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OZET: Kolorektal kanserler gelismis ilkelerde en sik goriilen malignitelerden biridir. Anjiyogenez, tiimér bilyiimesi ve metastazi igin gereKlidir. Galismamizda 75

kolorektal adenokarsinom vakasinda, prognostik faktdr olan invazyon derinligi ve lenf nodu metastaz durumunun, anjiyogenez ve peritiméral inflamatuar
hicreler olan makrofaj, eozinofil Iokosit ve NK hiicreleri ile iliskisi arastirildi. Tumdr invazyon derinligi ve lenf nodu metastaz durumu ile anjiyogenez ve peri-
timdral inflamatuar hicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir. Ancak anjiyogenez ile makrofajlar arasinda anlamli iliski saptanirken
(p=0.009), anjiyogenez ile eozinofil I6kosit ve NK hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Bunun disinda makrofaj ile NK hiicresi
arasinda (p=0.021), ayrica NK hicresi ve eozinofil Iékositler arasinda anlamli iliski bulunmustur (p=0.027). Bu sonuglar anjiyogenezise peritiméral infla-
matuar hiicrelerin etkileri oldugunu ve perittiméral inflamatuar hiicrelerin birbirlerini tetikleyen etkileri oldugunu g8stermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kolorektal kanser, anjiyogenez, makrofaj, eozinofil I6kosit, NK hicreleri

SUMMARY: ASSOCIATION OF MACROPHAGES, EOSINOPHIL LEUKOCYTES AND NK CELLS WITH ANGIOGENESIS AND DEPTH OF INVASION IN
COLORECTAL CARCINOMAS. Colorectal carcinoma is one of the most frequently observed malignancy in the developed countries. Angiogenesis is essen-
tial for tumor growth and metastasis. The associations between peritumoral inflammatory cells and natural killer cells and angiogenesis to depth of invasion
and lymph node metastasis were investigated in 75 colorectal adenocarcinoma specimens. There was not any statistically significant correlation between
depth of invasion, lymph node metastasis and microvessel density, peritumoral macrophages, eosinophil leucocytes and naturel killer cells. There was a pos-
itive correlation between angiogenesis and peritumoral macrophages (p=0.021). Also natural killer cells and eosinophil leucocytes have a positive correla-
tion (p=0.027). The relation between angiogenesis and eosinophil leucocytes and NK cells was insignificant. These data indicate that peritumoral inflamma-

tory cells may contribute to tumor angiogenesis, and the sinergistic effect between peritumoral inflammatory cells.
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GIRIS

Kolorektal karsinomlar gelismis Ulkelerde en sik goru-
len malignitelerden biridir. Sagkalim igin en 6nemli faktor-
lerin, lenf nodu metastaz durumu ve invazyon derinligi ol-
dugu bilinmektedir (1). Bunun disinda prognoza etkisi
olabilecek diger parametreler de glinimiizde ¢ok yogun
bir sekilde arastirilmaktadir.

Yeni damar olusumu olarak tanimlanan neovaskilari-
zasyon, tUmor blylimesi ve metastazi icin gereklidir
(2,3). Vaskularize olmadigi takdirde timér birkag milimet-
reden daha fazla blylyemez. Tumdr vaskdlaritesi ve
prognoz arasindaki iliski ¢cok sayida solid timérde arasti-
riimistir. Yeni damar olusumunda anjiyogenik sitokinler,
proteolitik enzimler, migratuar faktérler gibi farkli protein-
lerin etkin rol aldigi disintlmektedir. Bunlar timér hiicre-
leri dahil endotel hucreleri, fibroblastlar ve timér komsu-
lugundaki makrofajlar tarafindan salgilanabilmektedir (4).
Tamodr cevresindeki makrofajlar, mononikleer fagositer
sisteme dahil hicrelerdir ve timoér nekroz faktér-alfa
(TNF-a), nitrik oksit (NO), hidrojen peroksit (H,O5) gibi si-
tokinlerle timor hucresine karsi direkt sitotoksik etki gos-

terebilmektedirler (5, 6). Makrofajlar ayrica vaskuler en-
doteliyal blyime faktéri (VEGF), TNF-a, anjiyogenin,
rokinaz, fibroblast bliyime faktori (bFGF) gibi anjiyoge-
nezi stimile eden ¢esitli faktérler salgilayabilmektedir (7-
9). Makrofajlar tim bunlara ek olarak IL-12 ve IL-18 gibi
sitokinler salgilayarak immun sistemi stimile edebilmek-
tedir (5,6).

NK hicreleri kemik iliginden kdken alan lenfositler
olup, viral ve mikrobiyal enfeksiyonlarin immdin cevabin-
da ve timdér immdinitesinde etkileri olan hicrelerdir. NK
hucreleri ile makrofajlarin, immadn cevapta yer yer caki-
san etkileri olmaktadir (10). Son yillarda yapilan, NK hiic-
releri ile anjiyogenez arasindaki iliskiyi arastiran ¢calisma-
larda, NK hucrelerinin anjiyogenik faktérler salgiladigi
6ne surilmektedir (11,12).

Eozinofil I6kositlerin de dzellikle allerjik hastaliklarda,
anjiyogenezde roll oldugunu iddia eden calismalar bu-
lunmaktadir (13). Eozinofil I6kositlerin anjiyogenez disin-
da timér immdinitesinde etkileri oldugu, bas-boyun ti-
morleri, servikal ve rektal timérleri de iceren bir grup kan-
ser turiinde goésterilmigtir (14-16).
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Bu calismada amacimiz timér gevresindeki NK hiic-
resi, makrofaj ve eozinofil I6kositleri iceren inflamatuar
hucre infiltrasyonunun, kolorektal karsinomlarda bilinen
en 6nemli iki prognostik parametre olan lenf nodu metas-
tazi ve invazyon derinligi ile iligkisini arastirmaktir. Ayrica
inflamatuar hiicrelerin, kendi aralarindaki ve timor anjiyo-
genezi ile olan iligkisi de arastiriimistir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya 1999-2003 yillar arasinda kolorektal ade-
nokarsinom tanisi alan, 75 vaka alinmigtir. Timdr invazyo-
nu AJCC sistemine goére yapilmistir (17). Her vakanin He-
matoksilen-eozin (H-E) kesitleri tekrar deg@erlendirilip tu-
mér-normal mukoza iligkisini gdsteren en iyi kesit ve onun
parafin blogu secilmistir. Parafin bloklardan hazirlanan bes
mikron kalinligindaki kesitler, lizinli lamlara alinarak im-
minhistokimyasal olarak sirasiyla CD31 (Klon: JC/70A,
Kod: MS-353, Neomarkers, USA), CD68 (Klon: KP1, Kod:
MS-397, Neomarkers, USA) ve CD56 (Klon: 56C05, Kod:
MS-1221, Neomarkers, USA) antikorlari streptavidin biotin
immunperoksidaz yéntemiyle uygulanmistir.

Immiinreaktivitenin Degerlendirilmesi

Neovaskularizasyon i¢in Weidner'in (18) tarifledigi “hot
spot” ydntemi uygulanmistir. Peritiméral stromada CD31
ile isaretlenen damarlar saptamak icin, kesitler énce ku-
¢Uk bilyUtmede (x40) taranarak damardan yogun dort
alan belirlenmis, ardindan x200 blyttmede bu dért alan-
daki mikrodamarlar sayilarak ortalama damar yogunlugu
(MVD) hesaplanmistir (Resim 1). CD68 ile isaretlenmis
makrofajlar, 5 blytk blyutme alaninda (BBA) (x400) sa-
yilarak ortalamalari alinmistir (Resim 2). Ayni sekilde H-E
kesitlerde, 5 BBA'da eozinofil I6kositler sayilarak ortala-
malari alinmistir. CD56 ile sitoplazmik olarak pozitif boya-
nan NK hcreleri ise, x200 blylutmede 50 alan sayilarak
toplami alinmistir (Resim 3). Tum inflamatuar hicre sa-
yimlari peritiméral stromada yapiimistir.

istatiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS (Scientific Package for
Social Sciences) programi ile IBM uyumlu bilgisayarda
yapildi. Tim verilerin tanimlayicisi ve dagilimsal degerle-
ri alindi. istatistiksel analizde olgulara ait lezyonlarin in-
vazyon derinligi, lenf nodu metastaz durumu, neovasku-
larizasyon, peritimdéral makrofaj, eozinofil I6kosit ve NK
hiicresi infiltrasyonu degerlendirildi. invazyon derinligi ile,
anjiyogenez ve inflamatuar hicreler arasindaki iliskiye
bakildi. Ayni sekilde metastatik lenf nodu varligi ile anji-
yogenez ve inflamatuar hicreler arasindaki iliskiye bakil-
di. Ayrica anjiyogenez ve inflamatuar hiicreler arasindaki
iliskiler ve peritiméral inflamatuar hticrelerin kendi arala-
rindaki iligkileri degerlendirildi. Sonuglar ki-kare ve Pear-
son korelasyon testi kullanilarak elde edildi. Olasilik kat-
sayisi (p), 0.005’e esit ya da 0.005'den kicUk ise istatis-
tiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Olgularin 48'i (%64) erkek, 27’si (%36) kadindir. Yas
ortalamasi 61°dir (26-87). Olgularin klinik 6zellikleri Tablo

Resim 3: Tiimor gevresinde CD56 ile isaretli NK hiicreleri (x400).

1’de goérllmektedir.
invazyon derinligine gére vakalarin 12'si (%16) T2, 50’si
(%67) T3 ve 13'U (%17) T4 timor olarak gruplandirildi.
invazyon derinligi ile neovaskiilarizasyon, eozinofil 18-
kosit, makrofaj ve NK hiicresi sayisi arasinda istatistiksel
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olarak anlaml bir fark bulunamamistir. Bu él¢timlerin in-
vazyon derinliklerine ait tanimlayici istatistikleri Tablo
IPde verilmigtir. Ayni sekilde lenf nodu metastazi ile neo-
vaskilarizasyon, eozinofil I6kosit, makrofaj ve NK hicresi
sayis| arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark buluna-
mamistir. Ancak invazyon derinligi ile, metastatik lenf no-
du varhgr arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliski bu-
lunmustur (p=0.05). Buna gére invazyon derinligi baki-
mindan T2 grubunda olanlarin lenf nodu metastazi, T3 ve
T4 grubunda olanlara oranla anlamli diizeyde daha du-
suktlr (p=0.0039).

Anjiyogenez ve inflamatuar hicreler arasindaki iligki-
yi degerlendirdigimizde; neovaskularizasyon arttik¢a pe-
rittméral makrofaj sayisinin da anlaml olarak arttigi g6z-
lenirken (p=0.009), neovaskilarizasyon ile eozinofil 16ko-
sit arasinda istatistiksel olarak anlamh iligki saptanma-
migtir (p=0.961). Buna karsin neovaskularizasyon arttik-
¢a, NK hucresinin de arttig1 gdzlenirken aradaki fark ista-
tistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.067).

inflamatuar hiicrelerin kendi aralarindaki iligkilere ba-
kildiginda; makrofaj sayisi artttkca NK hicre sayisinin
arttigl ve istatistiksel olarak anlamli oldugu izlenirken
(p=0.021), eozinofil I6kositler ile arasinda iliski saptan-
mamigtir (p=0.103).

NK hicre sayisinin artimiyla, eozinofil I6kosit sayisi-
nin da anlamli olarak arttig izlenmistir (p=0.027).

Olgularimizda makrofajlar daha ¢ok anjiyogenezin yo-
gun oldugu perituméral alanlarda saptanirken, NK hiicre-
lerinin intratimaral yerlesimleri dikkat cekmigtir.

TARTISMA

Biz calismamizda kolorektal karsinomlarda, invazyon
derinligi ve lenf nodu metastaz durumu ile anjiyogenez
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulmadik. Bu
bulgular Nakayama ve arkadaglarinin (19) bulgulari ile
celismektedir. Bu yazarlar, kolorektal karsinomlarda lenf
nodu metastazi olan ve daha ileri evre timérlerde MVD'yi
belirgin olarak daha ylUksek tespit etmiglerdir. Olgularimi-
zin gogunun ileri evre olmasi ve hig evre 1 olgusunun ol-
mamasi bizim ¢alismamizda anlamh iligki cikmamasini
acikliyor olabilir.

Anjiyogenez ve tumér gevresindeki inflamatuar hic-
relere bakacak olursak; calismamizda tumér anjiyogene-
zi ile timér ¢evresindeki makrofaj yogunlugu arasindaki
iliskiyi anlamli bulurken, ayni iligkiyi eozinofil I6kositler
arasinda gosteremedik. Yine NK hcreleri ile anjiyoge-
nez arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulamasak
da, anjiyogenez arttikga NK hicre sayisinin da arttigini
gozlemledik. Makrofajlardan anjiyogenezi indiikleyen ce-
sitli sitokinler salinir. TNF-a, VEGF, hipoksiye bagimli
faktér (HIF), FGF ve IL-8 bunlardan bazilaridir (5-7, 20-
23). Ayni zamanda anjiyogenezi inhibe eden trombos-
pondin-1 (TSP-1), transforme edici blylime faktéri
(TGF-b), IL-1 gibi faktorler de makrofajlar tarafindan sen-
tezlenebilmektedir (6). Makrofajlardan salgilanan anjiyo-
genik faktérlerden biri olan TNF-a’y1, eozinofil I6kositler
de icermektedir. Anjiyogenez ile eozinofil I6kositler ara-
sinda iliski saptayamamizin nedeni olarak, anjiyogenezi
indukleyen olaylarin aslinda ¢ok karmasik oldugu ve ak-

tive-inhibe edici molekiillerin birbirleriyle dengede olmasi
olabileceg@i dusinulmustdr.

Tamdr cevresindeki makrofaj infiltrasyonu bazi tu-
morlerde anjiyogenez ve prognozla iliskili bulunurken,
bazilarinda iliski saptanmamistir. Daha énce yaptigimiz
bir calismada, akcigerin kiiclik hicreli digi karsinomlarin-
da anjiyogenez ve tumér ¢evresi makrofajlar arasinda da
anlamli iliski saptamamistik (24). Leek ile Takanami ve
ark. ise (9, 20), meme kanserleri ve pulmoner adenokar-
sinomlarda peritimdral makrofajlarin angiyogenezle ilis-
kisi oldugunu iddia etmektedir. Nakayama ve ark.’larinin
(19), kolorektal karsinomlarda timor ¢evresi makrofaj in-
filtrasyonu ile anjiyogenez arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulmadigi halde, yiiksek oranda makrofaj in-
filtrasyonu olan hastalarin prognozlarinin daha iyi oldu-
gunu saptamistir. Nakayama ve ark.’larinin (19) sonucla-
ri bizim galismamizla tamamen gelismektedir. Cunku bi-
zim ¢alismamizda makrofaj infiltrasyonu ile anjiyogenez
arasinda anlamli bir iliski bulunurken, invazyon derinligi
ve lenf nodu metastazi ile aralarinda istatistiksel olarak
anlamli iliski bulunamamisgtir. Bu durum ya kullanilan an-
tikorlarin farkliligindan olusmaktadir ya da olgularimizin
erken evre kolorektal kanserleri icermemesi nedeniyle
aciklanabilir.

Eozinofil I6kositlerin de birtakim anjiyogenik faktérler
icerdigine dair calismalar bulunmaktadir. Ozellikle allerjik
hastaliklarda eozinofil |6kositlerden eksprese edilen
VEGF, bFGF ve anjiyogenin’in, anjiogenez ile iligkili oldu-
gu iddia edilmektedir (13, 25). Galismamizda eozinofil 16-

TABLO 1: 75 KOLOREKTAL KARSINOM VAKASININ

KLINIK OZELLIKLERI
Klinik ozellikler Olgu sayisi  Yiizde (%)
Yas ortalamasi 61
Cinsiyet (E/K) 48/27 64/36
Yerlesim yeri
Gikan kolon 20 26.7
Inen kolon 1 14.6
Sigmoid 23 30.7
Rektum 21 28
Grade
lyi diferansiye 27 36
Orta derecede diferansiye 27 36
Az diferansiye 21 28
Toplam 75 100

TABLO 2: iINVAZYON DERINLIKLERINE GORE TANIMLAYICI VERILER

T2 T3 T4
Eozinofil 15.249.2 12.747.5 16.6+10.6
Makrofaj 88.1£30.5 80.6+27.1 64.6+24.7
NK 17.4£21.5 25.8+30 25.2430.4
MVD 73.7+21.3 67.5£19 64.316.1

NK: Dogal dldirici hiicre

MVD: Ortalama damar yogunlugu
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kosit infiltrasyonu ile tumér anjiyogenezi, timériin invaz-
yon derinligi ve lenf nodu metastazi arasinda anlamli bir
iliski saptamadik. Daha 6nce kolorektal karsinomlarda
eozinofil I6kosit infiltrasyonu ile yapilan ¢alismalarda, eo-
zinofil 16kosit infiltrasyonunun iyi prognostik kriter oldugu
iddia edilmistir (14, 26-29 ). Ancak malign timérlerde eo-
zinofil 16kosit infiltrasyonu ve anjiyogenez arasindaki ilis-
kileri aragtiran sinirli sayida makale vardir.

NK hiicreleri kemik iligi kdkenli lenfositler olup enfek-
te hicreler ya da timér hicrelerine kargi sitotoksik etki
gosterebilirler (10). NK hicrelerinin anjiyogenezle iligkisi-
ni arastiran calismalarda, NK hicrelerinin VEGF ekspre-
se ederek anjiyogeneze etki ettigi bildiriimektedir (11).
Buna karsin Hayakawa ve ark.’lari. (30) ise ¢alismalarin-
da NK hcrelerinin anjiyogenezi inhibe ettigini iddia et-
mektedirler. Galismamizda damar yogunlugu ile NK hiic-
re sayisi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bu-
lamamis olsak da, yiksek mikrodamar yogunlugu iceren
vakalarda NK hucre sayisini daha yiksek olarak gézlem-
ledik. Bu bizim calismamizda NK hicrelerinin anjiyoge-
nezi arttirdigi yéninde yorumlanabilir. Ayrica ¢alisma-
mizda NK hcreleri ile invazyon derinligi ve lenf nodu me-
tastaz durumu arasinda anlamli iligki saptamadik. NK
hucreleri, nonspesifik timd&r immunitesinde gérev almak-
tadirlar. Ancak NK hicreleri dolasimdaki lenfositlerin
%15’ini olusturduklari igin prognoza bir etkileri olmayabi-
lir. Benzer bir sekilde yapilan bir calismada, 6zofagusun
skuaméz hicreli karsinomunda, NK hicrelerinin progno-
za etkilerinin olmadigi iddia edilmistir (31). Halbuki kolo-
rektal karsinomlarda, gastrik karsinomlarda ve akcigerin
skuamdz hicreli karsinomunda yapilan ¢alismalarda ise,
NK hicre infiltrasyonu yogun olan vakalarda prognozun
daha iyi oldugu gésterilmistir (32-34).

inflamatuar hiicrelerin kendi aralarindaki iliskilere ba-
kacak olursak, peritiméral makrofaj sayisi arttikca NK
hucrelerinin de arttigini gézlemledik. NK hicrelerinden
salgilanan interferon-gama (IFN-=) makrofajlar aktive
edebilmektedir (8). Yine Diefenbach ve ark.’nin (10) da
gosterdigi gibi timoér hucreleri ya da diger uyaranlar
NKG2D reseptéri sayesinde NK hiicrelerini ve makrofaj-
lart ayni anda aktive edebilmektedir. Bizim galismamiz
da, bu dogrultuda ¢ikmistir. Yine calismamizda, timér
cevresi NK hiicresi ve eozinofil I6kosit sayisi arasinda
pozitif bir korelasyon bulduk. Makrofajlar ve eozinofil 16-
kositler arasinda ise anlamh bir iliskiye rastlamadik.

Sonug olarak ¢alismamizda, kolorektal karsinomlar-
da, anjiyogenez ile prognostik parametrelerden invazyon
derinligi ve lenf nodu durumu arasinda anlaml bir iligki
bulamadik. Bununla birlikte peritiméral inflamatuar hic-
re sayisi ile anjiyogenez arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu gésterdik. Calismamizdaki énemli noktalardan
biri de, peritiméral inflamatuar hicrelerin birbirleriyle
olan iligkileridir. Bu ¢alisma anjiyogenezin cesitli asama-
larinda peritiméral inflamatuar hucrelerin birbirini tetikle-
yen etkileri oldugunu iddia etmektedir. Giinimiizde kan-
ser tedavisinde timér immuinitesine yonelik calismalar
yogun bir sekilde devam etmektedir. Calismamizin ileriye
yénelik daha ayrintih ¢alismalara i1sik tutabilecegi kani-
sindayiz.
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