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ÖZET 

Köpek Yumuşak Doku Sarkomlarında Nötrofil Hücre Dışı Tuzaklarının Araştırılması 

Bu çalışmada köpek yumuşak doku sarkomlarında tümör derecesi ile nötrofil hücre 

dışı tuzaklarının (NET’ler) arasındaki ilişkinin araştırılması amaçlandı. Bu amaçla 30 

adet yumuşak doku tümörü bloğu kullanıldı. Olguların histopatolojik klasifikasyonun 

ardından tümörler fibröz doku tümörleri, yağ doku tümörleri, kas doku tümörleri, 

damar tümörleri, periferal sinir kılıf tümörleri ve damar duvarı tümörleri şeklinde 

sınıflandırıldı. Ayrıca tümörler benign ve malign olarak sınıflandırıldı. Tümör 

dokusunda NET’lerin ortaya konulması için sitrülline histon-3 (cith3) ve 

myeloperoksidaz antikorları ile boyamalar yapıldı. Boyamalar aynı kesitler üzerinde 

soldurma ve tekrar boyama yöntemi kullanılarak gerçekleştirildi. Ardından boyanan 

kesitler program ile renklendirilerek, üst üste getirildi ve yalancı immun floresan 

görüntüler elde edildi. Tümör dokusunda NET’ler cith3 pozitif alanların varlığına göre 

skorlandı ve tümör derecesi ile karşılaştırıldı. Çalışmada kullanılan olgulara ait tanılar 

fibrom, leyomiyom, fibromikzosarkom, fibrosarkom, hemangiosarkom, liposarkom, 

malignant fibröz histiyositom, mikzosarkom, perivasküler duvar tümörü, periferal 

sinir kılıf tümörü ve andiferensiye sarkom şeklindeydi. Tümör derecesine göre olgular 

gruplandırıldı ve ardından gruplar arasında istatistiksel karşılaştırma yapıldı ve NET 

açısından derece III tümörlerde derece I ve II tümörlere göre sayısal bir yükseklik 

olmakla birlikte anlamlı bir farklılık bulunmadığı görüldü. NET ile mitoz, 

diferensiyasyon, nekroz ve tümör derecesi arasındaki ilişkiye yönelik olarak yapılan 

Pearson korelasyon analizinde, NET ile tümör derecesi arasındaki korelasyonun 

önemsiz (r = 0,277) olduğu belirlendi. Benzer şekilde mitoz, diferensiyasyon ve 

nekroz ile NET arasında da korelasyon önemsiz olarak bulundu. Çalışma sonuçlarına 

göre NET’lerin benign tümörlere kıyasla yumuşak doku sarkomlarında anlamlı 

derecede yüksek olduğu görülmüştür. Yine sarkomların histolojik derecelendirmeleri 

temel alındığında NET varlığının derece III tümörlerde sayısal olarak yüksek olduğu 

fakat bu farklılığın derece I ve II tümörlere kıyasla anlamlı olmadığı görülmüştür. Ek 

olarak, NET skorlarının sarkomlarda nekroz, diferensiyasyon, mitoz ve tümör derecesi 

ile anlamsız bir korelasyonu olduğu da gözlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Çift immunhistokimya, Hücre dışı tuzak, Köpek, Nötrofil, 

Yumuşak doku sarkomu 
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ABSTRACT  

Investigation of Neutrophil Extracellular Traps in Canine Soft Tissue Sarcomas 

This study aimed to explore the relationship between tumor grade and neutrophil 

extracellular traps (NETs) in canine soft tissue sarcomas. For this purpose, 30 soft 

tissue tumor blocks were utilized. Following the histopathological classification of 

cases, tumors were categorized as fibrous tissue tumors, adipose tissue tumors, muscle 

tissue tumors, vascular tumors, peripheral nerve sheath tumors, and vascular wall 

tumors. Tumors were classified as either benign or malignant. To detect the presence 

of NETs in tumor tissue, sections were stained using citrullinated histone-3 (cith3) and 

myeloperoxidase antibodies. The staining was performed on the same sections using a 

fading and restaining method. The stained sections were then colorized with a 

program, overlaid, and pseudo-immunofluorescent images were obtained. The 

presence of cith3-positive areas was used to score NETs in tumor tissue and compare 

them with tumor grade. The study included cases diagnosed with fibroma, leiomyoma, 

fibromyxosarcoma, fibrosarcoma, hemangiosarcoma, liposarcoma, malignant fibrous 

histiocytoma, myxosarcoma, perivascular wall tumor, peripheral nerve sheath tumor, 

and undifferentiated sarcoma. The cases were classified based on tumor grade, and 

subsequently, statistical comparisons were conducted among the groups, revealing a 

numerical increase in grade III tumors compared to grades I and II tumors, but no 

significant difference in NETs. The Pearson correlation analysis was conducted to 

examine the relationship between NETs and mitosis, differentiation, necrosis, and 

tumor grade. The correlation between NETs and tumor grade was found to be 

insignificant (r = 0.277). Similarly, correlations between mitosis, differentiation, and 

necrosis with NETs were also found to be insignificant. The study results indicate that 

NETs were significantly higher in soft tissue sarcomas compared to benign tumors. 

Moreover, when sarcomas were graded histologically, the presence of NETs was 

slightly higher in grade III tumours, but this difference was not statistically significant 

compared to grades I and II tumours. Furthermore, the study found no significant 

correlation between NET scores and necrosis, differentiation, mitosis, and tumour 

grade in sarcomas. 

Keywords: Dual immunohistochemistry, dog, extracellular trap, neutrophil, soft tissue 

sarcoma  
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1. GİRİŞ 

Yumuşak doku sarkomları, biyolojik davranışları benzer ancak morfolojik 

özellikleri farklı olan bir tümör grubunu ifade eder. Bu tümörler hem insanlarda hem 

de hayvanlarda meydana gelir ve çeşitli tümör tiplerini içerir. Bu tümörlerin birçoğu 

kemiksiz bağ dokusundan köken almaktadır. Visseral ve nonvisseral bölgelerde ortaya 

çıkabilir (MacEwen ve Withrow, 2001). 

Yumuşak doku sarkomları, yumuşak bağ dokulardan köken alan mezenkimal 

neoplazmlardır. Vücudun herhangi bir anatomik bölgesinde meydana gelebilirler, en 

sık deri ve deri altı dokularını içeren bölgelerde görülürler. Yumuşak doku sarkomları, 

köpeklerin deri ve deri altı tümörlerinin toplamının %8 ila 15'ini oluşturur ve özellikle 

orta yaşlıdan yaşlıya, orta ila büyük ırklardan olan köpekler arasında yaygındır 

(Dobson ve ark., 2002; Liptak, 2007). 

Bu tümörler histolojik görünüm açısından çeşitli derecelerde farklılık gösterir 

ve adlandırıldıkları bağ dokusu (mezankimal doku) tarafından köken aldığı dokuya 

göre isimlendirilirler (Ehrhart, 2005). 

Yumuşak doku sarkoma başlığı altında gruplandırılan tümörlere verilen 

isimlendirme, fibrosarkom, hemanjioperisitomlar, liposarkom, rabdomyosarkom, 

leiomyosarkom, malign fibröz histiyositoma, malign sinir kılıfı tümörleri 

(nörofibrosarkom, schwannoma), miksosarkom, miksofibrosarkom, mezenkimal 

tümör ve iğ şekilli hücre tümörü gibi türleri içermektedir. Genel olarak, bu tümörler 

düşük ila orta derecede metastatik olup, yerel olarak invazivdirler (Thrall ve Gillette, 

1995; Mauldin, 1997; MacEwen ve Withrow, 2001). 

Bağ doku kökenli diğer tümörler (osteosarkom, kondrosarkom, 

hemanjiosarkom, lenfanjiosarkom ve sinoviyal hücre sarkomu) genellikle daha yüksek 

metastatik oranları nedeniyle yumuşak doku sarkomları olarak kabul edilmez (Thrall 

ve Gillette, 1995; MacEwen ve Withrow, 2001). 
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Bu tümörler, fasiyal yüzey boyunca infiltrasyon gösterir. Koruyucu cerrahi 

eksizyon sonrasında bölgesel olarak nüks eder. Hematojen yollar aracılığıyla metastaz 

yapar ve psödokapsülle çevrelenmiştir (MacEwen ve Withrow, 2001). 

Psödokapsül, tümörü çevreleyen normal dokudan ayırmış gibi görünebilir, 

ancak bu kapsül seviyesinde sınıra yakın olarak rezekte edilen tümörlerin bölgesel 

nüks oranı yüksektir. Genellikle köpek yumuşak doku sarkomları, vücut duvarından, 

ağız boşluğundan veya ekstremitelerden köken alan sert bir kitle olarak ortaya çıkar 

(Thrall ve Gillette, 1995; Bray, 2018). 

Bu çalışmanın amacı, köpek yumuşak doku sarkomlarında tümör derecesi ile 

tümör infiltre nötrofiller ve NET'ler arasındaki ilişkiyi incelemektir. Çalışmada, 

toplam 30 adet köpek yumuşak doku tümörü örneği kullanılmıştır. Her bir örneğin 

histopatolojik özellikleri detaylı olarak analiz edilmiş ve NET'lerin varlığı 

araştırılmıştır. Çalışmanın sonuçları, köpeklerde yumuşak doku sarkomlarının 

patogenezinin daha iyi anlaşılmasına ve dolayısıyla hastalığın yönetimi ve tedavisi için 

yeni stratejilerin geliştirilmesine katkı sağlamaya yönelik yeni çalışmalara öncülük 

etmeyi amaçlamaktadır.
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Yumuşak Doku Tümörlerin Sınıflandırılması 

Yumuşak doku tümörleri, mezenkimal tümörler aslında tanısal patolojinin en 

zorlu alanlarından biridir ve bunun yanında sınıflandırma şemalarının iyileştirilmesi, 

hem patolojik tanı hem de terapötik seçeneklerin kalitesini artıran bir temel oluşturur 

(Sbaraglia ve Dei Tos, 2019). Yayınlanan veriler arasında sarkomda % 20 ila 30 

arasında bir tanısal yanlışlık oranı mevcut olsa da (Kissin ve ark., 1987; Thway ve ark., 

2014), bu patologlardan kaynaklı değil başlıca nadirlik, içsel karmaşıklık, patolojik 

karmaşıklık gibi sorunlardan kaynaklanmaktadır ve morfolojinin immünohistokimya 

ve moleküler genetik ile entegrasyonu için sitogenetikçilerin doğrudan katılımı, çok 

sayıda sarkom uzmanı patoloğun sınıflandırma çalışmalarına katılımları, iyi huylu ve 

kötü huylu kategoriler arasında, yerel olarak agresif olabilen “orta” lezyon kategorisi 

gibi klinik patoloji kategorilerin kesin tanımlanması ve cerrahların, klinisyenlerin de 

katılımı ile mevcut sınıflandırmada yer alan ana ilerlemeleri gözden geçirilerek 

perspektifleri tartışılmaktadır (Sbaraglia ve ark., 2021). 

2.2. Köpeklerde Malign Yumuşak Doku Sarkomları 

Yumuşak doku sarkomları, benzer patolojik görünüm ve klinik davranışa 

dayalı olarak sınıflandırılan, heterojen bir tümör grubudur. Sarkomlar, mezenkimal 

dokulardan kaynaklanır ve köken aldığı hücre tipine benzer özellikler gösterirler. Bu 

tümörler, kas, yağ, nörovasküler, fasiyal ve fibroz dokuları da içeren bağ dokulardan 

köken alır. İyi huylu veya kötü huylu olarak görülür. Bu kategorideki kötü huylu 

neoplazmalar arasında fibrosarkom, periferik sinir kılıfı tümörü (PSKT; aynı zamanda 

kötü huylu schwannoma, nörofibrosarkoma veya hemanjioperisitoma olarak da 

bilinir), miksosarkoma, diferansiye edilmemiş sarkoma, liposarkoma, kötü huylu 

fibroz histiyositoma ve rabdomyosarkoma bulunur (DUDA, 1994; Thrall ve Gillette, 

1995). 

Yumuşak doku sarkomları vücudun herhangi bir anatomik bölgesinden 

kaynaklanabilir, ancak deri ve deri altı bölgeler en yaygın olanlardır. Genellikle, 
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psödokapsül içeren yumuşak veya sert tümörler olarak ortaya çıkarlar. Ancak 

histolojik sınırlarına göre kötü huylu olarak tanımlanmıştır ve yerel olarak 

invazivdirler. Cerrahi operasyonlar sonrasında lokal nüks sık görülür. Sarkomlar, 

vakaların %20'sine kadar hematojen metastaz eğilimindedir. Bölgesel lenf nodu 

metastazı genellikle olağandışıdır (sinoviyal hücre sarkoması hariç). Ölçülebilir veya 

hacimli (>5 cm çapında) tümörler genellikle kemoterapi ve radyasyon tedavisine zayıf 

yanıt gösterirler (Liptak, 2007). 

Yumuşak doku sarkomları teşhis açısından bir zorluk oluşturur. Bu tümörlerin 

birçoğu, sadece kendi aralarında değil, aynı zamanda farklı histojenezlere sahip çeşitli 

diğer neoplazmlar arasında da örtüşen histolojik yapılara sahiptir. 

İmmunohistokimyasal prosedürlerin geliştirilmesi, çeşitli doku belirteçlerine yönelik 

monoklonal ve poliklonal antikorların bulunabilirliği ve doku mikroarray teknolojisi, 

yumuşak doku sarkomalarının teşhisini insan patolojisinde ve sınırlı bir ölçüde 

veteriner patolojisinde iyileştirmiştir (Madewell ve Munn, 1991; Ordonez, 1993; 

Ciekot ve ark., 1994; Vail ve ark., 1994; Hogendoorn ve ark., 2004; Nilbert ve 

Engellau, 2004; Zhang ve Brooks, 2004). 

Yumuşak doku sarkomu, benzer histolojik özelliklere ve biyolojik davranışa 

sahip bir dizi farklı tümörü tanımlamak için kullanılan genel bir terimdir. Yumuşak 

doku sarkomlarının histojenezi tartışmalıdır ve rutin histolojik ve immunhistokimyasal 

analiz temelinde ayırt etmek zor olabilir. Bazı patologlar, fibrosarkom, PSKT ve 

hemanjioperisitoma gibi tümörleri ayırt etmedeki zorluk nedeniyle yumuşak doku 

sarkomu veya köpek yumuşak dokusunun iğ şeklinde hücre tümörü gibi daha genel bir 

terimin kullanılmasını önermişlerdir (Dennis ve ark., 2011). 

2.2.1. Bağdoku Tümörleri 

2.2.1.1. Fibrosarkom 

Fibrosarkom, malign fibroblastları ifade etmektedir. Birçoğu deri ve deri altı 

dokusu veya ağız boşluğundan kaynaklanır. Tümörler iyi diferansiye olabilir ve tümör 

hücreleri az miktarda sitoplazmaya sahip iğ şeklinde görünüme sahiptir. Daha 
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anaplastik tümörler ise çok sayıda mitotik figür ve belirgin hücresel pleomorfizmi 

gösteren sıkıca paketlenmiş iğ şeklinde fibroblastları içeren çok hücreli bir yapıya 

sahiptir (Goldschmidt, 2002). 

Tümörler genellikle ırk veya cinsiyet eğilimi olmaksızın yaşlı köpeklerde ve 

kedilerde ortaya çıkar. Araştırmalarda Golden Retriever ve Doberman Pinscher 

ırklarında daha yüksek bir eğilim olduğu belirtilmektedir (Goldschmidt ve Shofer, 

1992). 

Ağız boşluğunda görülen, histolojik olarak düşük dereceli ancak biyolojik 

olarak yüksek dereceli bir fibrosarkoma formu farklıdır. Bu tür tümörler genellikle 

fazla büyüme ve kemik dahil olmak üzere daha derin dokuları invaze etme 

eğilimindedir. Metastaz, vakaların %20'sinde görülebilir (Ciekot ve ark., 1994). 

Metastaz nadir görülse de, bu tür tümörler infiltratif olup mikroskobik tümör hücreleri 

fasyal düzlemler boyunca invaze eder ve sıklıkla cerrahi çıkarma sonrasında nüksetme 

eğilimindedir (Liptak, 2007). 

2.2.1.2. Miksosarkom 

Fibroblast orijinli olup ender rastlanan, mukopolisakkaritden zengin, yoğun 

miksoid matriksleri bulunan ve orta yaşlı köpeklerde görülen genellikle gövdede veya 

ekstremitelerde ortaya çıkan fakat eklemlerde de nadir olarak bulunan tümörlerdir.  

Ancak, kalp, göz ve beyin gibi yerlerden köken alan miksosarkomlara dair raporlar da 

bulunmaktadır (Briggs ve ark., 1997; Foale ve ark., 2003; Richter ve ark., 2003). Bu 

tümörler genellikle kötü huylu olarak tanımlanmış sınırlara sahip ve invaziv büyüme 

eğilimindedir (Goldschmidt, 2002). Hücresel  yoğunlukta  artış  ile nükleer  

pleomorfizm ve mitozun yüksek olması, miksosarkom diagnozunda önemlidir.  

Miksosarkomlar  infiltratif  yayılırlar ve sınırları belirgin değildir. Nüks görülebilir 

metastaza ender rastlanır (Williamson ve Middleton, 1998; Berrocal ve ark., 2001). 
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2.2.1.3. Malign Fibröz Histiyositom 

Malign fibröz histiyositomlar, sıklıkla iskelet kaslarında ve yaşlı insanların deri 

bölgelerinde görülen mezodermal tümörlerdir. Viseral formu genellikle genç 

immunsupresif bireylerde daha yaygındır (Pérez-Martínez ve ark., 2000; Orlandi ve 

ark., 2003; Wiriosuparto ve ark., 2003). Histolojik ve immunohistolojik çalışmalara 

dayanarak, tümörlerin çoğunun fibroblastlardan ve/veya myofibroblastlardan 

kaynaklandığı, muhtemelen diferansiye olmamış mezodermal hücrelerden köken 

aldığı gösterilmiştir (Folpe ve ark., 1999; Morris ve ark., 2002; Do ve ark., 2009). 

Malign fibröz histiyositom, neoplastik fibroblastlar, histiyositler ve çok 

çekirdekli dev hücrelerin sıkı demetler halinde olması ile karakterizedir (Baker ve 

Lumsden, 2000). Genellikle osteoklastları anımsatan büyük dev hücreler 

bulunmaktadır (Carip ve de Beaumont, 2002). Primer tümör hücreleri pleomorfik ve 

görünümleri iğsi şeklindedir. Bir veya iki belirgin, düzensiz nükleolus içeren bir 

çekirdeğe sahiptir. Hücre dışı amorf eosinofilik materyal belirgin olabilir ve 

muhtemelen neoplastik hücreler tarafından reaktif kollajen üretimini temsil eder 

(Baker ve Lumsden, 2000). 

2.2.2. Adipoz Doku Tümörleri 

2.2.2.1. Liposarkom 

Liposarkomlar, genellikle yaşlı köpeklerde lipoblastlardan kaynaklanan nadir 

görülen malign tümörlerdir (Baez ve ark., 2004). Araştırmalara göre, liposarkomlar 

lipomaların malign dönüşümünden kaynaklanmaz. Belirli nedenler bilinmemekle 

birlikte, bir köpekte yabancı cisim ile ilişkilendirilmiş liposarkom rapor edilmiştir 

(McCarthy ve ark., 1996). Liposarkomlar genellikle belirli bir ırk veya cinsiyet için 

bir eğilim göstermez (Baez ve ark., 2004). 

Genellikle subkutan bölgelerde, özellikle karın altı ve uzuvlar boyunca yaygın 

olarak rapor edilirler, ancak kemik ve karın boşluğu gibi diğer primer bölgelerde de 

görülebilirler. Liposarkomlar, morfolojik görünüm ve sitolojik özelliklerinden dolayı 
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lipomlardan ayrılır. Liposarkomlar genellikle sert ve malign olarak tanımlanmıştır. 

Düşük metastatik potansiyele sahip olup yerel olarak invazivdirler. Metastatik bölgeler 

arasında akciğerler, karaciğer, dalak ve kemik bulunur (Goldschmidt, 2002; Baez ve 

ark., 2004). 

Liposarkom histolojik olarak iyi diferansiye, miksoid, yuvarlak hücreli (veya 

kötü diferansiye), pleomorfik veya diferansiye olmamış olarak sınıflandırılır. Bu 

sınıflandırma şemasının klinik ve prognostik önemi insanlarda bulunmaktadır çünkü 

pleomorfik liposarkomlar yüksek metastatik orana sahiptir. Miksoid liposarkomlar 

genellikle ekstrapulmoner yumuşak doku yapılarına metastaz yapma eğilimindedir ve 

iyi diferansiye liposarkomaların metastaz yapma olasılığı düşüktür (Chang ve ark., 

1989). 

Köpeklerde yapılan retrospektif bir çalışmada, histolojik alt tipin prognostik 

bir değeri olmadığı, ancak pleomorfik liposarkomalı köpeklerde metastatik hastalığın 

daha yaygın olduğu bulunmuştur (Baez ve ark., 2004). 

2.2.3. Vasküler Doku Tümörleri 

2.2.3.1. Hemanjiyosarkom 

Hemanjiyosarkomlar, son derece malign tümörlerdir. Kedilerde ve köpeklerde 

en yaygın primer bölgeler olarak dalak, sağ atriyal apendiks ve karaciğer görülür 

(MacEwen ve Withrow, 2001). Diğer primer bölgeler arasında deri, perikard, akciğer, 

böbrekler, ağız boşluğu, kas, kemik, ürogenital sistem ve periton, retroperiton yer 

almaktadır (MacEwen ve Withrow, 2001; Liptak ve ark., 2004). 

Hemanjiyosarkom, malign vasküler endotel kökenli bir neoplazm olarak 

bilinen başka bir adıyla malign hemanjiyoendotelyoma veya anjiyosarkomadır. 

Hemanjiyosarkom, türler arasında köpeklerde daha sık görülür (Priester ve McKay, 

1980; Spangler ve Culbertson, 1992). Hemanjiyosarkom, tüm nonkutanöz primer 

malign neoplazmların yaklaşık %5'ini ve köpeklerde tüm mezenkimal neoplazmların 

%12 ila %21'ini oluşturur (Dorn ve ark., 1968; MacVean ve ark., 1978; Bastianello, 
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1983). Hemanjiyosarkom, köpeklerde deri tümörlerinin %2.3 ila %3.6'sını ve splenik 

malignitelerin %45 ila %51'ini oluşturur (Spangler ve Culbertson, 1992; Day ve ark., 

1995; Spangler ve Kass, 1997). 

Köpeklerde, hemanjiyosarkomun en yaygın primer bölgesi dalaktır (Oksanen, 

1978; Priester ve McKay, 1980; Brown ve ark., 1985; Srebernik ve Appleby, 1991; 

Schultheiss, 2004). Diğer sık görülen bölgeler arasında sağ atriyum, deri ve deri altı 

dokusu ile karaciğer bulunur (Priester, 1976; Hargis ve ark., 1992; Ward ve ark., 1994; 

Ware ve Hopper, 1999; Aupperle ve ark., 2007). Hemanjiyosarkomun görüldüğü 

bildirilen diğer bölgeler arasında akciğer, böbrek, ağız boşluğu, kas, kemik, idrar 

kesesi, sol ventrikül, uterus, dil, parmak ve retroperiton yer almaktadır (Pirkey-Ehrhart 

ve ark., 1995; Erdem ve Pead, 2000; Liptak ve ark., 2004a, 2004b; Locke ve Barber, 

2006; Wobeser ve ark., 2007; Dennis ve ark., 2011). 

Hemanjiyosarkomun yerleşim yeri, bir organ içinde birçok odaklı veya yaygın 

olarak yayılmış olabilir. Değişken boyutlarda, soluk gri ile koyu kırmızı veya mor 

renkte, yumuşak veya jelatinöz yapıda olup, genellikle kesit yüzeyi kan dolu veya 

nekrotik alanlar içerir. Kötü huylu olarak tanımlanmış, kapsülle çevrilmemiş ve 

genellikle yanındaki organlara yayılmıştır. Son derece dayanıksızdırlar ve çatlamaya 

ve kanamaya bağlı komplikasyonlar sıkça gözlenir. Histolojik olarak, 

hemanjiyosarkom değişken miktarda kan ve/veya tromboz içeren vasküler boşluklar 

oluşturan olgunlaşmamış, pleomorfik endotel hücrelerden oluşur (Gamlem ve 

Nordstoga, 2008). 

Damar yapısı ile olan yakın ilişkisinden kaynaklanan, metastaz yapan 

hücrelerin ekstravazasyonunu ve anjiyogenezini kolaylaştıran bir özellik olarak, köpek 

hemanjiyosarkomunu çok agresif biyolojik davranışa sahiptir ve hızla gelişen geniş 

metastazlar görülür (Ward ve ark., 1994). Metastaz genellikle hematojen veya 

çatlamayı takiben transabdominal implantasyon yoluyla gerçekleşir. En sık metastatik 

bölgeler karaciğer, omentum, mezenter ve akciğerlerdir (Brown ve ark., 1985; Waters 

ve ark., 1988). 
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Bir çalışma, splenik hemanjiyosarkomlu köpeklerin yaklaşık %25'inin aynı 

zamanda sağ atriyal tutuluma sahip olabileceğini öne sürdü (Waters ve ark., 1988). 

Ancak yazarın deneyimi, bu yüzdeninin başlangıçta önemli ölçüde daha düşük 

olduğunu göstermektedir (%5 veya daha az). Bildirilen diğer metastatik bölgeler 

böbrek, kas, periton, lenf nodları, adrenal bez, beyin ve diaframı içerir. Köpeklerde 

hemanjiyosarkom, beyine metastaz yapan en yaygın tümör olarak kabul edilir (Waters 

ve ark., 1989; Snyder ve ark., 2008). 

Primer dermal hemanjiyosarkomlar, özellikle köpeklerin karın altındaki açık 

renkli veya az pigmentli cilt ile preputial bölgesine özgü bir eğilime sahiptir ve güneş 

ışınları, köpeklerde dermal hemanjiyosarkomların bir nedeni olarak öne sürülmüştür. 

Köpeklerdeki dermal hemanjiyosarkomlar, klinik olarak derinlik derecesine göre 

aşama belirlenerek sınıflandırılır. Aşama I tümörler dermis ile sınırlıdır, aşama II 

tümörler subkutanöz dokuya uzanır ve aşama III hemanjiyosarkomlar kas katmanını 

içerir (Ward ve ark., 1994). 

2.2.3.2. Lenfanjiosarkom 

Lenfanjiosarkomlar, lenfatik endotel hücrelerden köken alan genç köpeklerde 

ve kedilerde görülen nadir tümörlerdir (Kelly ve ark., 1981; Walsh ve Abbott, 1984; 

Goldschmidt, 2002). Genellikle yumuşak, kistik benzeri ve ödematöz olan 

lenfanjiosarkomlar, deri altında meydana gelir. Çoğu durumda, klinik belirtiler geniş 

ödem ve lenfin deri yoluyla veya kistik kitle aracılığıyla drenajı ile ilişkilidir. 

Aspirasyon, sıvı dolu bir kütleyi ortaya çıkarabilir. Histopatolojik olarak, bu tümörler 

normal endotel hücrelerine benzemektedir ve vasküler kanallar nedeniyle 

hemanjiyosarkomlarla karıştırılabilir; ancak kırmızı kan hücreleri görülmez 

(Goldschmidt, 2002). Lenfanjiosarkomlar genellikle orta ile yüksek metastatik 

potansiyele sahiptir (Diessler ve ark., 2003). 
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2.2.4. Perifer Sinir Tümörleri 

2.2.4.1. Malign Periferal Sinir Kılıfı Tümörü 

PSKT'ler, sinir kılıfı kökenli malign tümörlerdir ve nörofibrosarkom, malign 

schwannoma ve hemanjioperisitoma olarak adlandırılmıştır. Hemanjioperisitoma ile 

ilgili kafa karışıklığı, köpeklerde henüz kan damarı perisit kökeninin kanıtlanmamış 

olması gerçeğidir. Histolojik olarak çoğu hemanjioperisitoma, sinir kılıfı tümörlerinin 

özelliklerine sahip olacaktır (Goldschmidt, 2002). 

İsimlendirmeye bakılmaksızın, bu tümörler vücudun herhangi bir yerinde 

ortaya çıkabilir. Bir PSKT, beyin veya omurilikten uzakta olan sinirleri içerebilir 

(periferik grup), veya beyin veya omuriliğe hemen komşu olan sinirleri (kök grup) 

veya brakiyal, lumbosakral pleksusu (pleksus grup) içerebilir (Brehm ve ark., 1995). 

Gerçek periferik form, pleksus veya kök formundan çok daha tedavi 

edilebilirdir. Cerrahi sırasında kapsüllenmiş gibi görünseler de, bu tümörler 

fibrosarkomlara benzer ve histolojik kapsülleme olmadan kötü tanımlanmış tümörler 

olarak ortaya çıkar. Tümörlerin çoğu daha derin dokulara yapışık olup altta yatan 

fasya, kas ve deriye sızabilir. Bu tümörler malign kabul edilse de, düşük bir metastatik 

orana sahiptirler. Fibrosarkomlar gibi, PSKT'ler için konservatif cerrahiyi takiben 

lokal nüks yaygındır. Yavaş büyümeye eğilimli olup çapları başlangıçta 0,5 cm'den 10 

ila 12 cm'ye kadar değişebilir. Bazı durumlarda, başlangıçta klinik muayene sırasında 

lipomlarla kolayca karıştırılabilirler (Goldschmidt, 2002). 

2.3. Tümörle İlişkili Nötrofiller 

Nötrofiller, organizmanın dış patojenlere karşı ilk savunmasında önemli bir rol 

oynayan ve tüm beyaz kan hücrelerinin %40-70' ini oluşturan bir granülosit türüdür 

(Malech ve ark., 2014; Ronchetti ve ark., 2021). Polimorfonükleer nötrofiller 

(PMN'ler), fagositoz, oksidatif patlamalar, antimikrobiyal aracıların salınımı ve NET 

üretimi dâhil olmak üzere mekanizmaların bir birleşimini kullanarak patojenleri, 
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endojen veya eksojen faktörleri yok eder (Teng ve ark., 2017; Kaltenmeier ve ark., 

2021). 

Nötrofiller kemik iliğinde hematopoetik kök hücrelerden farklılaşır ve tam 

olgunlaşmadan sonra kan dolaşımına girer. Nötrofiller kan dolaşımında 72 saatten 

fazla dolaşmazlar. Yerleşik makrofajlar tarafından fagosite edilmek üzere kemik iliğine 

dönerler ya da periferik dokularda apoptoza uğradıktan sonra fagosite edilirler 

(Vorobjeva ve Chernyak, 2020). 

Tümörle ilişkili nötrofiller (TAN'lar), tümör mikroçevresindeki bağışıklık 

hücrelerinin önemli bir bölümünü oluşturur. Yüksek tümör içi nötrofil yoğunluğu, lenf 

düğümü bölgelerindeki metastaz ile ilişkilidir. Tümör ve tümör mikroçevresinin 

nötrofil alımını kontrol ettiği gösterilmiştir. TAN'ların tümör ilerlemesini düzenlediği 

ve tümör büyümesini kontrol ettiği bulunmuştur (Masucci ve ark., 2019; Chen ve ark., 

2021). 

Fridlender ve diğerlerine göre, tümörle ilişkilendirilmiş nötrofiller (TAN'lar), 

tümörlere göç etmiş nötrofiller olarak tanımlanır (Fridlender ve Albelda, 2012). 

TAN'ların lokalize açık hücreli böbrek karsinomunda genel sağkalım, nüks sonrası 

sağkalım ve kanser spesifik sağkalım için bağımsız prognostik faktörler olduğu 

bulunmuştur (Ghatalia ve ark., 2019). TAN'lar renal hücreli karsinomda genellikle 

immünsüpresif bir işlevi vardı ve TAN'ların varlığı, immünoterapi ve tirozin kinaz 

inhibitörleri ile tedavi edilen hastalarda bağımsız, olumsuz bir prognostik faktör olarak 

belirlendi (Wang ve ark., 2019). TAN'ların baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomda 

(Trellakis ve ark., 2011) ve akciğer kanserinde (Banat ve ark., 2015) de bir prognostik 

faktör olduğu bulunmuştur. Nötrofillerin gliomlarda tümör derecesi ile korele olduğu 

(Fossati ve ark., 1999) ve pankreas tümörlerinin daha agresif tipleri ile ilişkili olduğu 

(Reid ve ark., 2011) gözlemlenmiştir(Gąsowska-Bajger ve ark., 2022). 

Sitokinlerin etkisi altında, TAN'lar ya protumörojenik (N2) fenotip ya da 

proinflamatuar/antitumörojenik (N1) fenotipe doğru polarizasyona uğrar. N2 fenotipe 

doğru polarizasyon, dönüştürücü büyüme faktörü β (TGF-β)'ye bağlıdır, bu sırada 

TGF-β blokajı antitumörojenik N1 fenotipinin çekilmesine ve aktive edilmesine yol 
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açar (Fridlender ve ark., 2009). Antitumörojenik (N1) inflamatuar nötrofiller, N2 

TAN'lardan daha fazla reaktif oksijen türü (ROS) ve daha yüksek seviyelerde nitrik 

oksit, hidrojen peroksit ve tümör nekroz faktörü alfa (TNF-α) üretir (Mishalian ve ark., 

2013). N1 TAN fenotipi aynı zamanda CD8+ T hücrelerini çeker ve aktive edebilir; ki 

bunlar herhangi bir tümör bağışıklık tepkisinin önemli katkıda bulunanlarıdır, diğer 

yandan N2 TAN'lar CD8+ T hücrelerinin fonksiyonunu inhibe eder (Fridlender ve ark., 

2009). 

2.4. Nötrofil Hücre Dışı Tuzakları 

Nötrofiller, antimikrobiyal aktivitelerini uygulamak için fagositoz ve 

degranülasyonun yanı sıra NET olarak adlandırılan hücre dışı ağ benzeri yapıların 

salınmasını içeren netosis olayını gerçekleştirir (Papayannopoulos, 2018; Burgener ve 

Schroder, 2020; Ronchetti ve ark., 2021). NET'ler, patojenleri yakalamak ve öldürmek 

için salınan antimikrobiyal enzimleri ve histonları içeren nükleer veya mitokondriyal 

DNA liflerinden yapılmış ağ benzeri yapılardır (Pruchniak ve Demkow, 2019; 

Kaltenmeier ve ark., 2021). 

NET'ler, histonlar ve antimikrobiyal proteinlerle kaplanmış yoğunlaştırılmış 

kromatin filamentlerinden oluşur (Yipp ve Kubes, 2013; Ronchetti ve ark., 2021). 

NET'lerde nötrofil elastaz, miyeloperoksidaz, katepsin G, proteinaz 3, laktoferrin, 

jelatinaz, lizozim C, kalprotektin, nötrofil defensin ve katelisidin proteinleri bulunur 

(Korkmaz ve ark., 2008; Kwak ve ark., 2022). NET'ler, antimikrobiyal rollerinin yanı 

sıra hem patojenler hem de bağışıklık hücreleri için fiziksel bir bariyer oluştururlar 

(Manda-Handzlik ve ark., 2020; Kaltenmeier ve ark., 2021). 

2.5. Netosis 

NET oluşum süreci klasik biçimde netosis olarak adlandırılır. Netozis, apoptoz 

ve nekrozdan farklı olarak düzenlenmiş hücre ölümü tipi olarak tanımlanır (Manda-

Handzlik ve ark., 2020). NET'lerin oluşumu bakteri, mantar, protozoa, virüs gibi çeşitli 

patojenler ve lipopolisakkaritler (LPS) tarafından aktive edilebilir. Netosis, antikorlar, 

bağışıklık kompleksleri, sitokinler (TNF vb.), kemokinler (IL-8 vb.), mikrokristaller 
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ve diğer fizyolojik uyaranlar tarafından indüklenebilir (Vorobjeva and Pinegin, 2014; 

Tan ve ark., 2015; Vorobjeva ve Chernyak, 2020). 

İki tip netosis karakterize edilmiştir. Suicidal netosis yavaş bir hücre ölüm yolu 

ile gerçekleşir. Vital netosis NET'lerin canlı hücrelerden hücre dışı boşluğa hızlı bir 

şekilde salınması ile oluşur (Yipp ve Kubes, 2013; Ronchetti ve ark., 2021). 

2.5.1. Suicidal Netosis 

Suicidal netosis, reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimine bağlı olan bir 

mekanizmadır. Forbol-12-miristat-13-asetat (PMA), antikorlar, kolesterol kristalleri, 

bakteriyel lipopolisakarit, interlökinler gibi bir dizi uyaranın suicidal netosis'i 

indüklediği gösterilmiştir (Jorch ve Kubes, 2017). İn vitro suicidal netosis'in ana 

aktivatörleri bitkiden türetilen doğal bir organik bileşik olan PMA ve IL-8'dir 

(Hoppenbrouwers ve ark., 2017). 

1996'da yapılan önemli bir çalışmada PMA tarafından indüklenen apoptoz ve 

nekrozdan farklı olan nötrofil ölümünün yeni bir formu tanımlanmıştır. PMA, 

kromatin kompaktlığının kaybı ve nükleer zarfın sitoplazmik organellerle füzyonu 

dâhil olmak üzere nötrofilde morfolojik değişikliklere neden olur. PMA ile 3 saatlik 

inkübasyondan sonra DNA bozunma ürünlerinin PMN'lerden salındığı ve hücre 

ölümüne yol açan sürecin ROS üretimine bağlı olduğu gösterilmiştir (Takei ve ark., 

1996; Cristinziano ve ark., 2022). 

Suicidal netosis nötrofilleri etkili bir şekilde öldüren bir mekanizmadan oluşur 

ve parçalanarak yoğunlaştırılmış kromatin, histonlar ve litik enzimlerden oluşan 

filamentli yapıyı hücre dışı boşluğa salar. Suicidal Netosis'in bilinen aktivatörleri, 

PMA ve Fc reseptörüne bağlanan antikorlardır. Hücre dışı sinyaller, NADPH oksidazın 

kalsiyuma bağlı aktivasyonuna ve ROS salınmasına yol açar. ROS, peptidil arjinin 

deiminaz 4'ü (PAD4) enziminin aktivasyonuna ve granüllerden Nötrofil Elastaz (NE) 

ve Miyeloperoksidazın (MPO) çekirdeğine translokasyonuna neden olur. PAD4, NE 

ve MPO'nun etkileri histonların sitrülinasyonuna ve ardından kromatin 

yoğunlaşmasının azalmasına neden olur. Nötrofillerin nükleer zarı yırtıldıktan sonra 
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enzimler ve histonlarla karışan kromatin, hücre zarının yırtılmasını takiben önce 

sitoplazmaya, sonra hücre dışı boşluğa salınır ve NET oluşturur (Ronchetti ve ark., 

2021). 

Suicidal netosis'te Raf/MEK/ERK sinyal iletim kaspazı aktive edilerek 

endoplazmik retikulumdan kalsiyum salınımı ve ROS'un ana kaynaklarından biri olan 

NADPH oksidaz alt birimlerinin fosforilasyonu şekillenir (Hakkim ve ark., 2011; 

Sarniak ve ark., 2016). MPO ve NE nötrofillerin azurofil granüllerinden salınır ve 

çekirdeğe yer değiştirir (Papayannopoulos ve ark., 2010; Metzler ve ark., 2014; 

Cristinziano ve ark., 2022).  

Hücre içi kalsiyum seviyelerinin artması sitozolde kalsiyuma bağımlı bir enzim 

olan PAD4 aktive eder. Çekirdekte yer değiştiren PAD4, arjinin kalıntılarını sitrüline 

dönüştürerek H2A, H3 ve H4 histonlarının deaminasyonunu katalize eder. Histonlar 

pozitif yüklerini ve kromatin kompaksiyonunu kaybeder (Neeli ve ark., 2009; Wang 

ve ark., 2009). 

Sonuç olarak, nükleer ve mitokondriyal membranlar bütünlüğünü kaybederek 

sitoplazma ve karyoplazma içeriği birbirine karışır. Hücresel membran parçalanır ve 

hücre içi içerik hücre dışı boşluğa salınır. Bu aktivasyon yolunun sonucu olarak 

nötrofil ölür (Brinkmann, 2018; Cristinziano ve ark., 2022). 

2.5.2. Vital Netosis 

Suicidal netosis ile karşılaştırıldığında vital netosis NADPH oksidazdan ve 

ROS üretiminden bağımsız olarak gerçekleşir (Pilsczek ve ark., 2010; Kwak ve ark., 

2022). NET'ler veziküller içinde bulunduğu için nötrofiller onları zar yırtılmadan 

serbest bırakabilir. Bu tür netosis geçiren nötrofiller canlı kaldığı için bu sürece vital 

netosis denir (Kwak ve ark., 2022). 

Vital netosis'te NET oluşumunun ardından kemotaksis ve fagositoz dâhil 

olmak üzere temel işlevleri korur. Vital netosis’te NET oluşumu, trombositlerin 

nötrofillere bağlanması ve tamamlayıcı reseptörlerin veya Toll benzeri reseptörlerin 
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(TLR'ler) enfeksiyöz uyaranlar tarafından bağlanması dâhil olmak üzere belirli 

uyaranlara maruz kaldıktan sonra tanımlanmıştır (Clark ve ark., 2007; McDonald ve 

ark., 2012; Yipp ve ark., 2012; Byrd ve ark., 2013; Hilscher ve Shah, 2020). Vital 

netosis’te, PAD4 aktivasyonu, NADPH'den bağımsız olarak gerçekleşir (Leppkes ve 

ark., 2016; Jorch ve Kubes, 2017). 

Vital netosis'te, nötrofil bozulmadan kalır ve bir vezikül sistemi aracılığıyla 

retikulumu serbest bırakır. NADPH oksidaz aktivasyonundan bağımsız 

görünmektedir. TLR2 veya tamamlayıcı reseptör tarafından tanınan, özellikle 

mikrobiyal enfeksiyonlar ve TLR4'ü bağlayan LPS ile aktive olan trombositler, bu 

ikinci yolun kanıtlanmış başlıca aktivatörleri arasındadır (Ronchetti ve ark., 2021). 

2.6. Miyeloperoksidaz 

Nötrofiller, çoğunlukla patojenlere karşı gösterdiği rolle bilinen doğal 

bağışıklık yanıtının önemli oyuncularıdır (Terstappen ve ark., 1990; Kolaczkowska ve 

Kubes, 2013). Etki mekanizması, başlıca azurofil granüllerden oluşan içeriğin 

salınımına dayanmaktadır. Bu granüller, MPO ve diğer mikrobisidal proteinlerin bir 

kombinasyonu ile oluşmaktadır (Segal, 2005; Hansson ve ark., 2006; Borregaard ve 

ark., 2007; Häger ve ark., 2010; Scandolara ve Panis, 2020). 

Katyonik molekül olan MPO, negatif yüklü yapılara patojen yüzeyinden 

bağlanır ve aktivasyonu ile nötrofil süperoksit üretimi sırasında solunum patlaması 

gerçekleşir (Furtmüller ve ark., 2006; Okada ve ark., 2016; Grishkovskaya ve ark., 

2017; Nauseef, 2018). Nötrofil patlamasının sonucu olarak ortaya çıkan yan ürün olan 

hidrojen peroksit, MPO'nun aktivasyonu ve işlevi için gereklidir (Soubhye ve ark., 

2016; Khan ve ark., 2018). 

Reaktif oksijen türleri (ROS) üretiminde ve fagositozda enzimatik rolünün yanı 

sıra, MPO degranülasyon ve nötrofil hücre dışı tuzakları (NET'ler) üretimine aktif 

olarak katılır. Bu süreç Netosis olarak bilinir ve proteinin pozitif yükü önemli bir rol 

oynar (Kargapolova ve ark., 2021). 
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Aktive olan nötrofiller, nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) 

oksidazları aracılığıyla büyük miktarlarda süperoksit üretirler. Süperoksit, hidrojen 

peroksite (H₂O₂) dönüşerek özellikle MPO-katalizli reaksiyonlar tarafından 

oluşturulan çeşitli toksik oksijen türevlerinin oluşumuna yol açar. Hem NADPH 

oksidazı hem de MPO, NET oluşumunun düzenlenmesinde rol oynadığı 

düşünülmektedir. Ancak, gereken spesifik reaktif oksijen türleri (ROS) henüz net 

değildir. Miyeloperoksidaz, H₂O₂ tarafından klorürün oksidasyonunu kataliz eder ve 

güçlü bir oksidan olan hipokloröz asidi (HOCl) oluşturur; bu, fagosomda oksidatif 

öldürmenin başlıca aracısıdır (Winterbourn ve Kettle, 2013). 

Miyeloperoksidaz (MPO), nötrofillerde yoğun olarak bulunan bir proteindir ve 

hücrenin kuru ağırlığının %5'ini oluşturur (Schultz ve Kaminker, 1962). Azurofilik 

granüllerde depolanan ve nötrofiller uyarıldığında salınan Myeloperoksidaz (MPO), 

hidrojen peroksit varlığında klorür ve diğer halojenür iyonlarının oksidasyonunu 

katalize ederek hipokloröz asit ve etkili antimikrobiyal etkiye aracılık eden diğer 

oldukça reaktif ürünleri oluşturur (Klebanoff, 1968, 2005; Klebanoff ve Hamon, 1972; 

Harrison ve Schultz, 1976). 

Cools-Lartigue ve arkadaşları, 2013 yılında dolaşan tümör hücrelerinin 

NET'ler tarafından vitroda yakalanabileceğini ilk kez tanımladılar. Bu, deneysel 

enfeksiyon sırasında metastazın bir teşvikçisi olabilir (Cools-Lartigue ve ark., 2013). 

O zamandan beri, birçok çalışma NET'lerin çeşitli kanser türlerindeki rolünü anlamaya 

odaklandı ve neden MPO-NET-ANCA ağının kanserde ortaya çıktığına dair 

mekanizma bilgileri önemli ölçüde ilerledi. Akciğer karsinom hücrelerinin, 

nötrofillerde toll benzeri reseptör 4 (TLR4) ve yüksek mobilite grup kutusu 1 

(HMGB1) proteinine bağımlı bir şekilde NET'lerin oluşumunu tetikleyebildiği 

gösterildi (Zhou ve ark., 2019). Ayrıca, dolaşan NET'lerin varlığı Rayers ve arkadaşları 

tarafından yakın zamanda tanımlanmıştır (Rayes ve ark., 2019). Bu çalışmada, ileri 

evre özofageal, mide ve akciğer kanseri olan hastalarda dolaşan NET'lerin varlığı, 

sağlıklı kontrol grubundan daha yüksek düzeyde tespit edilmiştir. Yazarlar ayrıca fare 

modellerinde NET'lerin hastalık ilerlemesini düzenleyebileceğini göstermişlerdir; 

çünkü oluşumunun engellenmesi metastazların meydana gelme sıklığını azaltmıştır 

(Scandolara ve Panis, 2020). 
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Bu bulgular, nötrofillerin kanser yayılmasındaki rolünü güçlendirdi ve 

Netosis'e yönelik hedefleme, metastazları önlemek için umut vadeden bir strateji 

olabilir. Bunun yanı sıra, Jung ve arkadaşları (Jung ve ark., 2019), pankreas kanseri 

hücrelerinin NET'lerin oluşumunu tetikleyebildiğini ve bunun hücre migrasyonunu, 

invazyonu ve anjiyogenezin artmasından sorumlu olduğunu göstermiştir. Ayrıca, 

araştırmacılar pankreatobiliyer tümörlere sahip hastaların dolaşan NET'lerde artmış 

düzeylere sahip olduğunu gösterdi; bu, sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 

hiperkoagülabilite ile ilişkilendirilen belirteçlerle uyumluydu ve başka bir çalışmada 

hastalık evresi ile ilişkilendirilmişti (Miller-Ocuin ve ark., 2019). Dolaşan NET'lerin 

ve kanser klinik evrelerinin ilişkisi, meme kanseri hastalarında da güçlendirilmiştir 

(Rivera-Franco ve ark., 2020). Toplamda, bu bulgular, NET'lerin kanserde hem 

metastatik süreci hem de vasküler olayları teşvik ederek çift bir rolü olduğunu 

göstermektedir(Scandolara ve Panis, 2020). 

Malle ve diğerleri, miyeloperoksidazın nötrofillerin azurofil granüllerinde 

depolanan peroksidaz grubuna ait bir enzim olduğunu gösterdiler. Bu enzim, bu 

hücrelerdeki tüm proteinlerin %2 ila %5'ini oluşturur. Miyeloperoksidaz ayrıca 

monositler, Kupffer hücreleri ve glial hücrelerde de bulunur. Bu, vücudu patojenlere 

ve mikroorganizmalara karşı korumada hayati bir rol oynar. Malle ve diğerleri, 

miyeloperoksidazın inflamatuar bölgelerde nötrofiller tarafından salgılanan sitotoksik 

ve bakterisidal bir protein olduğunu bildirdi. Bu protein, HOCl  üreterek vücudu çeşitli 

patojenlere karşı korur (Malle ve ark., 2007). 

Klebanoff, miyeloperoksidazı inflamatuar bir reaksiyon sırasında nötrofiller 

tarafından fagositozun bir sonucu olarak salgılanan ana enzimlerden biri olarak 

tanımladı; bu nedenle, nötrofiller için immünhistokimyasal bir işaretçi olarak görev 

yapar (Klebanoff, 2005). 

Zhu ve diğerlerinin, Qin ve diğerlerinin ve Cascorbi'nin çalışmaları, 

miyeloperoksidaz ekspresyon bozukluklarının ve çeşitli kanser risklerinin artmasının 

doğrudan miyeloperoksidaz gen polimorfizmleri ile ilişkili olabileceğini 

göstermektedir. Birçok epidemiyolojik çalışma, MPO G-463A polimorfizminin 

akciğer kanseri, meme kanseri, mesane kanseri, lenfoma, yemek borusu kanseri, 
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hepatoselüler karsinom ve laringeal kanser dahil olmak üzere birçok kanser riski 

üzerinde etkisi olduğunu göstermiştir (Cascorbi ve ark., 2000; Zhu ve ark., 2006; Qin 

ve ark., 2013; Gąsowska-Bajger ve ark., 2022). 

Bir çalışmada (Stevens ve diğerleri) miyeloperoksidazın, genotoksik ara 

ürünleri ve prokarsinojenleri aktive ederek kanseri dolaylı olarak tetikleyebileceğini 

gösterdi. Belirli doymamış yağlar ve amino asitlerin (örneğin, serin ve treonin) 

metabolizması sonucunda, asidin bir türevi olan, protein asiditlerini oluşturabilen 

akrolein gibi yan ürünler oluşturabilir. Akroleinin biyolojik etkileri, DNA'daki guanin 

ve proteazların, nükleer faktörlerin ve diğer proteinlerin önemli bölgelerindeki 

histidin, arginin, lizin ve sistein kalıntıları gibi biyolojik nükleofillere karşı 

reaktivitesinin bir sonucudur. Ortaya çıkan akrolein bileşikleri, bu makromoleküllerin 

işlevini bozabilir, bu da mutasyonlara, transkriptom lezyonlarına ve apoptozis 

modülasyonuna neden olabilir (Stevens ve Maier, 2008).   

2.7. Sitrüline Histon3 

Netozis sürecinde nötrofil granülositlerin DNA'sı, nötrofilin granüllerinde 

depolanan çeşitli enzimlerle birlikte salınır. Bu süreçte önemli bir enzim olan 

peptidilarginin deiminaz 4 (PAD4), Netozis sürecinde Histon 3'ün (H3cit) 

sitrülinlenmesi için önemlidir. Bu sürecin, apoptosis ve nekroz gibi diğer hücre ölüm 

mekanizmalarından bağımsız olarak nötrofile özgü olduğuna inanılmaktadır (Fuchs ve 

ark., 2012; Grilz ve ark., 2019). 

Artan hücre içi kalsiyum seviyeleri, sitrülinasyondan sorumlu bir enzim olan 

peptidil arginin deiminaz 4 (PAD4) aktivasyonuna yol açar. Sitrülinasyon, arginin 

kalıntılarını sitrülline dönüştüren bir posttranslasyonel modifikasyondur. PAD4 daha 

sonra sitoplazmadan çekirdeğe translokasyon yapar ve histonların sitrülinasyonuna 

etki eder. PAD4 tarafından histon H3'ün arginin kalıntıları R2, R8 ve R17'de meydana 

gelen sitrullinasyon, pozitif yükün azalmasına ve kromatinin dekondansasyonuna 

neden olur (Neeli ve ark., 2008; Wang ve ark., 2009; Li ve ark., 2010). 
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Hücre serbest DNA'ya bağlanmış sitrüline edilmiş histon H3'ün, NET'lerin bir 

belirtisi olarak kabul edildiği bilinmektedir. Sitrüline edilmiş histon H3'ün (H3cit) 

varlığı, tümör taşıyan konaklardan, bakteriyel enfeksiyonlara sahip konaklardan 

türetilen NET'lerde ve çeşitli uyarıcılara yanıt olarak in vitro ortamlarda kanıtlanmıştır 

(Neeli ve ark., 2008; Demers ve ark., 2012; Li ve ark., 2020). 

Histonlar, nükleozomlara nükleer DNA'yı bağlar ve paketler; bu nükleozomlar, 

hücre aktivasyonu veya hasarı sonucunda kana salınabilir (Xu ve ark., 2009; Allam ve 

ark., 2014). Bu bağlamda, bir dizi klinik çalışma dolaşan hücre serbest DNA (cfDNA) 

ve nükleozomların, çeşitli kanser türlerinde potansiyel kan işaretçileri olarak hizmet 

edebileceğini göstermektedir (Holdenrieder ve ark., 2001; Wu ve ark., 2002; Huang 

ve ark., 2006; Gahan, 2010). 

Ekstrasellüler olarak salındıktan sonra, histonların konak üzerinde zararlı 

etkilerin aracılığını yapabileceği bildirilmiştir (Xu ve ark., 2009; Fuchs ve ark., 2011; 

Semeraro ve ark., 2011; Saffarzadeh ve ark., 2012; Huang ve ark., 2013). Bu durum, 

histonların hem prognostik işaretçiler hem de terapötik hedefler olarak potansiyel 

taşıdığını düşündürmektedir (Thalin ve ark., 2018). 

Posttranslasyonel histon modifikasyonları, histonların yapısı ve fonksiyonu 

üzerinde derin etkilere neden olabilir ve çeşitli hastalıklarla ilişkilendirilmiştir (Helin 

ve Dhanak, 2013). Sitrulline histone H3 (H3Cit), histone H3'ün N-terminindeki 

peptidilargininin sitrulline dönüşümü sonucu oluşan bir üründür. Histon kalıntısının 

pozitif yükünde meydana gelen sonraki azalma, negatif yüklü DNA'ya zayıf bir 

bağlanmaya neden olur ve bu da kromatinin dekondansasyonuna yol açar (Leshner ve 

ark., 2012). 

Histon sitrullinasyonu, enzim peptidilarginin deiminaz 4 (PAD4) tarafından 

katalize edilir (Wang ve Wang, 2013) ve bu enzim çoğunlukla bağışıklık hücrelerinin 

sitoplazmasında bulunur; hücre aktivasyonu sonucu çekirdeğe transloke olabilen tek 

PAD izoformudur (Anzilotti ve ark., 2010). H3Cit'nin bağışıklık hücre kromatin 

dekondansasyonundaki bu önemli rolü, H3Cit'i, son zamanlarda tanımlanan 

dekondanse ve ağ benzeri nükleer kromatinin nötrofiller tarafından salınımının 



19 

 

merkezi bir belirteci haline getirmiştir ve buna nötrofil ekstrasellüler tuzaklar 

(NET'ler) denir (Wang ve ark., 2009; Li ve ark., 2010; Leshner ve ark., 2012). H3Cit, 

uyarıldığında nötrofillerin çekirdeğinde tespit edilebilir (Wang ve ark., 2009), ancak 

aynı zamanda NETozis sonucu kana salınabilir (Neeli ve ark., 2009). Ayrıca, PAD4'ün 

çeşitli tümör tiplerinde aşırı ifade edildiği gösterilmiştir (Chang ve Han, 2006). 

Nötrofil aktivasyonu, NET oluşmaksızın nötrofil granül proteinlerinin, örneğin 

nötrofil elastaz (NE) ve miyeloperoksidaz (MPO) gibi, kana salınmasına neden olabilir 

(Klebanoff, 2005; Korkmaz ve ark., 2008); ancak NE ve MPO, dışarı atıldıktan sonra 

ağ benzeri NET yapılarına bağlı olarak gözlemlenmiştir (Brinkmann ve ark., 2004). 

Son veriler, NET'lerin birkaç enfeksiyöz olmayan ancak inflamatuar hastalık 

durumunda (Jorch ve Kubes, 2017), kanser de dahil olmak üzere, merkezi bir rol 

oynadığını öne sürmektedir. NET'lerin tümör ilerlemesine (Arelaki ve ark., 2016; 

Demers ve ark., 2016; Guglietta ve ark., 2016), metastatik yayılma (Cools-Lartigue ve 

ark., 2013; Park ve ark., 2016; Tohme ve ark., 2016; Najmeh ve ark., 2017) ve kanserle 

ilişkili tromboza (Demers ve ark., 2012; Yang ve ark., 2015; Guglietta ve ark., 2016; 

Thalin ve ark., 2016) katkıda bulunduğu gösterilmiştir. Tümör tarafından salınan 

inflamatuar sitokinlerin, nötrofilleri NETozis yönünde çekmeye ve hazırlamaya 

katkıda bulunduğu gösterilmiştir (Demers ve ark., 2012; Alfaro ve ark., 2016). H3Cit, 

fare (Boone ve ark., 2015; Demers ve ark., 2016) ve insan tümörlerinde (Arelaki ve 

ark., 2016; Park ve ark., 2016; Thalin ve ark., 2016; Tohme ve ark., 2016), aynı 

zamanda fare plazmasında (Demers ve ark., 2012) ve trombotik komplikasyonları olan 

bazı kanser hastalarında (Demers ve Wagner, 2014; Thalin ve ark., 2016) tespit 

edilmiştir(Thalin ve ark., 2018). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Çalışmada Anabilim Dalı arşivinden 30 adet köpek yumuşak doku tümörü 

bloğu kullanıldı (Tablo 3.1) ve örnekler normal ve lizinli lamlara alındı. Tümörlerin 

histolojik klasifikasyonları yapıldı (Hendrick, 1998; Gross ve ark., 2005; Avallone ve 

ark., 2007). Buna göre tümörler fibröz doku tümörleri, yağ doku tümörleri, kas doku 

tümörleri, damar tümörleri, periferal sinir kılıf tümörleri ve damar duvarı tümörleri 

şeklinde sınıflandırıldı. Ayrıca tümörler benign ve malign olarak sınıflandırıldı. 

Malign tümörlerin histolojik derecelendirmesi (grading) için tümör farklılaşması, 

mitotik skor ve tümör nekroz skorları değerlendirilerek nihai tümör derecesi ortaya 

konuldu. 
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Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan olgulara ait bilgiler 

No Tür Irk Cinsiyet Yaş Yerleşim Yeni Tanı 

1.  Köpek Melez Erkek 15 - Fibrom 

2.  Köpek Melez Dişi 14 Meme Fibrom 

3.  Köpek Kopay Erkek 6 Kalça Fibrom 

4.  Köpek Kopay Erkek 6 Kalça Fibrom 

5.  Köpek Rus finosu Erkek 10 Diş eti Fibrom 

6.  Köpek - - - - Fibrom 

7.  Köpek Melez Dişi 11 Vagina Leyomiyom 

8.  Köpek Terrier Dişi 16 Vagina Leyomiyom 

9.  Köpek Melez - 1.5 - Fibromikzosarkom 

10.  Köpek Golden 

Retriever 

Erkek 10 - Fibromikzosarkom 

11.  Köpek Golden 

Retriever 

Erkek 5.5 Boyun Fibrosarkom 

12.  Köpek Rottweiler Erkek 4 Alt dudak, sağ 

ön kol 

Fibrosarkom 

13.  Köpek Alman 

Çoban 

Köpeği 

Erkek 6 Diş eti Fibrosarkom 

14.  Köpek Setter Erkek 3 Sol ön bacak Fibrosarkom 

15.  Köpek Terrier Dişi 12 İntratorakal Fibrosarkom 

16.  Köpek Melez Dişi 6 Larinks Hemangiosarkom 

17.  Köpek Melez Dişi 7 Karın kası Liposarkom 

18.  Köpek Husky Dişi 7 Kuyruk kökü 

sokumundan  

Liposarkom 

19.  Köpek Rottweiler Erkek 7 Bacak ve sırt 

bölgesi  

Malignant Fibroz 

Histiyositom 

20.  Köpek Golden 

Retriever 

Dişi 9 Sol skapular 

bölge 

Mikzosarkom 

21.  Köpek Melez Dişi 17 Koltuk altı  Mikzosarkom 

22.  Köpek Melez - - Perianal bölge PDT 

23.  Köpek Husky Erkek 5 Parmak arası  PDT 

24.  Köpek Alman 

Çoban 

Köpeği 

Erkek 13 Skapula arkası PDT 

25.  Köpek Terrier Erkek 12 Perianal bölge PSKT 

26.  Köpek Husky Dişi 15 Tarsal bölge PSKT 

27.  Köpek Melez - - Ağız kenarı PSKT 

28.  Köpek Melez Erkek 6 Alt gözkapağı Andiferensiye 

Sarkom 

29.  Köpek Melez Erkek 13 Dalak Andiferensiye 

Sarkom 

30.  Köpek Melez Dişi 12 Femur laterali  Andiferensiye 

Sarkom 
PDT: Perivasküler duvar tümörü; PSKT: Periferal sinir kılıf tümörü 
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Tümör örneklerinde nötrofil hücre dışı tuzakları (NET'ler) tespit etmek 

amacıyla, cith3 (sitrülline histon-3) ve myeloperoksidaz (MPO) antikorlarıyla boyama 

işlemleri gerçekleştirildi. Bu süreçte, her iki antikoru aynı tümör kesitlerinde 

gözlemlemek için belirli bir yöntem izlendi, bu yöntem daha önceki çalışmalardan 

(Ezaki, 2000; Glass ve ark., 2009) esinlenerek modifiye edildi. İlk adımda, IHC 

boyama için parafin bloklarından alınan kesitler lizin kaplı lamellere yerleştirildi ve 

120 °C'de 15 dakika süreyle sitrat tampon (pH: 6) içinde otoklavda inkübe edildi. Hazır 

immunohistokimya kiti (ImmPRESS® Excel Amplified Polymer Staining Kit, Anti-

Rabbit IgG, Peroxidase, MP-7601, Vector Lab) ile cith3 antikoru (anti-histone H3, 

STJ11100254, St. John’s Laboratory, 1:100 oranında) bir gece boyunca uygulandı. 3-

Amino-9-Ethylcarbazole (AEC, Thermo Scientific, TA-125-SA) kromojen 

kullanılarak boyanan kesitler, su bazlı yapıştırıcı ile sabitlendi ve mikroskop altında 

belirlenen koordinatlardan 20x büyütmeyle fotoğraflar çekildi. Fotoğraf çekimi 

sonrası lamelleri ayırmak için kesitler distile suya batırıldı ve AEC'nin soldurulması 

için sırasıyla %70, %95, %70 etil alkol ve distile sudan geçirildi. Daha sonra, daha 

önce bağlanan antikorları çıkarmak ve antijenleri tekrar ortaya çıkarmak için dokular, 

tekrar sitrat tampon (pH: 6) içinde mikrodalga fırında 2x5 dakika kaynatıldı. İkinci 

aşama bloklama için, %2,5 normal at serumu (Vectorlab) ile inkübe edildi ve fazlalığı 

alındıktan sonra MPO antikoru (anti-myeloperoxidase, STJA0005000, St. John’s 

Laboratory, 1:500 oranında) bir gece boyunca uygulandı. AEC ile yeniden boyanan 

kesitler su bazlı yapıştırıcı ile sabitlendi ve daha önce çekilen fotoğrafların 

koordinatlarına göre tekrar fotoğraflar çekildi. Ardından lamellerin ayrılması ve 

AEC'nin soldurulması için yalnızca distile su ve alkol serilerinden geçirildi. Mayer 

hematoksilen (Mayer hemalum, 109249, Merck) ile 12 saniye çekirdek boyaması 

yapıldıktan sonra, preparatlar entellan ile sabitlenerek aynı koordinatlardan yeniden 

fotoğraflandı. 

3.1. Semi-Kantitatif Değerlendirme 

Farklılaşma için, normal yetişkin mezenkimal dokuya benzerlik gösteren 

tümörler skor 1, farklılaşma zayıf olmakla birlikte histolojik tiplendirmesi yapılabilen 

tümörler skor 2, tiplendirmesi yapılamayan indiferensiye sarkomlar ise skor 3 olarak 

değerlendirildi. Mitotik skor için 10 adet yüksek büyütme (400x) alanında 0-9 mitoz 
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skor 1, 10-19 mitoz skor 2, >19 mitoz ise skor 3 olarak değerlendirildi. Son olarak 

tümör nekroz skoru için, nekroz yok ise skor 0, nekroz < %50 ise skor 1, nekroz > %50 

ise skor 2 olarak değerlendirildi. Ardından bu üç parametre için elde edilen skorlar 

toplanarak nihai tümör derecesi belirlendi. Buna göre, toplam skor 3 veya altında ise 

tümör derecesi I, 4-5 ise derece II, 6 veya daha yüksek ise derece III olarak belirlendi 

(Trojani ve ark., 1984; Dennis ve ark., 2011). 

Tümör dokularında NET’ler, üç ayrı 20x büyütme alanında incelenerek sayıldı. 

Bu alanlardaki nötrofil yoğunluğu, 0 ile 4 arasında değerlendirilerek skorlandı. NET 

seviyelerinin tespiti için, cith3 ve MPO'nun her ikisinin de pozitif olduğu alanlar ile 

yalnızca cith3 pozitifliği gösteren ve parçalı çekirdekli hücreler dikkate alındı. Bu 

hücrelerin eozinofillerle karışmaması için, hematoksilen-eozin boyalı kesitler 

incelenerek eozinofil olmadıkları teyit edildi. Bu sayede NET'lerin her tümör 

örneğinde doğru şekilde belirlenmesi amaçlandı. 

3.2. Yalancı Floresan Görüntü Oluşturma 

Hem cith3 hem de MPO pozitifliklerinin aynı alanda gösterilmesi için aynı 

koordinatlardan kontrollü şekilde çekilen resimler Photoshop programında (Photoshop 

CS4 Version 11.0) hematoksilen-eozin kesit zeminde olacak şekilde “dublicate layer” 

seçeneği kullanılarak üst üste getirildi. Ardından “difference” modu altında katmanlar 

hafif şekilde hareket ettirilerek tam olarak hücrelerin üst üste gelmesi sağlandı. Cith3 

ve MPO boyalı kesitler için “blending mode” bölümünde “difference” modu seçilerek 

farklı boyanmların kırmızı ve yeşil renge boyanması sağlandı. Ardından katmanlar 

birleştirildi ve zeminin karartılması amacıyla “color replace” seçeneği kullanıldı. Son 

olarak da zeminin daha belirgin bir siyahlık almasını sağlamak amacıyla resim 

kontrastı artırıldı ve “yalancı floresan” görüntüler oluşturuldu. 

3.3. İstatistiksel Analiz 

Araştırmada toplanan verilerin normal dağılımı olup olmadığını anlamak için 

Ryan-Joiner normalite testi kullanıldı. Benign ve malign tümörler arasındaki NET 

skorlarını değerlendirmek için ikili T testi kullanıldı. Tümör derecelerine göre NET 
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skorlarının karşılaştırılması amacıyla, One Way Anova Posthoc Tukey testi uygulandı. 

Bunun yanı sıra, nötrofil ve NET skorlarının tümörün mitoz, tümör diferensiyasyonu 

ve nekroz gibi özellikleriyle olan ilişkisini ve aynı zamanda tümör derecesiyle 

ilişkisini incelemek için Pearson korelasyon analizi yapıldı. Bu analizde "r" değeri, 0 

ile 0,3 arasında önemsiz, 0,3 ile 0,5 arasında düşük, 0,5 ile 0,7 arasında orta, 0,7 ile 0,9 

arasında yüksek, 0,9 ile 1 arasında ise çok yüksek korelasyon olarak değerlendirildi 

(Hinkle ve ark., 2003; Mukaka, 2012). 
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4. BULGULAR 

4.1. Histopatolojik Bulgular 

Çalışmada kullanılan olguların tanıları fibrom (n=6), leyomiyom (n=2), 

fibromikzosarkom (n=2), fibrosarkom (n=5), hemangiosarkom (n=1), liposarkom 

(n=2), malignant fibröz histiyositom (n=1), mikzosarkom (n=2), perivasküler duvar 

tümörü (PDT) (n=3), periferal sinir kılıf tümörü (n=3) ve andiferensiye sarkom (n=3) 

şeklinde belirlendi.  

Benign tümörlerin histopatolojik analizinde, fibrom teşhisi alan örneklerde, 

benign karakteristikler gösteren, tipik mekik şeklli ve çekirdekleri birörneklik gösteren 

fibroblast artışları göze çarptı (Şekil 4.1). Leyomiyom tanısı konmuş örneklerde ise, 

benign nitelikler taşıyan ve belirgin pembe renkle boyanan myosit artışları belirlendi 

(Şekil 4.2).  

Malign tümörlerin histopatolojik değerlendirmesinde, fibromikzosarkom tanısı 

alan örneklerde malignite gösteren mekik şekilli hücre proliferasyonlarının farklı 

yönlere doğru uzantılar sergilediği ve mikzoid bölgelerin yanı sıra, solid fibrosarkom 

alanlarının da varlığı gözlendi (Şekil 4.3 ve Şekil 4.4). Tümör dereceleri bir olgu için 

2 ve diğeri için ise 3 olarak belirlendi. 



26 

 

 

Şekil 4.1. Fibrom olgusunda birörneklik gösteren çekirdek yapısına sahip bağ doku 

proliferasyonu. H&E. Bar: 50 µm. 

 

Şekil 4.2. Leyomiyom olgusunda benign özellikler sergileyen ve belirgin eozinofilik 

sitoplazmaya sahip kas doku proliferasyonu. H&E. Bar: 50 µm. 
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Şekil 4.3. Fibromikzosarkom olgusunda sitoplazmik mikzomatöz oluşumlar 

sergileyen ve malignite bulguları gösteren neoplastik proliferasyonlar. H&E. Bar: 50 

µm. 

 

Şekil 4.4. Fibromikzosarkom olgusunda belirgin atipi sergileyen fibrosarkom alanı ve 

yoğun nötrofil infiltrasyonları (oklar). H&E. Bar: 100 µm. 
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Fibrosarkom tanısı alan örneklerde, belirgin hücre boyutu ve çekirdek boyutu 

farklılıkları, çok çekirdekli yapılar ve sık mitotik figürler içeren, mekik biçimli 

neoplastik artışlar tespit edildi (Şekil 4.5-4.7). Olguların ikisinde tümör derecesi 1, 

ikisinde 2 ve birinde ise 3 olarak belirlendi. 

 

Şekil 4.5. Fibrosarkom olgusunda malign özellikler sergileyen ve farklı yönlere 

uzantılar gösteren neoplastik proliferasyonlar. H&E. Bar: 50 µm. 
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Şekil 4.6. Fibrosarkom olgusunda belirgin eozinofilik sitoplazmaya sahip ve malign 

özellikler sergileyen neoplazi alanı ve tümör dokusu içerisinde dağınık olarak 

gözlenen nötrofiller (oklar). H&E. Bar: 50 µm. 

 

Şekil 4.7. Fibrosarkom olgusunda yüksek hücresellik ve belirgin malign özellikler 

sergileyen, yüksek vaskülarize tümör dokusu. H&E. Bar: 50 µm. 
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Hemangiosarkom tanılı olguda solid alanlar şeklide ve çoğunlukla da içlerinde 

az miktarda eritrosit bulunan lümenler oluşturma eğiliminde mekik şekilli, belirgin 

eozinofilik sitoplazmalı, orta dereceli anizokaryozis sergileyen ve genellikle merkezi 

tek bir çekirdekçiğe sahip neoplastik hücre proliferasyonları gözlendi (Şekil 4.8). Bu 

tümörün derecesi ise 2 olarak belirlendi. 

 

Şekil 4.8. Hemangiosarkom olgusunda damar lümeni oluşturma eğilimi sergileyen, 

belirgin eozinofilik sitoplazmaya sahip endotelyal proliferasyonlar. H&E. Bar: 50 µm. 

Liposarkom tanısı konmuş vakalarda ise, belirgin malignite işaretleri gösteren 

ve çok sayıda sitoplazmik vakuoller içeren neoplastik artışlar tespit edildi (Şekil 4.9 

ve 4.10). Tümör derecesi her iki olguda da 2 olarak belirlendi.  
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Şekil 4.9. Çok sayıda intrasitoplazmik vakuollere sahip ve yer yer belirgin 

anizokaryozis gösteren çekirdek yapısına sahip proliferasyonlar. H&E. Bar: 50 µm. 

 

Şekil 4.10. Çok sayıda intrasitoplazmik vakuoller içeren ve belirgin malign çekirdek 

malignite özellikleri sergileyen neoplazi alanı. H&E. Bar: 50 µm. 

Malignant fibröz histiyositom olgusunda, çoğunlukla mekik şekilli ve belirgin 

anaplazi gösteren neoplastik mezenkimal hücre proliferasyonlarına rastlandı. Bu 
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hücreler arasında ise çok sayıda ve çok çekirdeklilik sergileyen dev hücre oluşumları 

dikkati çekti (Şekil 4.11). Tümör derecesinin ise 3 olduğu belirlendi.  

 

Şekil 4.11. Malignant fibröz histiyositom olgusunda belirgin bağ doku üremeleri ile 

birlikte çok çekirdekli dev hücrelerinin görünümü (oklar). H&E. Bar: 50 µm. 

Mikzosarkom tanısı alan örneklerde, belirgin çekirdek boyutu farklılıkları 

gösteren, geniş müsinöz maddeli sitoplazmalara sahip, mekik şeklinde 

proliferasyonlar gözlemlendi (Şekil 4.12 ve 4.13). Tümör derecesi bir olguda 2, 

diğerinde ise 3 olarak belirlendi.  
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Şekil 4.12. Mikzosarkom olgusunda belirgin mikzomatöz sitoplazmik vakuoller içeren 

ve anizokaryozis sergileyen mezenkimal hücre proliferasyonları. H&E. Bar: 50 µm. 

 

Şekil 4.13. Mikzosarkom olgusunda yüksek hücresellik ve malignite bulguları 

sergileyen tümör alanı. H&E. Bar: 50 µm. 

PDT tanılı vakalarda, merkezi damarlar çevresinde spiral şekilde çoğalan 

neoplastik hücreler fark edildi. Bir olguda hücre sitoplazmalarının belirgin mikzoid 
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görünümde olduğu dikkati çekti ve tümör derecesi bu olguda 3 olarak belirlendi (Şekil 

4.14). Diğer bir olguda ise hücrelerin genellikle hafif malignite bulguları sergilediği 

ve tümör derecesinin 1 olduğu belirlendi (Şekil 4.15). Diğer olguda ise hücreselliğin 

ve malignite bulgularının daha belirgin olduğu ve tümör derecesinin 3 olduğu tespit 

edildi (Şekil 4.16).  

 

Şekil 4.14. PDT olgusunda yer yer belirgin mikzoid görünüme sahip (yıldız) ve damar 

çevresinde çoğalmalar gösteren neoplazi alanı. H&E. Bar: 50 µm. 
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Şekil 4.15. PDT olgusunda damar yapıları çevresinde girdap benzeri şekilde 

proliferasyon gösteren ve düşük malignite özelliklerine sahip tümör alanı. H&E. Bar: 

50 µm. 

 

Şekil 4.16. PDT olgusunda damar çevrelerinde helezon yapıları sergileyen ve belirgin 

malignite özelliklerine sahip neoplazi alanı. H&E. Bar: 50 µm. 

Malign PSKT tanısı alan iki örnekte çok sayıda belirgin helezoni yapılar dikkat 

çekti; bu yapıların merkezlerinde damar yapıları bulunmuyordu (Şekil 4.17). Bu 
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olgular için tümör derecesi 1 ve 2 olarak belirlendi. Diğer vakada ise, iç içe geçmiş 

demetler ve belirgin yarıklanmalar içeren, Antoni A ve B tipi patern sergileyen mekik 

biçimli neoplastik artışlar gözlendi (Şekil 4.18). Bu olguda ise tümör derecesi 1 olarak 

belirlendi.  

 

Şekil 4.17. PSKT olgusunda girdap benzeri yapı ile belirgin malignite bulguları 

sergileyen neoplazi alanı. H&E. Bar: 50 µm. 
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Şekil 4.18. PSKT olgusunda Antoni A tipi patern sergileyen neoplastik görünüm 

(oklar). H&E. Bar: 50 µm. 

Andiferensiye sarkom vakalarında, az farklılaşmış, genellikle mekik biçimli, 

pleomorfik, çekirdek boyutu farklılıkları gösteren ve bol mitotik figür içeren solid 

üremeler saptandı (Şekil 4.19 ve 4.20). 
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Şekil 4.19. Andiferensiye sarkom olgusunda zayıf diferensiyasyon sergileyen ve 

belirgin malinite özelliklerine sahip mezenkimal proliferasyonlar. H&E. Bar: 50 µm. 

 

Şekil 4.20. Andiferensiye sarkom olgusunda belirgin malign özelliklere sahip, 

düzensiz anaplastik görünümde tümör alanı. H&E. Bar: 50 µm. 
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4.2. İmmunohistokimyasal Bulgular 

NET’ler açısından yapılan incelemelerde; fibrom tanılı olgulardan yalnızca bir 

tanesinde skor 1 iken, diğer beş olguda 0 olarak belirlendi. Leyomiyom tanılı 

olgulardan birisinde skor 0 iken, diğerinde 1 olarak belirlendi. Fibromikzosarkom 

olgularından birisinde skor 1 iken, diğerinde 4 olarak; fibrosarkom olgularından 

ikisinde skor 0, birisinde skor 1 ve ikisinde ise skor 2 olarak belirlendi. 

Hemangiosarkom olgusunda skorun 3 olduğu görüldü. Liposarkom olgularında skor 0 

olarak, malignant fibröz histiyositom olgusunda ise 2 olarak belirlendi. Mikzosarkom 

olgularından birinde skor 0, diğerinde 2 olarak tespit edildi. PDT olgularının ikisinde 

skor 0, birisinde ise 3 olarak belirlendi. PSKT olgularında ise bir olguda skor 0, 

diğerlerinde ise 1 olarak belirlenirken, andiferensiye sarkom olgularının hepsinde skor 

0 olarak belirlendi. Tümörlerde NET skorları ve histolojik derecelendirme skorlarına 

ait bilgiler Tablo 4.1’de sunulmuştur.  
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Tablo 4.1. Olgulara ait tanılar ve skorlar 

Yeni Tanı NET  Mitoz Diferensiyasyon Nekroz Derece  

Fibrom 0 - - - -  

Fibrom 0 - - - -  

Fibrom 0 - - - -  

Fibrom 1 - - - -  

Fibrom 0 - - - -  

Fibrom 0 - - - -  

Leyomiyom 0 - - - -  

Leyomiyom 1 - - - -  

Fibromikzosarkom 1 1 2 1 2  

Fibromikzosarkom 4 2 3 1 3  

Fibrosarkom 0 1 2 1 2  

Fibrosarkom 2 2 1 0 1  

Fibrosarkom 1 1 1 1 1  

Fibrosarkom 0 1 2 1 2  

Fibrosarkom 2 3 2 1 3  

Hemangiosarkom 3 1 3 0 2  

Liposarkom 0 1 2 1 2  

Liposarkom 0 1 2 1 2  

Malignant Fibroz 

Histiyositom 

2 3 3 2 3  

Mikzosarkom 0 3 1 1 2  

Mikzosarkom 2 2 2 2 3  

PDT 0 3 2 1 3  

PDT 0 1 2 0 1  

PDT 3 1 3 2 3  

PSKT 0 1 2 0 1  

PSKT 1 1 2 1 2  

PSKT 1 1 2 0 1  

Andiferensiye 

sarkom 

0 3 3 0 3  

Andiferensiye 

Sarkom 

0 2 3 1 3  

Andiferensiye 

Sarkom 

0 2 3 1 3  

İmmunohistokimyasal boyamalara ait görüntüler ile bunların renklendirmesi 

ve birleştirilmesi sonrası elde edilen fotoğraflar Şekil 4.21-4.26’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.21. Fibromikzosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC 

kromojen) ile hematoksilen boyalı zeminde birleştirilmiş (CitH3-MPO) ve 

renklendirilmiş görünüm ve yalancı immun floresan görünümünde ortak pozitiflik 

veren hücreler (oklar). Bar: 20µm.  
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Şekil 4.22. Hemangiosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) 

ile hematoksilen boyalı zeminde birleştirilmiş (CitH3-MPO) ve renklendirilmiş 

görünüm ve yalancı immun floresan görünümünde ortak pozitiflik veren hücreler 

(oklar). Bar: 50µm. 
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Şekil 4.23. Malignant fibröz histiyositom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri 

(AEC kromojen) ile hematoksilen boyalı zeminde birleştirilmiş (CitH3-MPO) ve 

renklendirilmiş görünüm ve yalancı immun floresan görünümünde ortak pozitiflik 

veren hücreler (oklar). Bar: 50µm. 
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Şekil 4.24. Mikzosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) ile 

hematoksilen boyalı zeminde birleştirilmiş (CitH3-MPO) ve renklendirilmiş görünüm 

ve yalancı immun floresan görünümünde ortak pozitiflik veren hücreler (oklar). Bar: 

50µm. 
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Şekil 4.25. PDT olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) ile 

hematoksilen boyalı zeminde birleştirilmiş (CitH3-MPO) ve renklendirilmiş görünüm 

ve yalancı immun floresan görünümünde ortak pozitiflik veren hücreler (oklar). Bar: 

50µm. 
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Şekil 4.26. PDT olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) ile 

hematoksilen boyalı zeminde birleştirilmiş (CitH3-MPO) ve renklendirilmiş görünüm 

ve yalancı immun floresan görünümünde ortak pozitiflik veren hücreler (oklar). Bar: 

50µm. 

4.3. İstatistiksel Analiz Sonuçları 

Benign ve malign tümörlerdeki NET karşılaştırması amacıyla yapılan ikili T 

testi sonuucunda, malign tümörlerde NET skorunun benign olanlara göre anlamlı 

derecede yüksek olduğu belirlendi (P = 0,023).  

Tablo 4.2. NET skorlarının benign ve malign tümörlerde karşılaştırılması 

Tümör NET 

Benign 0,250 ± 0,164 

Malign 1,000 ± 0,263 

Tümör derecesine göre olgular gruplandırıldı ve gruplardaki verilerin normal 

dağılım gösterdiği belirlendi. Ardından One-way-Anova testi Tukey analizi ile gruplar 

arasında istatistiksel karşılaştırma yapıldı ve NET açısından derece III tümörlerde 

derece I ve II tümörlere göre sayısal bir yükseklik olmakla birlikte anlamlı bir farklılık 
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bulunmadığı görüldü (P = 0,379). İstatistiksel verilere ait bilgiler Tablo 4.2.’de 

sunulmuştur. 

Tablo 4.3. Nekroz, nötrofil ve NET skorlarının tümör derecesine göre karşılaştırılması  

Tümör Derecesi NET 

Derece I 0,800 ± 0,374 

Derece II 0,625 ± 0,375 

Derece III 1,444 ± 0,503 

NET ile mitoz, diferensiyasyon, nekroz ve tümör derecesi arasındaki ilişkiye 

yönelik olarak yapılan Pearson korelasyon analizinde, NET ile tümör derecesi 

arasındaki korelasyonun önemsiz (r = 0,277) olduğu belirlendi. Benzer şekilde mitoz, 

diferensiyasyon ve nekroz ile NET arasında da korelasyon önemsiz olarak bulundu. 

İstatistiksel sonuçlara ait veriler Tablo 4.3.’te sunulmuştur.  

Tablo 4.4. Pearson korelasyon analizi sonuçları. 

  NET Mitoz Diferensiyasyon Derece 

Mitoz r değeri 

p değeri 

0,046 

0,839 

   

Diferensiyasyon r değeri 

p değeri 

0,290 

0,190 

0,109 

0,630 

  

Nekroz r değeri 

p değeri 

0,241 

0,279 

0,182 

0,419 

0,173 

0,441 

 

Derece r değeri 

p değeri 

0,243 

0,277 

0,591 

0,004 

0,656 

0,001 

0,613 

0,002 
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5. TARTIŞMA 

Nötrofiller, antimikrobiyal aktivitelerini uygulamak için fagositoz ve 

degranülasyonun yanı sıra NET olarak adlandırılan hücre dışı ağ benzeri yapıların 

salınmasını içeren netosis olayını gerçekleştirir (Papayannopoulos, 2018; Burgener ve 

Schroder, 2020; Ronchetti ve ark., 2021). NET'ler, patojenleri yakalamak ve öldürmek 

için salınan antimikrobiyal enzimleri ve histonları içeren nükleer veya mitokondriyal 

DNA liflerinden yapılmış ağ benzeri yapılardır (Pruchniak ve Demkow, 2019; 

Kaltenmeier ve ark., 2021). NET'ler, histonlar ve antimikrobiyal proteinlerle 

kaplanmış yoğunlaştırılmış kromatin filamentlerinden oluşur (Yipp ve Kubes, 2013; 

Ronchetti ve ark., 2021). NET'lerde nötrofil elastaz, miyeloperoksidaz, katepsin G, 

proteinaz 3, laktoferrin, jelatinaz, lizozim C, kalprotektin, nötrofil defensin ve 

katelisidin proteinleri bulunur (Korkmaz ve ark., 2008; Kwak ve ark., 2022). NET'ler, 

antimikrobiyal rollerinin yanı sıra hem patojenler hem de bağışıklık hücreleri için 

fiziksel bir bariyer oluştururlar (Manda-Handzlik ve ark., 2020; Kaltenmeier ve ark., 

2021). Çalışmamızda NET’lerin ortaya konulması için NET belirteci olarak yaygın 

olarak kullanılan sitrülline histon-3 (cith3) ve MPO kullanıldı. Farklı çalışmalarda 

NET gösterilmesi için MPO ve nötrofil elastaz bir arada ya da cith3 ile DNA boyaları 

ile birlikte kullanılmıştır.  

Histone sitrülinasyonu ve NETosis sürecindeki rolü, özellikle çeşitli 

hastalıklarla olan bağlantıları açısından immünolojide önemli bir çalışma alanıdır. 

Histone sitrülinasyonu, aktivasyon geçiren nötrofillerde gerçekleşen histon 

kuyruklarının modifikasyonunu içerir ve bu süreç, Neutrophil Ekstraselüler Tuzakları 

(NET'ler) gelişiminde hayati bir öneme sahiptir. NET'ler, patojenleri tuzağa düşürmek 

ve nötralize etmek için nötrofiller tarafından salınan dekondanse kromatin ve granüler 

proteinlerin ağlarıdır. NET oluşumu, arginin amino asidini sitrüline dönüştüren 

peptidil arginin deiminaz 4 (PAD4) enziminin aktivasyonu ile yakından ilişkilidir ve 

netozisin göstergesi olarak kabul edilir (Neeli ve ark., 2008; Leshner ve ark., 2012). 

PAD4 tarafından indüklenen histon sitrülinasyonu, çeşitli insan patolojileri için yeni 

bir biyomarker olarak ortaya çıkmaktadır. Ancak, fazla miktarda NET, inflamatuar 

yanıtlara ve doku hasarına yol açabilir. PAD4 aracılı NETosis süreci, bu zararlı 

etkilerle bağlantılıdır. Ayrıca, PAD4 ve histon sitrülinasyonu (H3Cit), otoimmünite, 
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kanser, tromboz ve hatta COVID-19 gibi hastalıklarla ilişkilendirilmiştir (Jorch ve 

Kubes, 2017; Papayannopoulos, 2018; Zuo ve ark., 2020). Myeloperoksidaz (MPO) 

da NETosis sürecinde önemli bir rol oynar. MPO, nötrofiller tarafından salınan ve 

DNA içeren yapılarda bulunan intraselüler faktörlerden biridir. NET'ler, enfeksiyon 

kontrolü, konakçı savunması ve trombozda merkezi bir role sahiptir (Borissoff ve ark., 

2013; Yalavarthi ve ark., 2015; Dyer ve ark., 2018). Bu bilgiler ışığında çalışmamızda 

belirtilen iki proteine yönelik inceleme yapıldı. Bir önceki çalışmamızda (Karaman, 

2023) aynı doku kesitinin CitH3 ile boyandıktan sonra soldurma ve antijen geri 

kazanma işleminden sonra yeniden MPO ile boyanma metodunu kullandık. Belirtilen 

bu metodu Glass ve ark. (2009) çalışmasında belirtilen yöntem olan asidik potasyum 

permanganat uygulamasına ek diğer bazı çalışmalarda kullanılan ısı etkisi ile antijen 

açığa çıkarma işlemini de ekleyerek gerçekleştirdik (Ezaki, 2000). Bu iki yöntemin bir 

arada kullanımının antikor çözdürmede başarılı sonuç verdiğini çalışmamızda da 

doğruladık. Fakat bu çalışmamızda asidik potasyum permanganat uygulamasını 

kaldırarak yalnızca sitrat tampon içerisinde ısı etkisiyle yeniden antijen kazandırma 

işlemi uygulandı ve bu yöntemin de tek başına önceki antikor bağlanmalarını başarılı 

bir şekilde ortadan kaldırdığı görüldü.  

Soldurma ve tekrar boyama metodu ile dokularda dökülmelerin yaşanması 

ihtimali mevcuttur, ayrıca aynı bölgeden resimlerin alınması işlemleri çift 

immunohistokimya ya da immunfloresan yöntemlerine göre daha zahmetlidir. 

Bununla beraber bu çalışmada doku dökülmelerinin minimum düzeyde olduğu ve 

genel olarak doku bütünlüğünün son hematoksilen boyalı preparatlara kadar iyi bir 

şekilde korunduğu görülmüştür. Bir önceki çalışmamızda uygulanan asidik potasyum 

permanganat uygulamasının kaldırılmasıyla da bu dökülmelerin daha da azaldığı 

düşünülmüştür.  Bu yöntemin uygulanabilirliği çok sayıda antikor kullanılarak da daha 

önce doğrulanmıştır ve 12 farklı boyamaya kadar aynı kesitlere farklı antikorların 

uygulandığı bildirilmiştir (Tsujikawa ve ark., 2017). Daha önce de gösterildiği gibi bu 

yöntemin çok sayıda antikor kullanılarak da gerçekleştirilmesi, floresan boyamaların 

problemli olduğu özellikle de formalin tespitli parafin blok kesitleri için oldukça 

kullanışlı bir yöntem olarak görünmektedir. 
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Kanser ve bağışıklık sistemi arasındaki ilişki karmaşıktır. Kanser hücreleri, 

inflamasyon yoluyla tümörün gelişmesini ve yayılmasını hızlandırır ve bu süreçte 

bağışıklık sisteminden kaçmayı başarır (Hanahan ve Weinberg, 2011). Tümörlerin 

çevresinde bulunan bağışıklık hücreleri, tümörün büyümesi, yayılması ve tedaviye 

verilen yanıtta önemli rol oynar (Ja ve Dt, 2015; Galdiero ve ark., 2016; Binnewies ve 

ark., 2018). Özellikle nötrofiller, tümör mikroçevresinde önemli bir rol üstlenir. Bu 

hücreler, tümör tarafından salınan belirli kimyasallar tarafından tümöre çekilir (Negus 

ve ark., 1997). Nötrofiller, iki tipe ayrılır: N1 ve N2. N1 tipi nötrofiller, antikor bağımlı 

hücre öldürme ve T hücre aktivasyonu yoluyla tümöre karşı etkilidir, buna karşın N2 

tipi nötrofiller, bağışıklık sisteminin tümörle savaşmasını engeller (Fridlender ve ark., 

2009; Brandau ve ark., 2013; Coffelt ve ark., 2015). Tümörle ilişkili nötrofiller, 

tümörün gelişmesine katkıda bulunabilir. Bu, kan damarlarının oluşumunu teşvik 

etmek, hücre dışı matriksin yıkılmasını artırmak ve bağışıklık sistemini baskılamak 

gibi yollarla olabilir (De Larco ve ark., 2004; Nozawa ve ark., 2006; Youn ve 

Gabrilovich, 2010). Bunun yanı sıra, bu hücrelerin tümöre karşı etkili olabileceği de 

bilinmektedir. Bu, doğrudan hücre öldürme, hücre aracılı öldürme ve T hücrelerini 

aktive etme yoluyla gerçekleşir (Dissemond ve ark., 2003; Fridlender ve ark., 2009; 

Guettinger ve ark., 2010; Hubert ve ark., 2011). İnsanlarda, bazı kanser türlerinde 

(örneğin hepatoselüler karsinom, bronkoalveoler karsinom, kolorektal karsinom, baş 

ve boyun kanserleri) nötrofil varlığının zayıf bir prognozla ilişkili olduğu 

gözlemlenmiştir (Wislez ve ark., 2003; Jensen ve ark., 2009; Kuang ve ark., 2011; 

Trellakis ve ark., 2011; Rao ve ark., 2012). Ancak, mide kanseri gibi bazı diğer 

türlerde, nötrofillerin varlığı daha iyi bir prognozla ilişkili olabilir (Caruso ve ark., 

2002). Bu, kanser türüne ve bağışıklık sisteminin durumuna göre değişkenlik gösterir.  

Köpek yumuşak tümörlerinde yapılan bir çalışmamızda nötrofillerin 

maligniteyle ilişkili olmadığı fakat makrofaj infiltrasyonlarının artmasında rol 

oynayabileceği rapor edilmiştir (Savaş ve İpek, 2021). Köpek meme tümörlerinde 

NET varlığını aynı metotla incelediğimiz bir çalışmamızda ise (Karaman, 2023) 

NET’lerle tümör derecesi arasında düşük dereceli negatif bir korelasyon (r = -0,361) 

gözlenmiştir. Mevcut çalışmamızda ise NET’lerin benign tümörlere kıyasla yumuşak 

doku sarkomlarında anlamlı derecede yüksek olduğu görülmüştür. Yine sarkomların 
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histolojik derecelendirmeleri temel alındığında NET varlığının derece III tümörlerde 

sayısal olarak yüksek olduğu fakat bu farklılığın derece I ve II tümörlere kıyasla 

anlamlı olmadığı görülmüştür. Ek olarak, NET skorlarının sarkomlarda nekroz, 

diferensiyasyon, mitoz ve tümör derecesi ile anlamsız bir korelasyonu olduğu da 

gözlenmiştir.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Tümör kaynaklı NET oluşumunun, tümör hücrelerinin çoğalmasına yardımcı 

olduğu, tümöre izin veren bir ortama katkıda bulunduğu, sistemik enfeksiyon 

varlığında tümör ilerlemesini şiddetlendirdiği ve ayrıca kanserle ilişkili trombozu 

teşvik ettiği gösterilmiştir. Ayrıca NET'ler, tümör hücresi mobilizasyonundaki rolleri, 

dolaşımdaki tümör hücresi yapışması ve metastatik büyümeyi teşvik etme rolleri ile 

metastatik yeteneği güçlendirir. Netosis hakkındaki mevcut çalışmalara göre, 

NET'lerin kanser ilerlemesinin birçok adımında rol oynadığı sonucuna varılmaktadır 

ancak birçok önemli fonksiyonel detay hala açıklanmayı beklemektedir. Köpek 

yumuşak doku sarkomlarında nötrofil hücre dışı tuzaklarıyla ilgili yapılmış bir 

araştırmaya rastlanmamıştır. Bu yönüyle bu tez çalışmasının, köpeklerin yumuşak 

doku sarkomlarına yönelik daha spesifik ve çok sayıda örnek ile NET temelli 

biyobelirteç kullanımının ve NET hedefli tedavi stratejilerinin geliştirilmesine yönelik 

yapılacak yeni çalışmaların önünü açması beklenmektedir. 
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