'lerin varlığı ile tümör 

evresi arasında ters bir korelasyon göstermişlerdir, yani çalışmalarında TIL'ler evre III 

ve IV gibi ileri evrelerde daha azalmış bulunmuş ama evre I ve II gibi erken evrelerde 

daha fazla olarak belirlenmiştir (Ropponen, Eskelinen, Lipponen, Alhava, & Kosma, 

1997). Benzer şekilde, MSI-H kolon kanserinde düşük MSI-H tümörlere göre CTL’ler 

de daha fazla izlendiği bildirilmiştir (Narayanan et al., 2019). Bizim çalışmamızda ise 

CTL oranları TNM evresi, MSI durumu ya da TIL gibi bakılan diğer tüm histopatolojik 

prognostik faktörlere göre farksız olarak izlenmiştir. 

Zou ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada sağlıklı insan donörlerinde TREG hücrelerinin 

fraksiyonunun kemik iliğinde %5.5 ± 3.5, timusta %1.5 ± 1.2, lenf nodunda %0.5 ± 

%0.3 ve kanda 0,5 ± 0,4% olduğu; kemik iliğinde diğer lenfoid dokulardan daha fazla 

TREG rezervuarı olduğu (Zou et al., 2004) ve intratümöral TREG sıklığının ise %5,6± 3 

olduğu bildirilmiştir (Szeponik et al., 2021). Gastrointestinal sistem kanserleri olan 

hastaların PBMC’lerinde TREG oranı sağlıklı kontrollere göre artmış bildirilmiştir 

(Sasada, Kimura, Yoshida, Kanai, & Takabayashi, 2003). Sekiz kolon kanseri hastasıyla 

mezenterik lenf nodundan yapılan TREG çalışmasında sağlıklı lenf nodu donörü 

alamadıkları için inflamatuvar barsak hastalığı (İBH) olan hastalardan elde edilen lenf 

nodunu kontrol olarak kullanmışlar ve kolon kanserinde İBH’dan daha fazla TREG 

ekspresyonu olduğunu göstermişlerdir (Clarke et al., 2006).  Clarke ve arkadaşları kolon 
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kanseri mezenterik lenf nodunda TREG ekspresyon düzeyini ortalama %1 olarak 

bildirmiştir. Bizim çalışmamızda ise kolon kanseri hastalarında tümörü drene eden lenf 

nodunda TREG ekspresyonu tüm evreler için ortalama %2,32±2,57 bulunmuş olup 

sağlıklı insanlarda bildirilen lenf nodu ekspresyonundan 4 kat fazla, Clarke ve 

arkadaşlarının çalışmasından 2 kat fazla fakat literatürdeki intratümöral TREG 

oranından daha az olarak saptanmıştır. Yaqub ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada kolon 

kanseri dokusunda ve drene eden lenf nodunda, sağlıklı kolon mukozasına göre İHC ile 

daha önce bildirilen değerlerden çok daha fazla olan %30’a yakın CD3+FOXP3+TREG 

infiltrasyonu olduğu bildirilmiştir (Yaqub et al., 2008). Hu ve arkadaşlarının 17 

çalışmanın sonuçlarını değerlendirdiği meta-analizde hem intratümöral hem de 

peritümöral alanda TREG infiltrasyonu birlikte artışı TNM evre I-II hastalıkla ilişkili 

bulunurken sadece intratümöral ya da peritümöral TREG artışı evre ile ilişkisiz 

bildirilmiştir (Hu et al., 2017). Bizim çalışmamızda ise, Hu ve arkadaşlarının 

çalışmasından farklı olarak TREG ekspresyon oranları ile TNM evreleri arasında ilişki 

izlenmemiştir.  MSI-H kolorektal kanserlerde intratümöral TIL ile birlikte 

FOXP3+TREG’lerin de artmış izlendiği farklı çalışmalarda bildirilmiş olup (Michel et 

al., 2008; Zhang et al., 2015) benzer şekilde bizim çalışmamızda da MSI-H tümörlerde 

TREG ekspresyonu düşük MSI-H tümörlere göre artmış izlenmiştir, fakat intratümöral 

veya peritümöral lenfosit invazyonu ile ilişkili bulunmasa da LVI olan kolon kanserinde 

TREG oranlarının artmış olduğu belirlenmiştir. Kolon kanserinde immünoterapilerin 

etkinliklerinin gösterildiği tek grup olan MSI-H grupta ve kötü prognostik LVI olan 

grupta TREG düzeyindeki anlamlı artış düşünüldüğünde, CD4+CD25+TREG hücrelerin 

ortadan kaldırılması, tümör hücrelerinin immünojenisitesini artırmaya yönelik mevcut 

girişimlerle birleştirilirse, tümör bağışıklığını artırmak için yeni ve etkili bir strateji 

olarak kullanılabilir. Çalışmamızda değerlendirdiğimiz diğer prognostik histopatolojik 

faktörlerle (lenf nodu pozitifliği, KRAS mutasyonu, tümör tomurcuklanma skoru ve 

PNI) TREG oranlarında herhangi bir farklılık izlenmemiştir.  

Aktive T lenfositlerde PD1 ve CTLA4 gibi immün checkpoint inhibitör co-reseptörler 

immun yanıtı sınırlamak için artar. Son yıllarda yapılan immünoterapi çalışmalarında, 

kolon kanserinde immünoterapötiklerin etkinliğinin MSI-H kolon kanserlerle sınırlı 



60 
 

 

olduğu ve bu durumun MSI-H tümörlerde ICP reseptörlerin, sayıları da artan TIL’ler ve 

myeloid hücreler üzerinde selektif olarak upregüle olmasına bağlı olabileceği 

bildirilmiştir (Sillo, Beggs, Morton, & Middleton, 2019). Bizim çalışmamızın genel 

popülasyonunda evre ile ICP’lerden sadece ICP2-PD1 arsında pozitif korelasyon 

izlenirken, ne MSI-H tümörlerde ne de KRAS mutasyonu olan grupta ICP’lerin oranında 

artış izlenmemiştir. Çalışmamızın sonucu, artan ICP2-PD1 düzeyi ile artan immün 

inhibitör aktivite sonrasında evre progresyonu olabileceğine işaret etmektedir.  

Th17 ile ilgili literatürde birbiri ile çelişen çalışmalar olsa da Th17 hücreleri kolon 

kanseri için kötü prognostik faktör olarak değerlendirilmiş ve daha kısa sağ kalım ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (Amicarella et al., 2017; Bruni et al., 2020; Fridman et al., 

2012). Th17 ekspresyonunun kolon kanseri dokusunda sağlıklı doku ve kandan daha 

fazla olduğu ama hasta ve sağlıklı donörün PBMC’leri arasında ekspresyon farkı 

olmadığı bildirilmiştir. Aynı çalışmada kolorektal kanseri infiltre eden IL17+ hücrelerin 

oranının flow sitometrik analiz ile %27±24 olduğu ve stromal IL17+ hücre 

infiltrasyonunun sağ kalımlarla ilişkisi olmadığı da bildirilmiştir (Amicarella et al., 

2017). Bizim çalışmamızda ise, kolon kanserini drene eden lenf nodunda Th17 hücre 

oranı 4,68±3,47 olarak hesaplanmıştır. Bu farklılık IL17’nin Th17 hücreleri dışındaki 

hücrelerce de eksprese edilebilirliğinden kaynaklanabileceği gibi analiz edilen hücre 

popülasyon alanının kemokin mikroçevresinden de kaynaklanabilir. Kolorektal 

kanserlerde de İHC ile Th17 düzeyinin T evresi için migrasyon ve invazyon ile ilişkisi 

olduğu, ayrıca lenf nodu metastazı olan hastalarda intratümöral Th17 ekspresyonunun da 

arttığı gösterilmiştir (Sui, Qiu, Yu, Kong, & Zhen, 2019). Benzer şekilde bizim 

çalışmamızda da artan evre ile Th17 ekspresyonunun korele bir şekilde arttığı 

gösterilmiş ve evreden bağımsız olarak lenf nodu metastazı ile de ilişkili bulunmuştur. 

Bir diğer kötü prognostik risk faktörü olan PNI ile Th17 hücre oranlarında anlamlı artış 

saptasak da diğer prognostik histopatolojik faktörlerle (KRAS mutasyonu, tümör 

tomurcuklanma skoru ve PNI) Th17 hücre oranlarında herhangi bir farklılık izlenmemiş 

olması literatürdeki çelişkili sonuçlarla (Amicarella et al., 2017; Bruni et al., 2020) 

benzerlik göstermektedir. 
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  T hücreleri, sağlıklı bireylerin periferik kan T lenfositlerin <%0,5-5’i ni oluşturur 

fakat lenf nodu ve dalakta bu oran daha düşük olarak bildirilmiştir (Di Carlo et al., 2013; 

Lee et al., 2020).   T hücreleri direkt ve indirekt antitümör sitotoksite özelliklerinden 

dolayı çeşitli kanser tiplerinde adoptif hücre tedavisi şeklinde immünoterapiler arasında 

yerini almıştır. Bunun tersine,   T hücrelerin birçok kanserde artmış anjiogenez, kötü 

prognoz ve daha kısa sağ kalım ile ilişkisi de gösterilmiştir (Zhao, Niu, & Cui, 2018). Bu 

antitümör ve protümör dual aktivitelerinden dolayı   T hücrelerin ‘dost’ mu ‘düşman’ 

mı olduğu hala araştırılmaktadır.   T hücrelerin çoğunluğu subkutanöz ve mukozal 

alanlarda dağılmış olarak bulunduğundan, kolon mukozasında da intraepitelyal 

lenfositlerin insanda %20-30’unu oluşturmaktadır (Suzuki, Hayman, Kilbey, Edwards, 

& Coffelt, 2020). Amicarella ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada kolorektal kanseri 

infiltre eden CD3+   T hücrelerin oranı ortalama %24±5 olarak hesaplanmıştır 

(Amicarella et al., 2017). Bizim çalışmamızda kolon kanserini drene eden sekonder lenf 

nodlarında CD3+   T hücrelerin oranı ortalama 25,18±15,68 olarak saptanmıştır. 

Çalışmamızda total   T hücreleri analiz edilmiş fakat V1+ veya V2+ ayrımı 

yapılmamıştır. Literatürde   T lenfositler çoğunlukla CD4− CD8−  double negatif veya 

CD4−  CD8+ olarak bildirilse de (Lee et al., 2020; Ma, Yuan, Guo, Yan, & Li, 2020) 

bizim kolon kanseri hastalarından oluşan tüm popülasyonumuzda immünfenotiplemeye 

göre CD4- ve CD4+    hücrelerin rölatif ekspresyonları karşılaştırıldığında bilinen 

standardın aksine CD4+    T hücrelerinin daha fazla olduğu izlenmiştir. Literatürde ilk 

kez olarak bildirdiğimiz bu bulgu daha önce de literatürde tanımlanmış ITK aracılı RAS 

yolak aktivasyonuna (Qi et al., 2009) bağlı olabileceği düşünülerek KRAS mutasyonu 

olan ve olmayan hastaların alt grubu ile değerlendirildiğinde, hem mutant hem de wild 

tipte  CD4+    T hücrelerin oranının, CD4-  T hücrelerin oranından yüksek olduğu 

izlenmiştir. Kolon kanserinde yapılmış in vitro adoptif  T hücreleri tedavisi, direk 

sitotoksite aracılı antitümör etkinlik gösterse de,  T hücreleri IL17 salgılayarak 

protümöral etkinlik de gösterebilirler (Ma et al., 2020). MSI-H kolon kanserinde 

literatürde bildirilen artmış TIL oranlarıyla orantılı olarak intra tümöral total T 

hücrelerin anlamlı şekilde arttığı gösterilmiştir (Narayanan et al., 2019). Bizim 

çalışmamızda primer amaç olan evreye göre total T hücrelerinde fark izlenmediği gibi 
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MSI, KRAS mutasyonu gibi moleküler değişikliklere göre veya diğer bakılan prognostik 

histopatolojik özelliklere göre de T hücrelerin oranında farklılık izlenmemiştir. 

Di ve arkadaşları evre I-II Kolon kanserinde CM & TEM ayrımı yapılmadan bakılan 

CD4+ hafıza T hücre oranları  sol kolon tümörlerinde %6.69 ± 1.01, sağ kolon 

tümörlerinde %5.83 ± 0.82; evre III-IV hastalıkta sol kolon tümörlerinde %11.82 ± 1.51, 

sağ kolon tümörlerinde %10.69 ± 2.18  olarak hesaplanıp, tümör lokalizasyonu ile fark 

göstermediği, fakat TNM evresi ile pozitif ilişkili olduğunu bildirmişlerdir (Di et al., 

2017) .Bu bulguların tersine başka bir çalışmada ise CD4+ hafıza T hücre  

yoğunluklarının lokal tümör invazyon  oranları ile ters ilişkili olduğu gösterilmiş ve bu 

hücreler, T4 tümörde T1 tümöre göre daha azalmış oranlarda izlenmiştir (Fridman et al., 

2012). Bizim çalışmamızda da benzer şekilde CM median oranı evre I-II hastalıkta %11, 

evre III hastalıkta %12, evre IV hastalıkta %18, TEM median oranı evre I-II hastalıkta 

%27, evre III hastalıkta %23, evre IV’de %28 olarak saptanmıştır ve değişen evre ile 

hafıza hücreleri alt tipleri arasında fark izlenmemiştir. Ayrıca LVI ve bir diğer invazyon 

belirteci olan lenf nodu tutulumu durumunda CM ve TEM hücrelerin oranlarında da 

farklılık da izlenmemiştir. 

Kolon kanserinde Tümör Tomucuklanma Skoru ile T lenfosit yanıtını karşılaştıran daha 

önce herhangi bir çalışma yapılmamış olup çalışmamız bu konuda yapılmış ilk 

çalışmadır. Yaptığımız analizde tümör tomucuklanma skoruna göre T hücre alt 

gruplarında farklılık izlenmemiştir. 

Yapılan çalışmalarda, sağlıklı gönüllülerle karşılaştırıldığında ortalama helper 

suppressor oranı (CD4/CD8) kanser hastalarında daha düşük olarak izlenmiştir. Meme 

kanseri ile yapılmış çalışmalarda CD4/CD8 oranının artışının iyi prognostik kriter olup 

relaps ve aksillar lenf nodu metastazı ile negatif ilişkili olduğu gösterilmiştir (Nicolini et 

al., 1996). Renal hücreli kanser hastalarında da interferon tedavisi sonrası artan 

CD4/CD8 oranının tümör regresyonunu pozitif predikte ettiği bildirilmiştir (Hernberg, 

Muhonen, & Pyrhonen, 1997). Çift primer kolon kanseri olan hastalarda PBMC’de 

CD4/CD8 oranları 0.72 ± 0.26 olarak bildirilmiştir. Bizim çalışmamızda ise tüm 

popülasyonda oranlar 2.59±0.79 olarak Th lehine artmış olarak belirlenmiştir. Evre, 



63 
 

 

MSI, KRAS mutasyonu ve diğer histopatolojik risk faktörlerle CD4/CD8 oranı arasında 

bir fark veya ilişki saptanmamıştır. 

Kolon kanserinde prognozu belirleyen en önemli hücresel belirteç olarak intratümöral 

efektör ve hafıza hücreleri olduğu bildirilse de (Sillo et al., 2019), yaptığımız çalışmada 

tüm popülasyonda en önemli prognostik belirteç olan evreye göre hem intratümöral hem 

de peritümöral lenfosit yanıta ek olarak tümörü drene eden lenf nodunda sadece immün 

baskılayıcı Th17 hücrelerin ve immün inhibitör reseptor PD1 düzeylerinin evre ile 

arttığını literatürde ilk olarak gösterilmiştir. Bir başka deyişle çalışmamızda, invazyon 

durumu ve evreyi belirlemede efektör hücrelerden çok immün yanıtı baskılayan hatta 

durduran hücre ve moleküllerin rol alabileceği gösterilmiştir. Benzer şekilde, literatürde 

evre I-III kolon kanseri için MSI-H durumu iyi prognostik kriter olarak kabul edilse de 

evre 4 hastalıkta MSI-H tümörlerin daha kötü prognoz ile seyrettiği bildirilmiştir. Erken 

evrelerdeki bu avantaj tümör mikro-çevresinde daha aktif ve daha fazla bir efektör hücre 

infiltrasyonuna atfedilmiştir (Sillo et al., 2019). Çalışmamızın genel popülasyonundaki 

immün baskılayıcı Th17 ve PD1 oranların evre ile artışına benzer şekilde MSI-H 

hastalık durumunda da yine immün baskılayıcı TREG oranlarının anlamlı şekilde arttığı 

fakat bir diğer immün baskılayıcı kabul edilen Th2 hücrelerin oranlarının anlamlı şekilde 

azaldığını gösterilmiştir. 

Kolon kanserinin PBMC veya TIL ilişkisi ve prognostik etkileri birçok çalışmada 

araştırılmıştır. Çalışmalarda çoğunlukla İHC yöntemler ve hem tek hücreli hem de toplu 

çoklu omik veri kümeleri kullanan analitik araçlar kullanılmıştır. Flow sitometrik 

araştırmalar ise ya preklinik hücre dizisi veya hayvan çalışmaları ya da sınırlı az sayıda 

hastalar üzerinde klinik çalışma olarak yapılmıştır. Lenf nodu analizi ile yapılmış 

literatürde yer alan az sayıdaki çalışmadan daha fazla hasta sayısı ile yaptığımız bizim 

çalışmamızda diğerlerinden farklı olarak kolon kanserini direne eden lenf nodunda tek 

hücre değil geniş bir T hücre paneli ve immün inhibisyon ilişkili moleküller analiz 

edilmiş ve T hücre alt gruplarının oranları belirlenmiştir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Lenfositler tarafından tümör hücresine karşı immün yanıt lenf nodlarında gelişir. 

Tümörle ilişkili sekonder lenfoid organlardaki immün düzen ile kolon kanseri arasındaki 

ilişki ise hala tam olarak açıklanmamıştır. Bizim çalışmamızda, kolon kanserini drene 

eden lenf nodları incelenerek kolon kanseri hastalarında sekonder lenfoid organlarda 

literatüre göre daha fazla hasta sayısı ile daha detaylı olarak T hücre profili 

belirlenmiştir. 

Kanser hastalarında Th1/Th2 dengesi Th2 lehine kaymış izlendiği bildirilmiştir. CTL ve 

Th1 polarizasyonu iyi prognostik kabul edilirken Th2 baskınlığı kötü prognozla 

ilişkilendirilmiştir fakat bizim çalışmamızda evre progresyonunda Th1 ve Th2 hücre 

oranlarında anlamlı bir farklılık izlenmemiştir ve tüm popülasyonda lenf nodunda Th2 

oranının Th1 oranından düşük olduğu ve lenf nodu metastazı olanlarda da değişen 

evrelerde de Th2 oranının farklı olmadığı izlenmiştir. Çalışmamızda kolon kanseri 

hastalarında tümörü drene eden lenf nodunda TREG ekspresyonu tüm evreler için daha 

önce literatürde bildirilmiş sağlıklı kontrollerdeki lenf nodu ekspresyonundan 4 kat 

fazla, az sayıda hastayla yapılan kolon kanseri mezenterik lenf nodu ekspresyonundan 2 

kat fazla ve intratümöral TREG oranından daha az olarak saptanmasına rağmen evreye 

göre anlamlı fark izlenmemiştir. Artan evre ile Th17 ekspresyonunun korele bir şekilde 

arttığı ve evreden bağımsız olarak lenf nodu metastazı ile ilişkili olduğu belirlenmiştir. 

Ayrıca, LVI olan kolon tümörlerinde naive T hücre oranlarının anlamlı olarak arttığını 

literatürde ilk kez biz bildiriyoruz. Literatürde kolon kanserinde hafıza hücrelerinin alt 

gruplarının çalışılması bildirilmediği gibi evre, LVI ve lenf nodu tümöral tutulumu ile 

kolon kanserini drene eden lenf nodunda TEM ve/veya CM hücre oranlarının 

değişmediğini literatürde ilk kez biz bildiriyoruz. Kolon kanserinde intratümöral 

tomucuklanma skoru ile sekonder lenf nodlarındaki immün hücre alt gruplarında 

değişiklik izlenmemiştir. Daha önce kolon kanserinde Tümör Tomucuklanma Skoru ile 

immün T lenfosit yanıtını karşılaştıran bir çalışma yapılmamış olup çalışmamız bu 

konuda yapılmış ilk çalışmadır. Çalışmamızda çalışmanın genel popülasyonundan 

farklı olarak MSI-H alt grupta immün baskılayıcı Th2 ve TREG oranlarının anlamlı 
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şekilde arttığı literatürde ilk kez olarak gösterilmiştir. Son olarak çalışmamızda, 

literatürde kolon kanseri hastalarında ilk kez olarak CD4+ T hücre popülasyonunun 

varlığı belirlenmiştir. 

Yaptığımız çalışmada tüm popülasyonda en önemli prognostik belirteç olan evreye göre 

hem intratümöral hem de peritümöral lenfosit yanıta ek olarak tümörü drene eden lenf 

nodunda immün hücre popülasyonlarının dağılımını değerlendirdiğimizde  sadece 

immün baskılayıcı Th17 hücrelerin ve immün inhibitör reseptor PD1 düzeylerinin evre 

ile paralel olarak arttığını göstererek invazyon durumu ve evreyi belirlemede efektör 

hücrelerden çok immün yanıtı baskılayan hatta durduran hücre ve moleküllerin 

rol alabileceğini bildiriyoruz. 
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