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SEKIiLLER

Fibrom olgusunda birdrneklik gosteren ¢ekirdek yapisina sahip
bag doku proliferasyonu

Leyomiyom olgusunda benign 6zellikler sergileyen ve belirgin
eozinofilik sitoplazmaya sahip kas doku proliferasyonu
Fibromikzosarkom olgusunda sitoplazmik mikzomatdz olusumlar
sergileyen ve malignite bulgular1 gosteren neoplastik
proliferasyonlar

Fibromikzosarko olgusunda belirgin atipi sergileyen fibrosarkom
alan1 ve yogun nétrofil infiltrasyonlar

Fibrosarkom olgusunda malign 6zellikler sergileyen ve farklhi
yonlere uzantilar gosteren neoplastik proliferasyonlar
Fibrosarkom olgusunda belirgin eozinofilik sitoplazmaya sahip
ve malign ozellikler sergileyen neoplazi alant ve tiimor dokusu
icerisinde daginik olarak gozlenen notrofiller

Fibrosarkom olgusunda yiiksek hiicresellik ve belirgin malign
ozellikler sergileyen, yiiksek vaskiilarize timor dokusu
Hemangiosarkom olgusunda damar liimeni olusturma egilimi
sergileyen, belirgin eozinofilik sitoplazmaya sahip endotelyal
proliferasyonlar ile yogun mononiikleer yangisal hiicre
infiltrasyonu

Cok sayida intrasitoplazmik vakuollere sahip ve yer yer belirgin
anizokaryozis gosteren ¢ekirdek yapisina sahip proliferasyonlar

Cok sayida intrasitoplazmik vakuoller igeren ve belirgin malign
cekirdek malignite 6zellikleri sergileyen neoplazi alani

Malignant fibroz histiyositom olgusunda belirgin bag doku
iiremeleri ile birlikte ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerinin goriiniimii
Mikzosarkom olgusunda belirgin mikzomatéz sitoplazmik
vakuoller igeren ve anizokaryozis sergileyen mezenkimal hiicre
proliferasyonlari

Mikzosarkom olgusunda yiiksek hiicresellik ve malignite
bulgular sergileyen tiimdr alan

PDT olgusunda yer yer belirgin mikzoid goriiniime sahip ve
damar ¢evresinde ¢ogalmalar gosteren neoplazi alani

PDT olgusunda damar yapilar1 ¢evresinde girdap benzeri sekilde
proliferasyon gosteren ve diisiik malignite Ozelliklerine sahip
timor alant

PDT olgusunda damar ¢evrelerinde helezon yapilar sergileyen ve
belirgin malignite 6zelliklerine sahip neoplazi alani

PSKT olgusunda girdap benzeri yapi ile belirgin malignite
bulgular sergileyen neoplazi alani

PSKT olgusunda Antoni A tipi patern sergileyen neoplastik
gorunim
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Andiferensiye sarkom olgusunda zayif diferensiyasyon sergileyen
ve belirgin  malinite  Ozelliklerine  sahip  mezenkimal
proliferasyonlar

Andiferensiye sarkom olgusunda belirgin malign o6zelliklere
sahip, diizensiz anaplastik goriiniimde timor alani
Fibromikzosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC
kromojen) ile hematoksilen boyali1 zeminde birlestirilmis (CitH3-
MPO) ve renklendirilmis goriiniim ve yalanct immun floresan
goriinlimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler

Hemangiosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC
kromojen) ile hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-
MPO) ve renklendirilmis goriiniim ve yalanct immun floresan
goriinlimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler

Malignant fibréz histiyositom olgusunda CitH3 ve MPO
pozitiflikleri (AEC kromojen) ile hematoksilen boyali zeminde
birlestirilmis (CitH3-MPO) ve renklendirilmis goriiniim ve
yalanct immun floresan goriiniimiinde ortak pozitiflik veren
hiicreler

Mikzosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC
kromojen) ile hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-
MPO) ve renklendirilmis goriiniim ve yalanct immun floresan
goriiniimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler

PDT olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) ile
hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-MPO) ve
renklendirilmis  goriinim ve yalanci immun floresan
goriiniimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler

PDT olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) ile
hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-MPO) ve
renklendirilmis  goriinim ve yalanct immun floresan
goriiniimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler
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3-Amino-9-Ethylcarbazole
Antinétrofil sitoplazmik antikorlar
Sitotoksik T hiicreleri
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Hidrojen Peroksit

Yiiksek mobilite grup kutusu 1
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Interlokin 8
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OZET

Kopek Yumusak Doku Sarkomlarinda Noétrofil Hiicre Dis1 Tuzaklarinin Arastirilmast

Bu calismada kopek yumusak doku sarkomlarinda tiimor derecesi ile notrofil hiicre
dis1 tuzaklarinin (NET’ler) arasindaki iligkinin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla 30
adet yumusak doku tiimorii blogu kullanildi. Olgularin histopatolojik klasifikasyonun
ardindan tiimorler fibréz doku tiimorleri, yag doku tiimorleri, kas doku tiimorleri,
damar ttimorleri, periferal sinir kilif tiimorleri ve damar duvari tiimorleri seklinde
simiflandirildi. Ayrica tiimorler benign ve malign olarak siniflandirildi. Timor
dokusunda NET’lerin ortaya konulmasi icin sitriilline histon-3 (cith3) ve
myeloperoksidaz antikorlar1 ile boyamalar yapildi. Boyamalar ayn1 kesitler {izerinde
soldurma ve tekrar boyama yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Ardindan boyanan
kesitler program ile renklendirilerek, iist iiste getirildi ve yalanct immun floresan
goriintiiler elde edildi. Tiim6r dokusunda NET ler cith3 pozitif alanlarin varligina gore
skorland1 ve tiimor derecesi ile karsilastirildi. Calismada kullanilan olgulara ait tanilar
fibrom, leyomiyom, fibromikzosarkom, fibrosarkom, hemangiosarkom, liposarkom,
malignant fibréz histiyositom, mikzosarkom, perivaskiiler duvar tiimorii, periferal
sinir kilif timorii ve andiferensiye sarkom seklindeydi. Tiimdr derecesine gore olgular
gruplandirildi ve ardindan gruplar arasinda istatistiksel karsilastirma yapildi ve NET
acisindan derece III tiimorlerde derece I ve II tlimorlere gore sayisal bir yiikseklik
olmakla birlikte anlamli bir farkliik bulunmadigi gorildi. NET ile mitoz,
diferensiyasyon, nekroz ve tiimor derecesi arasindaki iliskiye yonelik olarak yapilan
Pearson korelasyon analizinde, NET ile timor derecesi arasindaki korelasyonun
onemsiz (r = 0,277) oldugu belirlendi. Benzer sekilde mitoz, diferensiyasyon ve
nekroz ile NET arasinda da korelasyon 6nemsiz olarak bulundu. Calisma sonuglarina
gore NET’lerin benign tliimorlere kiyasla yumusak doku sarkomlarinda anlaml
derecede yliksek oldugu goriilmiistiir. Yine sarkomlarin histolojik derecelendirmeleri
temel alindiginda NET varliginin derece III tiimorlerde sayisal olarak yiiksek oldugu
fakat bu farkliligin derece I ve II tiimdrlere kiyasla anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Ek
olarak, NET skorlarinin sarkomlarda nekroz, diferensiyasyon, mitoz ve timor derecesi
ile anlamsiz bir korelasyonu oldugu da gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cift immunhistokimya, Hiicre dis1 tuzak, Kopek, Notrofil,
Yumusak doku sarkomu



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. GIRIS

Yumusak doku sarkomlari, biyolojik davranislari benzer ancak morfolojik
ozellikleri farkli olan bir tiimor grubunu ifade eder. Bu tiimorler hem insanlarda hem
de hayvanlarda meydana gelir ve ¢esitli tiimor tiplerini icerir. Bu tlimorlerin birgogu
kemiksiz bag dokusundan koken almaktadir. Visseral ve nonvisseral bolgelerde ortaya

¢ikabilir (MacEwen ve Withrow, 2001).

Yumusak doku sarkomlari, yumusak bag dokulardan kdken alan mezenkimal
neoplazmlardir. Viicudun herhangi bir anatomik bolgesinde meydana gelebilirler, en
sik deri ve deri alt1 dokularini igeren bolgelerde goriiliirler. Yumusak doku sarkomlari,
kopeklerin deri ve deri alt1 tiimdrlerinin toplaminin %8 ila 15'ini olusturur ve 6zellikle
orta yashdan yashya, orta ila biiyiik irklardan olan kopekler arasinda yaygindir
(Dobson ve ark., 2002; Liptak, 2007).

Bu tiimdrler histolojik goriiniim agisindan ¢esitli derecelerde farklilik gosterir
ve adlandirildiklar1 bag dokusu (mezankimal doku) tarafindan koken aldigi dokuya

gore isimlendirilirler (Ehrhart, 2005).

Yumusak doku sarkoma bashigr altinda gruplandirilan tiimdrlere verilen
isimlendirme, fibrosarkom, hemanjioperisitomlar, liposarkom, rabdomyosarkom,
leiomyosarkom, malign fibr6z histiyositoma, malign sinir kilifi tiimorleri
(norofibrosarkom, schwannoma), miksosarkom, miksofibrosarkom, mezenkimal
timor ve ig sekilli hiicre tiimorii gibi tiirleri icermektedir. Genel olarak, bu tiimorler
diisiik ila orta derecede metastatik olup, yerel olarak invazivdirler (Thrall ve Gillette,

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

Bag doku kokenli diger tiimdrler (osteosarkom, kondrosarkom,
hemanjiosarkom, lenfanjiosarkom ve sinoviyal hiicre sarkomu) genellikle daha yiiksek
metastatik oranlar1 nedeniyle yumusak doku sarkomlar1 olarak kabul edilmez (Thrall

ve Gillette, 1995; MacEwen ve Withrow, 2001).



Bu tiimorler, fasiyal ylizey boyunca infiltrasyon gosterir. Koruyucu cerrahi
eksizyon sonrasinda bolgesel olarak niiks eder. Hematojen yollar araciligiyla metastaz

yapar ve psodokapsiille ¢evrelenmistir (MacEwen ve Withrow, 2001).

Psodokapsiil, tiimori ¢evreleyen normal dokudan ayirmis gibi goriinebilir,
ancak bu kapsiil seviyesinde sinira yakin olarak rezekte edilen tiimdrlerin bolgesel
niiks oran1 yiiksektir. Genellikle kopek yumusak doku sarkomlari, viicut duvarindan,
ag1z boslugundan veya ekstremitelerden koken alan sert bir kitle olarak ortaya ¢ikar

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

Bu c¢alismanin amaci, kopek yumusak doku sarkomlarinda tiimor derecesi ile
timdr infiltre noétrofiller ve NET'ler arasindaki iliskiyi incelemektir. Calismada,
toplam 30 adet kdpek yumusak doku tiimoérii 6rnegi kullanilmistir. Her bir 6rnegin
histopatolojik 0Ozellikleri detayli olarak analiz edilmis ve NET'lerin varligi
arastirilmistir.  Calismanin  sonuglari, kopeklerde yumusak doku sarkomlariin
patogenezinin daha iyi anlagilmasina ve dolayisiyla hastaligin yonetimi ve tedavisi i¢in
yeni stratejilerin gelistirilmesine katki saglamaya yonelik yeni ¢alismalara onciiliik

etmeyi amaglamaktadir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Yumusak Doku Tiimérlerin Simiflandirilmasi

Yumusak doku tiimorleri, mezenkimal tiimorler aslinda tanisal patolojinin en
zorlu alanlarindan biridir ve bunun yaninda smiflandirma semalarinin iyilestirilmesi,
hem patolojik tan1 hem de terapotik seceneklerin kalitesini artiran bir temel olusturur
(Sbaraglia ve Dei Tos, 2019). Yayinlanan veriler arasinda sarkomda % 20 ila 30
arasinda bir tanisal yanliglik oran1 mevcut olsa da (Kissin ve ark., 1987; Thway ve ark.,
2014), bu patologlardan kaynakli degil baslica nadirlik, i¢sel karmasiklik, patolojik
karmagiklik gibi sorunlardan kaynaklanmaktadir ve morfolojinin immiinohistokimya
ve molekiiler genetik ile entegrasyonu igin sitogenetik¢ilerin dogrudan katilimi, ¢ok
sayida sarkom uzmani patologun siniflandirma ¢alismalarina katilimlari, iyi huylu ve
kotii huylu kategoriler arasinda, yerel olarak agresif olabilen “orta” lezyon kategorisi
gibi klinik patoloji kategorilerin kesin tanimlanmas1 ve cerrahlarin, klinisyenlerin de
katilim1 ile mevcut smiflandirmada yer alan ana ilerlemeleri gézden gegirilerek

perspektifleri tartisilmaktadir (Sbaraglia ve ark., 2021).

2.2. Kopeklerde Malign Yumusak Doku Sarkomlar:

Yumusak doku sarkomlari, benzer patolojik goériinim ve klinik davranisa
dayali olarak smiflandirilan, heterojen bir timdér grubudur. Sarkomlar, mezenkimal
dokulardan kaynaklanir ve koken aldig: hiicre tipine benzer 6zellikler gosterirler. Bu
tiimorler, kas, yag, ndrovaskiiler, fasiyal ve fibroz dokular1 da igeren bag dokulardan
koken alir. Iyi huylu veya kotii huylu olarak goriiliir. Bu kategorideki kétii huylu
neoplazmalar arasinda fibrosarkom, periferik sinir kilifi tiimori (PSKT; ayn1 zamanda
kotii huylu schwannoma, ndrofibrosarkoma veya hemanjioperisitoma olarak da
bilinir), miksosarkoma, diferansiye edilmemis sarkoma, liposarkoma, kotii huylu
fibroz histiyositoma ve rabdomyosarkoma bulunur (DUDA, 1994; Thrall ve Gillette,
1995).

Yumusak doku sarkomlar1 viicudun herhangi bir anatomik bdlgesinden

kaynaklanabilir, ancak deri ve deri alt1 bolgeler en yaygin olanlardir. Genellikle,



psodokapsiil iceren yumusak veya sert tlimorler olarak ortaya ¢ikarlar. Ancak
histolojik smirlarina gore kot huylu olarak tanimlanmistir ve yerel olarak
invazivdirler. Cerrahi operasyonlar sonrasinda lokal niiks sik goriiliir. Sarkomlar,
vakalarin %?20'sine kadar hematojen metastaz egilimindedir. Bolgesel lenf nodu
metastazi genellikle olagandisidir (sinoviyal hiicre sarkomasi harig). Olgiilebilir veya
hacimli (>5 cm ¢apinda) tiimdrler genellikle kemoterapi ve radyasyon tedavisine zay1f

yanit gosterirler (Liptak, 2007).

Yumusak doku sarkomlari teshis agisindan bir zorluk olusturur. Bu tiimérlerin
bir¢ogu, sadece kendi aralarinda degil, ayn1 zamanda farkl: histojenezlere sahip cesitli
diger neoplazmlar arasinda da Ortlisen histolojik  yapilara  sahiptir.
Immunohistokimyasal prosediirlerin gelistirilmesi, cesitli doku belirteclerine yonelik
monoklonal ve poliklonal antikorlarin bulunabilirligi ve doku mikroarray teknolojisi,
yumusak doku sarkomalarmin teshisini insan patolojisinde ve sinirli bir dlgiide
veteriner patolojisinde iyilestirmistir (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).

Yumusak doku sarkomu, benzer histolojik 6zelliklere ve biyolojik davranisa
sahip bir dizi farkli timorii tanimlamak icin kullanilan genel bir terimdir. Yumusak
doku sarkomlarinin histojenezi tartigmalidir ve rutin histolojik ve immunhistokimyasal
analiz temelinde ayirt etmek zor olabilir. Baz1 patologlar, fibrosarkom, PSKT ve
hemanjioperisitoma gibi tiimorleri ayirt etmedeki zorluk nedeniyle yumusak doku
sarkomu veya kdpek yumusak dokusunun ig seklinde hiicre tiimorii gibi daha genel bir

terimin kullanilmasin1 6nermislerdir (Dennis ve ark., 2011).
2.2.1. Bagdoku Tiimorleri
2.2.1.1. Fibrosarkom

Fibrosarkom, malign fibroblastlar1 ifade etmektedir. Bir¢ogu deri ve deri alt1
dokusu veya agi1z boslugundan kaynaklanir. Tiimorler iyi diferansiye olabilir ve timdr

hiicreleri az miktarda sitoplazmaya sahip ig seklinde goriiniime sahiptir. Daha



anaplastik tiimorler ise ¢cok sayida mitotik figiir ve belirgin hiicresel pleomorfizmi
gosteren sikica paketlenmis ig seklinde fibroblastlari igeren ¢ok hiicreli bir yapiya

sahiptir (Goldschmidt, 2002).

Timorler genellikle 1tk veya cinsiyet egilimi olmaksizin yash kopeklerde ve
kedilerde ortaya cikar. Arastirmalarda Golden Retriever ve Doberman Pinscher
irklarinda daha yiiksek bir egilim oldugu belirtilmektedir (Goldschmidt ve Shofer,
1992).

Ag1z boslugunda goriilen, histolojik olarak diisiik dereceli ancak biyolojik
olarak yiiksek dereceli bir fibrosarkoma formu farklidir. Bu tiir tiimorler genellikle
fazla biiyime ve kemik dahil olmak {izere daha derin dokulari invaze etme
egilimindedir. Metastaz, vakalarin %Z20'sinde goriilebilir (Ciekot ve ark., 1994).
Metastaz nadir goriilse de, bu tiir timorler infiltratif olup mikroskobik tiimdr hiicreleri
fasyal diizlemler boyunca invaze eder ve siklikla cerrahi ¢ikarma sonrasinda niiksetme

egilimindedir (Liptak, 2007).

2.2.1.2. Miksosarkom

Fibroblast orijinli olup ender rastlanan, mukopolisakkaritden zengin, yogun
miksoid matriksleri bulunan ve orta yasli kopeklerde goriilen genellikle govdede veya
ekstremitelerde ortaya cikan fakat eklemlerde de nadir olarak bulunan tiimdrlerdir.
Ancak, kalp, g6z ve beyin gibi yerlerden koken alan miksosarkomlara dair raporlar da
bulunmaktadir (Briggs ve ark., 1997; Foale ve ark., 2003; Richter ve ark., 2003). Bu
tiimorler genellikle kotli huylu olarak tanimlanmis sinirlara sahip ve invaziv bilyiime
egilimindedir (Goldschmidt, 2002). Hiicresel yogunlukta artis ile nikleer
pleomorfizm ve mitozun yiiksek olmasi, miksosarkom diagnozunda Onemlidir.
Miksosarkomlar infiltratif yayilirlar ve smirlart belirgin degildir. Niiks goriilebilir

metastaza ender rastlanir (Williamson ve Middleton, 1998; Berrocal ve ark., 2001).



2.2.1.3. Malign Fibroz Histiyositom

Malign fibrdz histiyositomlar, siklikla iskelet kaslarinda ve yasli insanlarin deri
bolgelerinde goriilen mezodermal tiimorlerdir. Viseral formu genellikle geng
immunsupresif bireylerde daha yaygindir (Pérez-Martinez ve ark., 2000; Orlandi ve
ark., 2003; Wiriosuparto ve ark., 2003). Histolojik ve immunohistolojik ¢alismalara
dayanarak, tlimorlerin ¢ogunun fibroblastlardan ve/veya myofibroblastlardan
kaynaklandigi, muhtemelen diferansiye olmamis mezodermal hiicrelerden koken

aldig1 gosterilmistir (Folpe ve ark., 1999; Morris ve ark., 2002; Do ve ark., 2009).

Malign fibréz histiyositom, neoplastik fibroblastlar, histiyositler ve ¢ok
cekirdekli dev hiicrelerin siki demetler halinde olmasi ile karakterizedir (Baker ve
Lumsden, 2000). Genellikle osteoklastlar1 animsatan biiyilkk dev hiicreler
bulunmaktadir (Carip ve de Beaumont, 2002). Primer tiimor hiicreleri pleomorfik ve
goriintimleri igsi seklindedir. Bir veya iki belirgin, diizensiz niikleolus igeren bir
cekirdege sahiptir. Hiicre dist amorf eosinofilik materyal belirgin olabilir ve
muhtemelen neoplastik hiicreler tarafindan reaktif kollajen iiretimini temsil eder

(Baker ve Lumsden, 2000).

2.2.2. Adipoz Doku Tiimoérleri

2.2.2.1. Liposarkom

Liposarkomlar, genellikle yaslh kopeklerde lipoblastlardan kaynaklanan nadir
goriilen malign timorlerdir (Baez ve ark., 2004). Arastirmalara gore, liposarkomlar
lipomalarin malign doniisiimiinden kaynaklanmaz. Belirli nedenler bilinmemekle
birlikte, bir kdpekte yabanci cisim ile iliskilendirilmis liposarkom rapor edilmistir
(McCarthy ve ark., 1996). Liposarkomlar genellikle belirli bir irk veya cinsiyet i¢in

bir egilim gostermez (Baez ve ark., 2004).

Genellikle subkutan bolgelerde, 6zellikle karin alt1 ve uzuvlar boyunca yaygin
olarak rapor edilirler, ancak kemik ve karin boslugu gibi diger primer bdlgelerde de

goriilebilirler. Liposarkomlar, morfolojik goriiniim ve sitolojik 6zelliklerinden dolay1



lipomlardan ayrilir. Liposarkomlar genellikle sert ve malign olarak tanimlanmistir.
Diisiik metastatik potansiyele sahip olup yerel olarak invazivdirler. Metastatik bolgeler
arasinda akcigerler, karaciger, dalak ve kemik bulunur (Goldschmidt, 2002; Baez ve

ark., 2004).

Liposarkom histolojik olarak iyi diferansiye, miksoid, yuvarlak hiicreli (veya
kotii diferansiye), pleomorfik veya diferansiye olmamis olarak siniflandirilir. Bu
siniflandirma semasinin klinik ve prognostik énemi insanlarda bulunmaktadir ¢linkii
pleomorfik liposarkomlar yiiksek metastatik orana sahiptir. Miksoid liposarkomlar
genellikle ekstrapulmoner yumusak doku yapilarina metastaz yapma egilimindedir ve
iyi diferansiye liposarkomalarin metastaz yapma olasilig1 diisiiktiir (Chang ve ark.,

1989).

Kopeklerde yapilan retrospektif bir ¢alismada, histolojik alt tipin prognostik
bir degeri olmadigi, ancak pleomorfik liposarkomali kopeklerde metastatik hastaligin

daha yaygin oldugu bulunmustur (Baez ve ark., 2004).

2.2.3. Vaskiiler Doku Tiimorleri

2.2.3.1. Hemanjiyosarkom

Hemanjiyosarkomlar, son derece malign tiimorlerdir. Kedilerde ve kopeklerde
en yaygin primer bolgeler olarak dalak, sag atriyal apendiks ve karaciger goriiliir
(MacEwen ve Withrow, 2001). Diger primer bolgeler arasinda deri, perikard, akciger,
bobrekler, agiz boslugu, kas, kemik, tirogenital sistem ve periton, retroperiton yer

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

Hemanjiyosarkom, malign vaskiiler endotel kdkenli bir neoplazm olarak
bilinen baska bir adiyla malign hemanjiyoendotelyoma veya anjiyosarkomadir.
Hemanjiyosarkom, tiirler arasinda kopeklerde daha sik goriiliir (Priester ve McKay,
1980; Spangler ve Culbertson, 1992). Hemanjiyosarkom, tiim nonkutandz primer
malign neoplazmlarin yaklasik %5'ini ve kopeklerde tim mezenkimal neoplazmlarin

%12 ila %21'in1 olusturur (Dorn ve ark., 1968; MacVean ve ark., 1978; Bastianello,



1983). Hemanjiyosarkom, kopeklerde deri tiimorlerinin %2.3 ila %3.6'sin1 ve splenik
malignitelerin %45 ila %51'ini olusturur (Spangler ve Culbertson, 1992; Day ve ark.,
1995; Spangler ve Kass, 1997).

Kopeklerde, hemanjiyosarkomun en yaygin primer bolgesi dalaktir (Oksanen,
1978; Priester ve McKay, 1980; Brown ve ark., 1985; Srebernik ve Appleby, 1991;
Schultheiss, 2004). Diger sik goriilen bolgeler arasinda sag atriyum, deri ve deri altt
dokusu ile karaciger bulunur (Priester, 1976; Hargis ve ark., 1992; Ward ve ark., 1994;
Ware ve Hopper, 1999; Aupperle ve ark., 2007). Hemanjiyosarkomun goriildigi
bildirilen diger bolgeler arasinda akciger, bobrek, agiz boslugu, kas, kemik, idrar
kesesi, sol ventrikiil, uterus, dil, parmak ve retroperiton yer almaktadir (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 yerlesim yeri, bir organ i¢inde birgok odakli veya yaygin
olarak yayilmis olabilir. Degisken boyutlarda, soluk gri ile koyu kirmizi veya mor
renkte, yumusak veya jelatindz yapida olup, genellikle kesit yiizeyi kan dolu veya
nekrotik alanlar igerir. K6tii huylu olarak tanimlanmis, kapsiille ¢evrilmemis ve
genellikle yanindaki organlara yayilmistir. Son derece dayaniksizdirlar ve ¢atlamaya
ve kanamaya baglh komplikasyonlar sik¢a gozlenir. Histolojik olarak,
hemanjiyosarkom degisken miktarda kan ve/veya tromboz iceren vaskiiler bosluklar
olusturan olgunlasmamis, pleomorfik endotel hiicrelerden olusur (Gamlem ve

Nordstoga, 2008).

Damar yapisi ile olan yakin iligkisinden kaynaklanan, metastaz yapan
hiicrelerin ekstravazasyonunu ve anjiyogenezini kolaylastiran bir 6zellik olarak, kopek
hemanjiyosarkomunu ¢ok agresif biyolojik davranisa sahiptir ve hizla gelisen genis
metastazlar goriilir (Ward ve ark.,, 1994). Metastaz genellikle hematojen veya
catlamay1 takiben transabdominal implantasyon yoluyla gerceklesir. En sik metastatik
bolgeler karaciger, omentum, mezenter ve akcigerlerdir (Brown ve ark., 1985; Waters

ve ark., 1988).



Bir c¢alisma, splenik hemanjiyosarkomlu kopeklerin yaklasik %25'inin ayn
zamanda sag atriyal tutuluma sahip olabilecegini 6ne siirdii (Waters ve ark., 1988).
Ancak yazarin deneyimi, bu yiizdeninin baslangigta onemli Olgiide daha diisiik
oldugunu gostermektedir (%5 veya daha az). Bildirilen diger metastatik bolgeler
bobrek, kas, periton, lenf nodlari, adrenal bez, beyin ve diaframi igerir. Kopeklerde
hemanjiyosarkom, beyine metastaz yapan en yaygin tiimdr olarak kabul edilir (Waters

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

Primer dermal hemanjiyosarkomlar, 6zellikle kopeklerin karin altindaki agik
renkli veya az pigmentli cilt ile preputial bolgesine 6zgii bir egilime sahiptir ve giines
1sinlar1, kdpeklerde dermal hemanjiyosarkomlarin bir nedeni olarak 6ne siirtilmustiir.
Kopeklerdeki dermal hemanjiyosarkomlar, klinik olarak derinlik derecesine gore
asama belirlenerek siniflandirilir. Asama I timorler dermis ile sinirhidir, asama II
tiimorler subkutandz dokuya uzanir ve asama III hemanjiyosarkomlar kas katmanini

igerir (Ward ve ark., 1994).

2.2.3.2. Lenfanjiosarkom

Lenfanjiosarkomlar, lenfatik endotel hiicrelerden kdken alan geng kdpeklerde
ve kedilerde goriilen nadir tiimorlerdir (Kelly ve ark., 1981; Walsh ve Abbott, 1984;
Goldschmidt, 2002). Genellikle yumusak, kistik benzeri ve Odematéz olan
lenfanjiosarkomlar, deri altinda meydana gelir. Cogu durumda, klinik belirtiler genis
0dem ve lenfin deri yoluyla veya kistik kitle aracilifiyla drenaji ile iligkilidir.
Aspirasyon, s1v1 dolu bir kiitleyi ortaya ¢ikarabilir. Histopatolojik olarak, bu tiimérler
normal endotel hiicrelerine benzemektedir ve vaskiiler kanallar nedeniyle
hemanjiyosarkomlarla karistirilabilir; ancak kirmizi kan hiicreleri goriilmez
(Goldschmidt, 2002). Lenfanjiosarkomlar genellikle orta ile yiiksek metastatik
potansiyele sahiptir (Diessler ve ark., 2003).



2.2.4. Perifer Sinir Tiimorleri
2.2.4.1. Malign Periferal Sinir Kilifi Tiimorii

PSKT'ler, sinir kilifi kokenli malign tiimorlerdir ve norofibrosarkom, malign
schwannoma ve hemanjioperisitoma olarak adlandirilmistir. Hemanjioperisitoma ile
ilgili kafa karisiklig1, kopeklerde heniiz kan damari perisit kokeninin kanitlanmamis
olmasi gercegidir. Histolojik olarak ¢cogu hemanjioperisitoma, sinir kilifi timorlerinin

Ozelliklerine sahip olacaktir (Goldschmidt, 2002).

Isimlendirmeye bakilmaksizin, bu tiimorler viicudun herhangi bir yerinde
ortaya c¢ikabilir. Bir PSKT, beyin veya omurilikten uzakta olan sinirleri igerebilir
(periferik grup), veya beyin veya omurilige hemen komsu olan sinirleri (kdk grup)

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

Gergek periferik form, pleksus veya kok formundan c¢ok daha tedavi
edilebilirdir. Cerrahi sirasinda kapsiillenmis gibi goriinseler de, bu tiimorler
fibrosarkomlara benzer ve histolojik kapsiilleme olmadan ké&tii tanimlanmis tiimdrler
olarak ortaya ¢ikar. Tiimdrlerin ¢ogu daha derin dokulara yapisik olup altta yatan
fasya, kas ve deriye sizabilir. Bu tiimorler malign kabul edilse de, diisiik bir metastatik
orana sahiptirler. Fibrosarkomlar gibi, PSKT'ler i¢in konservatif cerrahiyi takiben
lokal niiks yaygindir. Yavas biiyiimeye egilimli olup ¢aplar1 baslangicta 0,5 cm'den 10
ila 12 cm'ye kadar degisebilir. Bazi durumlarda, baslangicta klinik muayene sirasinda

lipomlarla kolayca karistirilabilirler (Goldschmidt, 2002).
2.3. Tiimérle lliskili Notrofiller

Notrofiller, organizmanin dis patojenlere karsi ilk savunmasinda 6nemli bir rol
oynayan ve tiim beyaz kan hiicrelerinin %40-70" ini olusturan bir graniilosit tiirtidiir
(Malech ve ark., 2014; Ronchetti ve ark., 2021). Polimorfoniikleer nétrofiller
(PMN'ler), fagositoz, oksidatif patlamalar, antimikrobiyal aracilarin salinimi ve NET

tretimi dahil olmak iizere mekanizmalarin bir birlesimini kullanarak patojenleri,



endojen veya eksojen faktorleri yok eder (Teng ve ark., 2017; Kaltenmeier ve ark.,

2021).

Notrofiller kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerden farklilasir ve tam
olgunlagsmadan sonra kan dolasimina girer. Notrofiller kan dolasiminda 72 saatten
fazla dolagsmazlar. Yerlesik makrofajlar tarafindan fagosite edilmek tizere kemik iligine
donerler ya da periferik dokularda apoptoza ugradiktan sonra fagosite edilirler

(Vorobjeva ve Chernyak, 2020).

Tiimorle iliskili nétrofiller (TAN'lar), tiimor mikrogevresindeki bagisiklik
hiicrelerinin 6nemli bir boliimiinii olusturur. Yiiksek tiimor i¢i ndtrofil yogunlugu, lenf
diigimii bolgelerindeki metastaz ile iliskilidir. Timoér ve timoér mikrogevresinin
notrofil alimini kontrol ettigi gosterilmistir. TAN'larin tiimor ilerlemesini diizenledigi
ve tiimdr biliylimesini kontrol ettigi bulunmustur (Masucci ve ark., 2019; Chen ve ark.,

2021).

Fridlender ve digerlerine gore, tiimdrle iliskilendirilmis nétrofiller (TAN'lar),
tiimorlere go¢ etmis notrofiller olarak tanimlanir (Fridlender ve Albelda, 2012).
TAN'larin lokalize agik hiicreli bobrek karsinomunda genel sagkalim, niiks sonrasi
sagkalim ve kanser spesifik sagkalim i¢in bagimsiz prognostik faktorler oldugu
bulunmustur (Ghatalia ve ark., 2019). TAN'lar renal hiicreli karsinomda genellikle
immiinstipresif bir islevi vardi ve TAN'larin varligi, immiinoterapi ve tirozin kinaz
inhibitdrleri ile tedavi edilen hastalarda bagimsiz, olumsuz bir prognostik faktor olarak
belirlendi (Wang ve ark., 2019). TAN'larin bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomda
(Trellakis ve ark., 2011) ve akciger kanserinde (Banat ve ark., 2015) de bir prognostik
faktor oldugu bulunmustur. Notrofillerin gliomlarda tiimor derecesi ile korele oldugu
(Fossati ve ark., 1999) ve pankreas tlimorlerinin daha agresif tipleri ile iliskili oldugu

(Reid ve ark., 2011) gozlemlenmistir(Gasowska-Bajger ve ark., 2022).

Sitokinlerin etkisi altinda, TAN'lar ya protumorojenik (N2) fenotip ya da
proinflamatuar/antitumorojenik (N1) fenotipe dogru polarizasyona ugrar. N2 fenotipe
dogru polarizasyon, doniistiiriicii bliylime faktorii B (TGF-B)'ye baghdir, bu sirada

TGF-p blokaji antitumdrojenik N1 fenotipinin ¢ekilmesine ve aktive edilmesine yol
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acar (Fridlender ve ark., 2009). Antitumdrojenik (N1) inflamatuar nétrofiller, N2
TAN'lardan daha fazla reaktif oksijen tiirii (ROS) ve daha yiiksek seviyelerde nitrik
oksit, hidrojen peroksit ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) iiretir (Mishalian ve ark.,
2013). N1 TAN fenotipi ayn1 zamanda CD8+ T hiicrelerini ¢eker ve aktive edebilir; ki
bunlar herhangi bir timdr bagisiklik tepkisinin 6nemli katkida bulunanlaridir, diger
yandan N2 TAN'lar CD8+ T hiicrelerinin fonksiyonunu inhibe eder (Fridlender ve ark.,
2009).

2.4. Notrofil Hiicre Dis1 Tuzaklari

Notrofiller, antimikrobiyal aktivitelerini uygulamak icin fagositoz ve
degraniilasyonun yani sira NET olarak adlandirilan hiicre dis1 ag benzeri yapilarin
salinmasini igeren netosis olayini gerceklestirir (Papayannopoulos, 2018; Burgener ve
Schroder, 2020; Ronchetti ve ark., 2021). NET'ler, patojenleri yakalamak ve 6ldlirmek
icin salinan antimikrobiyal enzimleri ve histonlar1 i¢eren niikleer veya mitokondriyal
DNA liflerinden yapilmis ag benzeri yapilardir (Pruchniak ve Demkow, 2019;
Kaltenmeier ve ark., 2021).

NET'ler, histonlar ve antimikrobiyal proteinlerle kaplanmis yogunlastiriimig
kromatin filamentlerinden olusur (Yipp ve Kubes, 2013; Ronchetti ve ark., 2021).
NET'lerde notrofil elastaz, miyeloperoksidaz, katepsin G, proteinaz 3, laktoferrin,
jelatinaz, lizozim C, kalprotektin, nétrofil defensin ve katelisidin proteinleri bulunur
(Korkmaz ve ark., 2008; Kwak ve ark., 2022). NET'ler, antimikrobiyal rollerinin yan1
sira hem patojenler hem de bagisiklik hiicreleri i¢in fiziksel bir bariyer olustururlar

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

2.5. Netosis

NET olusum siireci klasik bicimde netosis olarak adlandirilir. Netozis, apoptoz
ve nekrozdan farkli olarak diizenlenmis hiicre 6liimii tipi olarak tanimlanir (Manda-
Handzlik ve ark., 2020). NET'lerin olusumu bakteri, mantar, protozoa, viriis gibi ¢esitli
patojenler ve lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan aktive edilebilir. Netosis, antikorlar,

bagisiklik kompleksleri, sitokinler (TNF vb.), kemokinler (IL-8 vb.), mikrokristaller
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ve diger fizyolojik uyaranlar tarafindan indiiklenebilir (Vorobjeva and Pinegin, 2014;

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

Iki tip netosis karakterize edilmistir. Suicidal netosis yavas bir hiicre 6liim yolu
ile gergeklesir. Vital netosis NET'lerin canli hiicrelerden hiicre dis1 bosluga hizli bir

sekilde salinmasi ile olusur (Yipp ve Kubes, 2013; Ronchetti ve ark., 2021).
2.5.1. Suicidal Netosis

Suicidal netosis, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) fliretimine bagli olan bir
mekanizmadir. Forbol-12-miristat-13-asetat (PMA), antikorlar, kolesterol kristalleri,
bakteriyel lipopolisakarit, interlokinler gibi bir dizi uyaranin suicidal netosis'i
indiikledigi gosterilmistir (Jorch ve Kubes, 2017). In vitro suicidal netosis'in ana
aktivatorleri bitkiden tiiretilen dogal bir organik bilesik olan PMA ve IL-8'dir
(Hoppenbrouwers ve ark., 2017).

1996'da yapilan 6nemli bir ¢alismada PMA tarafindan indiiklenen apoptoz ve
nekrozdan farkli olan nétrofil 6liimiiniin yeni bir formu tanimlanmistir. PMA,
kromatin kompakthiginin kayb1 ve niikleer zarfin sitoplazmik organellerle fiizyonu
dahil olmak tizere notrofilde morfolojik degisikliklere neden olur. PMA ile 3 saatlik
inkiibasyondan sonra DNA bozunma iirlinlerinin PMN'lerden salindigr ve hiicre
Oliimiine yol agan siirecin ROS iiretimine bagl oldugu gdosterilmistir (Takei ve ark.,

1996; Cristinziano ve ark., 2022).

Suicidal netosis notrofilleri etkili bir sekilde 6ldiiren bir mekanizmadan olusur
ve parcalanarak yogunlastirilmis kromatin, histonlar ve litik enzimlerden olusan
filamentli yapiy1 hiicre dis1 bosluga salar. Suicidal Netosis'in bilinen aktivatorleri,
PMA ve Fc reseptoriine baglanan antikorlardir. Hiicre dis1 sinyaller, NADPH oksidazin
kalsiyuma bagli aktivasyonuna ve ROS salinmasina yol agar. ROS, peptidil arjinin
deiminaz 4'ti (PAD4) enziminin aktivasyonuna ve graniillerden Notrofil Elastaz (NE)
ve Miyeloperoksidazin (MPO) c¢ekirdegine translokasyonuna neden olur. PAD4, NE
ve MPO'nun etkileri histonlarin = sitriillinasyonuna ve ardindan kromatin

yogunlagmasinin azalmasina neden olur. Notrofillerin niikleer zar1 yirtildiktan sonra
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enzimler ve histonlarla karigan kromatin, hiicre zarinin yirtilmasini takiben once
sitoplazmaya, sonra hiicre dis1 bosluga salinir ve NET olusturur (Ronchetti ve ark.,

2021).

Suicidal netosis'te Raf/MEK/ERK sinyal iletim kaspazi aktive edilerek
endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimi ve ROS'un ana kaynaklarindan biri olan
NADPH oksidaz alt birimlerinin fosforilasyonu sekillenir (Hakkim ve ark., 2011;
Sarniak ve ark., 2016). MPO ve NE nétrofillerin azurofil graniillerinden salinir ve
cekirdege yer degistirir (Papayannopoulos ve ark., 2010; Metzler ve ark., 2014;

Cristinziano ve ark., 2022).

Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin artmasi sitozolde kalsiyuma bagimli bir enzim
olan PAD4 aktive eder. Cekirdekte yer degistiren PADA4, arjinin kalintilarini sitriiline
dontistiirerek H2A, H3 ve H4 histonlarinin deaminasyonunu katalize eder. Histonlar
pozitif yiiklerini ve kromatin kompaksiyonunu kaybeder (Neeli ve ark., 2009; Wang
ve ark., 2009).

Sonug olarak, niikleer ve mitokondriyal membranlar biitiinliigiinii kaybederek
sitoplazma ve karyoplazma igerigi birbirine karisir. Hiicresel membran parcalanir ve
hiicre i¢i igerik hiicre dist bosluga salinir. Bu aktivasyon yolunun sonucu olarak

noétrofil 6liir (Brinkmann, 2018; Cristinziano ve ark., 2022).

2.5.2. Vital Netosis

Suicidal netosis ile karsilastirildiginda vital netosis NADPH oksidazdan ve
ROS iiretiminden bagimsiz olarak gergeklesir (Pilsczek ve ark., 2010; Kwak ve ark.,
2022). NET'ler vezikiiller i¢inde bulundugu icin nétrofiller onlar1 zar yirtilmadan
serbest birakabilir. Bu tiir netosis geciren nétrofiller canli kaldigi igin bu siirece vital

netosis denir (Kwak ve ark., 2022).

Vital netosis'te NET olusumunun ardindan kemotaksis ve fagositoz dahil
olmak tizere temel islevleri korur. Vital netosis’te NET olusumu, trombositlerin

notrofillere baglanmasi ve tamamlayici reseptorlerin veya Toll benzeri reseptorlerin
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(TLR'ler) enfeksiydz uyaranlar tarafindan baglanmasi dahil olmak iizere belirli
uyaranlara maruz kaldiktan sonra tanimlanmistir (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 bagimsiz olarak gerceklesir (Leppkes ve
ark., 2016; Jorch ve Kubes, 2017).

Vital netosis'te, notrofil bozulmadan kalir ve bir vezikiil sistemi araciligiyla
retikulumu serbest birakirr. NADPH oksidaz aktivasyonundan bagimsiz
goriinmektedir. TLR2 veya tamamlayict reseptor tarafindan tanman, ozellikle
mikrobiyal enfeksiyonlar ve TLR4' baglayan LPS ile aktive olan trombositler, bu

ikinci yolun kanitlanmis baglica aktivatorleri arasindadir (Ronchetti ve ark., 2021).

2.6. Miyeloperoksidaz

Notrofiller, ¢ogunlukla patojenlere karsi gosterdigi rolle bilinen dogal
bagisiklik yanitinin 6nemli oyuncularidir (Terstappen ve ark., 1990; Kolaczkowska ve
Kubes, 2013). Etki mekanizmasi, baslica azurofil graniillerden olusan igerigin
salimimina dayanmaktadir. Bu graniiller, MPO ve diger mikrobisidal proteinlerin bir
kombinasyonu ile olusmaktadir (Segal, 2005; Hansson ve ark., 2006; Borregaard ve

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

Katyonik molekiil olan MPO, negatif yiiklii yapilara patojen ylizeyinden
baglanir ve aktivasyonu ile notrofil siiperoksit liretimi sirasinda solunum patlamasi
gerceklesir (Furtmiiller ve ark., 2006; Okada ve ark., 2016; Grishkovskaya ve ark.,
2017; Nauseef, 2018). Notrofil patlamasinin sonucu olarak ortaya ¢ikan yan iiriin olan
hidrojen peroksit, MPO'nun aktivasyonu ve islevi i¢in gereklidir (Soubhye ve ark.,

2016; Khan ve ark., 2018).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminde ve fagositozda enzimatik roliiniin yani
sira, MPO degraniilasyon ve notrofil hiicre dis1 tuzaklart (NET'ler) tiretimine aktif
olarak katilir. Bu siire¢ Netosis olarak bilinir ve proteinin pozitif yiikii énemli bir rol

oynar (Kargapolova ve ark., 2021).
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Aktive olan noétrofiller, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
oksidazlar1 araciligiyla biiyiik miktarlarda siiperoksit iiretirler. Siiperoksit, hidrojen
peroksite (H202) doniiserek o6zellikle MPO-katalizli reaksiyonlar tarafindan
olusturulan ¢esitli toksik oksijen tiirevlerinin olusumuna yol agar. Hem NADPH
oksidazi hem de MPO, NET olusumunun diizenlenmesinde rol oynadigi
disiiniilmektedir. Ancak, gereken spesifik reaktif oksijen tiirleri (ROS) heniiz net
degildir. Miyeloperoksidaz, H2O: tarafindan kloriiriin oksidasyonunu kataliz eder ve
gliclii bir oksidan olan hipoklordz asidi (HOCI) olusturur; bu, fagosomda oksidatif

6ldiirmenin baslica aracisidir (Winterbourn ve Kettle, 2013).

Miyeloperoksidaz (MPO), nétrofillerde yogun olarak bulunan bir proteindir ve
hiicrenin kuru agirliginin %5'ini olusturur (Schultz ve Kaminker, 1962). Azurofilik
graniillerde depolanan ve nétrofiller uyarildiginda salinan Myeloperoksidaz (MPO),
hidrojen peroksit varliginda kloriir ve diger halojeniir iyonlarinin oksidasyonunu
katalize ederek hipoklordz asit ve etkili antimikrobiyal etkiye aracilik eden diger
oldukca reaktif tiriinleri olusturur (Klebanoff, 1968, 2005; Klebanoff ve Hamon, 1972;
Harrison ve Schultz, 1976).

Cools-Lartigue ve arkadaglari, 2013 yilinda dolasan timdér hiicrelerinin
NET'ler tarafindan vitroda yakalanabilecegini ilk kez tanimladilar. Bu, deneysel
enfeksiyon sirasinda metastazin bir tegvikgisi olabilir (Cools-Lartigue ve ark., 2013).
O zamandan beri, bir¢ok ¢alisma NET'lerin ¢esitli kanser tiirlerindeki roliinii anlamaya
odaklandi ve neden MPO-NET-ANCA agmin kanserde ortaya ¢iktigmna dair
mekanizma bilgileri 6nemli oOlclide 1ilerledi. Akciger karsinom hiicrelerinin,
notrofillerde toll benzeri reseptor 4 (TLR4) ve yiiksek mobilite grup kutusu 1
(HMGB1) proteinine bagimli bir sekilde NET'lerin olusumunu tetikleyebildigi
gosterildi (Zhou ve ark., 2019). Ayrica, dolasan NET'lerin varlig1 Rayers ve arkadaslari
tarafindan yakin zamanda tanimlanmistir (Rayes ve ark., 2019). Bu calismada, ileri
evre O0zofageal, mide ve akciger kanseri olan hastalarda dolasan NET'lerin varligi,
saglikli kontrol grubundan daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Yazarlar ayrica fare
modellerinde NET'lerin hastalik ilerlemesini diizenleyebilecegini gostermislerdir;
clinkii olusumunun engellenmesi metastazlarin meydana gelme sikligini azaltmistir

(Scandolara ve Panis, 2020).
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Bu bulgular, nétrofillerin kanser yayilmasindaki roliinii gii¢lendirdi ve
Netosis'e yonelik hedefleme, metastazlart dnlemek i¢in umut vadeden bir strateji
olabilir. Bunun yani1 sira, Jung ve arkadaglar1 (Jung ve ark., 2019), pankreas kanseri
hiicrelerinin NET'lerin olusumunu tetikleyebildigini ve bunun hiicre migrasyonunu,
invazyonu ve anjiyogenezin artmasindan sorumlu oldugunu gdstermistir. Ayrica,
arastirmacilar pankreatobiliyer tiimdrlere sahip hastalarin dolasan NET'lerde artmis
diizeylere sahip oldugunu gosterdi; bu, saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
hiperkoagiilabilite ile iliskilendirilen belirteglerle uyumluydu ve baska bir ¢calismada
hastalik evresi ile iliskilendirilmisti (Miller-Ocuin ve ark., 2019). Dolasan NET'lerin
ve kanser klinik evrelerinin iliskisi, meme kanseri hastalarinda da gii¢clendirilmistir
(Rivera-Franco ve ark., 2020). Toplamda, bu bulgular, NET'lerin kanserde hem
metastatik stireci hem de vaskiiler olaylar1 tesvik ederek cift bir rolii oldugunu

gostermektedir(Scandolara ve Panis, 2020).

Malle ve digerleri, miyeloperoksidazin notrofillerin azurofil graniillerinde
depolanan peroksidaz grubuna ait bir enzim oldugunu gosterdiler. Bu enzim, bu
hiicrelerdeki tiim proteinlerin %2 ila %S5'ini olusturur. Miyeloperoksidaz ayrica
monositler, Kupffer hiicreleri ve glial hiicrelerde de bulunur. Bu, viicudu patojenlere
ve mikroorganizmalara karsi korumada hayati bir rol oynar. Malle ve digerleri,
miyeloperoksidazin inflamatuar bolgelerde notrofiller tarafindan salgilanan sitotoksik
ve bakterisidal bir protein oldugunu bildirdi. Bu protein, HOCI iireterek viicudu cesitli

patojenlere kars1 korur (Malle ve ark., 2007).

Klebanoff, miyeloperoksidazi inflamatuar bir reaksiyon sirasinda nétrofiller
tarafindan fagositozun bir sonucu olarak salgilanan ana enzimlerden biri olarak
tanimladi; bu nedenle, notrofiller icin immiinhistokimyasal bir isaretci olarak gorev

yapar (Klebanoff, 2005).

Zhu ve digerlerinin, Qin ve digerlerinin ve Cascorbi'nin c¢aligmalari,
miyeloperoksidaz ekspresyon bozukluklarinin ve ¢esitli kanser risklerinin artmasinin
dogrudan miyeloperoksidaz gen polimorfizmleri ile iliskili olabilecegini
gostermektedir. Bir¢ok epidemiyolojik calisma, MPO G-463A polimorfizminin

akciger kanseri, meme kanseri, mesane kanseri, lenfoma, yemek borusu kanseri,

16



hepatoseliiler karsinom ve laringeal kanser dahil olmak iizere bir¢cok kanser riski
tizerinde etkisi oldugunu gostermistir (Cascorbi ve ark., 2000; Zhu ve ark., 2006; Qin
ve ark., 2013; Gasowska-Bajger ve ark., 2022).

Bir ¢alismada (Stevens ve digerleri) miyeloperoksidazin, genotoksik ara
tirtinleri ve prokarsinojenleri aktive ederek kanseri dolayli olarak tetikleyebilecegini
gosterdi. Belirli doymamig yaglar ve amino asitlerin (6rnegin, serin ve treonin)
metabolizmasi sonucunda, asidin bir tiirevi olan, protein asiditlerini olusturabilen
akrolein gibi yan iirlinler olusturabilir. Akroleinin biyolojik etkileri, DNA'daki guanin
ve proteazlarin, niikleer faktorlerin ve diger proteinlerin onemli bdlgelerindeki
histidin, arginin, lizin ve sistein kalintilar1 gibi biyolojik niikleofillere kars1
reaktivitesinin bir sonucudur. Ortaya ¢ikan akrolein bilesikleri, bu makromolekiillerin
islevini bozabilir, bu da mutasyonlara, transkriptom lezyonlarina ve apoptozis

modiilasyonuna neden olabilir (Stevens ve Maier, 2008).

2.7. Sitriiline Histon3

Netozis siirecinde ndtrofil graniilositlerin DNA's1, nétrofilin graniillerinde
depolanan cesitli enzimlerle birlikte salinir. Bu siirecte 6nemli bir enzim olan
peptidilarginin deiminaz 4 (PAD4), Netozis siirecinde Histon 3'in (H3cit)
sitriilinlenmesi i¢in dnemlidir. Bu siirecin, apoptosis ve nekroz gibi diger hiicre 6liim
mekanizmalarindan bagimsiz olarak nétrofile 6zgii olduguna inanilmaktadir (Fuchs ve

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

Artan hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri, sitriilinasyondan sorumlu bir enzim olan
peptidil arginin deiminaz 4 (PAD4) aktivasyonuna yol agar. Sitriilinasyon, arginin
kalintilarini sitriilline doniistiiren bir posttranslasyonel modifikasyondur. PAD4 daha
sonra sitoplazmadan cekirdege translokasyon yapar ve histonlarin sitriilinasyonuna
etki eder. PAD4 tarafindan histon H3'lin arginin kalintilart R2, R8 ve R17'de meydana
gelen sitrullinasyon, pozitif yiikiin azalmasina ve kromatinin dekondansasyonuna

neden olur (Neeli ve ark., 2008; Wang ve ark., 2009; Li ve ark., 2010).
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Hiicre serbest DNA'ya baglanmis sitriiline edilmis histon H3"in, NET'lerin bir
belirtisi olarak kabul edildigi bilinmektedir. Sitriiline edilmis histon H3"in (H3cit)
varligi, timor tasiyan konaklardan, bakteriyel enfeksiyonlara sahip konaklardan
tiiretilen NET'lerde ve ¢esitli uyaricilara yanit olarak in vitro ortamlarda kanitlanmistir

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

Histonlar, niikleozomlara niikleer DNA'y1 baglar ve paketler; bu niikleozomlar,
hiicre aktivasyonu veya hasar1 sonucunda kana salinabilir (Xu ve ark., 2009; Allam ve
ark., 2014). Bu baglamda, bir dizi klinik ¢calisma dolasan hiicre serbest DNA (cfDNA)
ve niikleozomlarin, ¢esitli kanser tiirlerinde potansiyel kan isaretgileri olarak hizmet
edebilecegini gostermektedir (Holdenrieder ve ark., 2001; Wu ve ark., 2002; Huang
ve ark., 2006; Gahan, 2010).

Ekstraselliiler olarak salindiktan sonra, histonlarin konak iizerinde zararl
etkilerin araciligini yapabilecegi bildirilmistir (Xu ve ark., 2009; Fuchs ve ark., 2011;
Semeraro ve ark., 2011; Saffarzadeh ve ark., 2012; Huang ve ark., 2013). Bu durum,
histonlarin hem prognostik isaretciler hem de terapotik hedefler olarak potansiyel

tagidigini diistindiirmektedir (Thalin ve ark., 2018).

Posttranslasyonel histon modifikasyonlari, histonlarin yapist ve fonksiyonu
tizerinde derin etkilere neden olabilir ve ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmistir (Helin
ve Dhanak, 2013). Sitrulline histone H3 (H3Cit), histone H3'lin N-terminindeki
peptidilargininin sitrulline doniistimii sonucu olusan bir {iriindiir. Histon kalintisinin
pozitif yiikiinde meydana gelen sonraki azalma, negatif yiiklii DNA'ya zayif bir
baglanmaya neden olur ve bu da kromatinin dekondansasyonuna yol acar (Leshner ve

ark., 2012).

Histon sitrullinasyonu, enzim peptidilarginin deiminaz 4 (PAD4) tarafindan
katalize edilir (Wang ve Wang, 2013) ve bu enzim ¢ogunlukla bagisiklik hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulunur; hiicre aktivasyonu sonucu cekirdege transloke olabilen tek
PAD izoformudur (Anzilotti ve ark., 2010). H3Cit'nin bagisiklik hiicre kromatin
dekondansasyonundaki bu onemli rolii, H3Cit'i, son zamanlarda tanimlanan

dekondanse ve ag benzeri niikleer kromatinin nétrofiller tarafindan saliniminin
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merkezi bir belirteci haline getirmistir ve buna ndtrofil ekstraselliiler tuzaklar
(NET'ler) denir (Wang ve ark., 2009; Li ve ark., 2010; Leshner ve ark., 2012). H3Cit,
uyarildiginda noétrofillerin ¢ekirdeginde tespit edilebilir (Wang ve ark., 2009), ancak
ayn1 zamanda NETozis sonucu kana salinabilir (Neeli ve ark., 2009). Ayrica, PAD4'iin

cesitli timor tiplerinde asir1 ifade edildigi gdsterilmistir (Chang ve Han, 2006).

Notrofil aktivasyonu, NET olugsmaksizin nétrofil graniil proteinlerinin, 6rnegin
notrofil elastaz (NE) ve miyeloperoksidaz (MPO) gibi, kana salinmasina neden olabilir
(Klebanoft, 2005; Korkmaz ve ark., 2008); ancak NE ve MPO, disar1 atildiktan sonra
ag benzeri NET yapilarina bagli olarak gozlemlenmistir (Brinkmann ve ark., 2004).
Son veriler, NET'lerin birka¢ enfeksiy6z olmayan ancak inflamatuar hastalik
durumunda (Jorch ve Kubes, 2017), kanser de dahil olmak iizere, merkezi bir rol
oynadigin1 one siirmektedir. NET'lerin tiimdr ilerlemesine (Arelaki ve ark., 2016;
Demers ve ark., 2016; Guglietta ve ark., 2016), metastatik yayilma (Cools-Lartigue ve
ark., 2013; Park ve ark., 2016; Tohme ve ark., 2016; Najmeh ve ark., 2017) ve kanserle
iligkili tromboza (Demers ve ark., 2012; Yang ve ark., 2015; Guglietta ve ark., 2016;
Thalin ve ark., 2016) katkida bulundugu gosterilmistir. Tiimor tarafindan salinan
inflamatuar sitokinlerin, noétrofilleri NETozis yoniinde c¢ekmeye ve hazirlamaya
katkida bulundugu gosterilmistir (Demers ve ark., 2012; Alfaro ve ark., 2016). H3Cit,
fare (Boone ve ark., 2015; Demers ve ark., 2016) ve insan tiimorlerinde (Arelaki ve
ark., 2016; Park ve ark., 2016; Thalin ve ark., 2016; Tohme ve ark., 2016), aynm
zamanda fare plazmasinda (Demers ve ark., 2012) ve trombotik komplikasyonlari olan
bazi kanser hastalarinda (Demers ve Wagner, 2014; Thalin ve ark., 2016) tespit
edilmistir(Thalin ve ark., 2018).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada Anabilim Dali arsivinden 30 adet kopek yumusak doku tiimorii
blogu kullanild1 (Tablo 3.1) ve 6rnekler normal ve lizinli lamlara alindi. Tiimorlerin
histolojik klasifikasyonlar1 yapildi (Hendrick, 1998; Gross ve ark., 2005; Avallone ve
ark., 2007). Buna gore tiimorler fibroz doku tlimorleri, yag doku tiimoérleri, kas doku
tiimdrleri, damar tlimorleri, periferal sinir kilif tiimorleri ve damar duvari tiimorleri
seklinde siniflandirildi. Ayrica tiimorler benign ve malign olarak siniflandirildi.
Malign tiimoérlerin histolojik derecelendirmesi (grading) i¢in timor farklilagmasi,
mitotik skor ve tiimor nekroz skorlart degerlendirilerek nihai tiimor derecesi ortaya

konuldu.
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Tabloe 3.1. Calismada kullanilan olgulara ait bilgiler

No Tiir Irk Cinsiyet Yas Yerlesim Yeni Tam
1. Kopek Melez Erkek 15 - Fibrom
2. Kopek Melez Disi 14 Meme Fibrom
3. Kopek Kopay Erkek 6 Kalga Fibrom
4. Kopek Kopay Erkek 6 Kalga Fibrom
5. Kopek Rusfinosu  Erkek 10 Diseti Fibrom
6. Kopek - - - - Fibrom
7. Kopek Melez Disi 11  Vagina Leyomiyom
8. Kopek Terrier Disi 16  Vagina Leyomiyom
9. Kopek Melez - 15 - Fibromikzosarkom
10. Kopek Golden Erkek 10 - Fibromikzosarkom
Retriever
11. Kopek Golden Erkek 5.5 Boyun Fibrosarkom
Retriever
12. Kopek Rottweiler  Erkek 4 Alt dudak, sag Fibrosarkom
on kol
13. Kopek Alman Erkek 6 Dis eti Fibrosarkom
Coban
Kopegi
14. Kopek Setter Erkek 3 Sol 6n bacak  Fibrosarkom
15. Kopek Terrier Disi 12  Intratorakal Fibrosarkom
16. Kopek Melez Disi 6 Larinks Hemangiosarkom
17. Kopek Melez Disi 7 Karin kasi Liposarkom
18. Kopek Husky Disi 7 Kuyruk kokii Liposarkom
sokumundan
19. Kopek Rottweiler  Erkek 7 Bacak ve sirt Malignant Fibroz
bolgesi Histiyositom
20. Kopek Golden Disi 9 Sol skapular Mikzosarkom
Retriever bolge
21. Kopek Melez Disi 17 Koltuk alt1 Mikzosarkom
22. Kopek Melez - - Perianal bolge PDT
23. Kopek Husky Erkek 5 Parmak aras1  PDT
24. Kopek Alman Erkek 13 Skapula arkasi PDT
Coban
Kopegi
25. Kopek Terrier Erkek 12 Perianal bolge PSKT
26. Kopek Husky Disi 15  Tarsal bolge PSKT
27. Kopek Melez - - Ag1z kenar1 PSKT
28. Kopek Melez Erkek 6 Alt gbzkapagr  Andiferensiye
Sarkom
29. Kopek Melez Erkek 13  Dalak Andiferensiye
Sarkom
30. Kopek Melez Disi 12 Femur laterali  Andiferensiye
Sarkom

PDT: Perivaskiiler duvar tiimorii; PSKT: Periferal sinir kilif tiimorii
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Tiimor orneklerinde notrofil hiicre dis1 tuzaklart (NET'ler) tespit etmek
amaciyla, cith3 (sitriilline histon-3) ve myeloperoksidaz (MPO) antikorlariyla boyama
islemleri gergeklestirildi. Bu siiregte, her iki antikoru ayni timor kesitlerinde
gozlemlemek i¢in belirli bir yontem izlendi, bu yontem daha 6nceki ¢aligmalardan
(Ezaki, 2000; Glass ve ark., 2009) esinlenereck modifiye edildi. ilk adimda, IHC
boyama i¢in parafin bloklarindan alinan kesitler lizin kapli lamellere yerlestirildi ve
120 °C'de 15 dakika siireyle sitrat tampon (pH: 6) i¢inde otoklavda inkiibe edildi. Hazir
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 oraninda) bir gece boyunca uygulandi. 3-
Amino-9-Ethylcarbazole (AEC, Thermo Scientific, TA-125-SA) kromojen
kullanilarak boyanan kesitler, su bazli yapistirici ile sabitlendi ve mikroskop altinda
belirlenen koordinatlardan 20x biiyiitmeyle fotograflar ¢ekildi. Fotograf c¢ekimi
sonrast lamelleri ayirmak icin kesitler distile suya batirildi ve AEC'nin soldurulmasi
icin sirastyla %70, %95, %70 etil alkol ve distile sudan gegirildi. Daha sonra, daha
once baglanan antikorlar1 ¢ikarmak ve antijenleri tekrar ortaya ¢ikarmak i¢in dokular,
tekrar sitrat tampon (pH: 6) icinde mikrodalga firmda 2x5 dakika kaynatildi. Ikinci
asama bloklama i¢in, %2,5 normal at serumu (Vectorlab) ile inkiibe edildi ve fazlalig
alindiktan sonra MPO antikoru (anti-myeloperoxidase, STJA0005000, St. John’s
Laboratory, 1:500 oraninda) bir gece boyunca uygulandi. AEC ile yeniden boyanan
kesitler su bazli yapistirict ile sabitlendi ve daha once cekilen fotograflarin
koordinatlarina gore tekrar fotograflar g¢ekildi. Ardindan lamellerin ayrilmasi ve
AEC'in soldurulmasi i¢in yalnizca distile su ve alkol serilerinden gegirildi. Mayer
hematoksilen (Mayer hemalum, 109249, Merck) ile 12 saniye ¢ekirdek boyamasi
yapildiktan sonra, preparatlar entellan ile sabitlenerek ayni koordinatlardan yeniden

fotograflandi.
3.1. Semi-Kantitatif Degerlendirme

Farklilasma icin, normal yetiskin mezenkimal dokuya benzerlik gdsteren
tiimorler skor 1, farklilagma zayif olmakla birlikte histolojik tiplendirmesi yapilabilen
tiimorler skor 2, tiplendirmesi yapilamayan indiferensiye sarkomlar ise skor 3 olarak

degerlendirildi. Mitotik skor i¢in 10 adet yiiksek biiyilitme (400x) alaninda 0-9 mitoz
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skor 1, 10-19 mitoz skor 2, >19 mitoz ise skor 3 olarak degerlendirildi. Son olarak
tiimdr nekroz skoru i¢in, nekroz yok ise skor 0, nekroz < %50 ise skor 1, nekroz > %50
ise skor 2 olarak degerlendirildi. Ardindan bu ii¢ parametre i¢in elde edilen skorlar
toplanarak nihai tiimor derecesi belirlendi. Buna gore, toplam skor 3 veya altinda ise
tiimdr derecesi I, 4-5 ise derece II, 6 veya daha yiiksek ise derece III olarak belirlendi

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

Tiimor dokularinda NET ler, li¢ ayr1 20x biiyiitme alaninda incelenerek sayildi.
Bu alanlardaki nétrofil yogunlugu, O ile 4 arasinda degerlendirilerek skorlandi. NET
seviyelerinin tespiti i¢in, cith3 ve MPO'nun her ikisinin de pozitif oldugu alanlar ile
yalnizca cith3 pozitifligi gosteren ve parcali ¢ekirdekli hiicreler dikkate alindi. Bu
hiicrelerin eozinofillerle karismamast i¢in, hematoksilen-eozin boyali kesitler
incelenerek eozinofil olmadiklar1 teyit edildi. Bu sayede NET'lerin her tlimor

orneginde dogru sekilde belirlenmesi amaglandi.

3.2. Yalanci Floresan Goriintii Olusturma

Hem cith3 hem de MPO pozitifliklerinin ayni1 alanda gosterilmesi i¢in ayn
koordinatlardan kontrollii sekilde ¢gekilen resimler Photoshop programinda (Photoshop
CS4 Version 11.0) hematoksilen-eozin kesit zeminde olacak sekilde “dublicate layer”
secenegi kullanilarak iist iiste getirildi. Ardindan “difference” modu altinda katmanlar
hafif sekilde hareket ettirilerek tam olarak hiicrelerin iist iiste gelmesi saglandi. Cith3
ve MPO boyali kesitler i¢in “blending mode” béliimiinde “difference” modu se¢ilerek
farkli boyanmlarin kirmizi ve yesil renge boyanmasi saglandi. Ardindan katmanlar
birlestirildi ve zeminin karartilmas1 amaciyla “color replace” se¢enegi kullanildi. Son
olarak da zeminin daha belirgin bir siyahlik almasini saglamak amaciyla resim

kontrasti artirildi ve “yalanci floresan” goriintiiler olusturuldu.

3.3. istatistiksel Analiz

Arastirmada toplanan verilerin normal dagilimi olup olmadigini anlamak i¢in
Ryan-Joiner normalite testi kullanildi. Benign ve malign tiimorler arasindaki NET

skorlarim1 degerlendirmek i¢in ikili T testi kullanildi. Tiimor derecelerine gére NET
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skorlarinin karsilastirilmasi amaciyla, One Way Anova Posthoc Tukey testi uygulandi.
Bunun yant sira, nétrofil ve NET skorlarinin tiimoriin mitoz, timor diferensiyasyonu
ve nekroz gibi ozellikleriyle olan iligkisini ve ayni zamanda tiimor derecesiyle
iliskisini incelemek i¢in Pearson korelasyon analizi yapildi. Bu analizde "r" degeri, 0
ile 0,3 arasinda 6nemsiz, 0,3 ile 0,5 arasinda diisiik, 0,5 ile 0,7 arasinda orta, 0,7 ile 0,9
arasinda yiiksek, 0,9 ile 1 arasinda ise ¢ok yliksek korelasyon olarak degerlendirildi
(Hinkle ve ark., 2003; Mukaka, 2012).
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Calismada kullanilan olgularin tanilart fibrom (n=6), leyomiyom (n=2),
fibromikzosarkom (n=2), fibrosarkom (n=5), hemangiosarkom (n=1), liposarkom
(n=2), malignant fibréz histiyositom (n=1), mikzosarkom (n=2), perivaskiiler duvar
timorii (PDT) (n=3), periferal sinir kilif tiimorii (n=3) ve andiferensiye sarkom (n=3)

seklinde belirlendi.

Benign tiimoérlerin histopatolojik analizinde, fibrom teshisi alan 6rneklerde,
benign karakteristikler gosteren, tipik mekik seklli ve ¢ekirdekleri birdrneklik gdsteren
fibroblast artislar1 goze carpti (Sekil 4.1). Leyomiyom tanist konmus orneklerde ise,
benign nitelikler tasiyan ve belirgin pembe renkle boyanan myosit artislar belirlendi

(Sekil 4.2).

Malign tiimorlerin histopatolojik degerlendirmesinde, fibromikzosarkom tanisi
alan orneklerde malignite gosteren mekik sekilli hiicre proliferasyonlarinin farkli
yonlere dogru uzantilar sergiledigi ve mikzoid bolgelerin yani sira, solid fibrosarkom
alanlarinin da varlig1 gézlendi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Tiimor dereceleri bir olgu igin

2 ve digeri i¢in ise 3 olarak belirlendi.
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Fibrom olgusunda birdrneklik gosteren ¢ekirdek yapisina sahip bag doku

Sekil 4.1.

proliferasyonu. H&E. Bar: 50 um.

Sekil 4.2. Leyomiyom olgusunda benign 6zellikler sergileyen ve belirgin eozinofilik
26

sitoplazmaya sahip kas doku proliferasyonu. H&E. Bar: 50 pm.



Sekil 4.3. Fibromikzosarkom olgusunda sitoplazmik mikzomatéz olusumlar
sergileyen ve malignite bulgular1 gdsteren neoplastik proliferasyonlar. H&E. Bar: 50

pm.

Sekil 4.4. Fibromikzosarkom olgusunda belirgin atipi sergileyen fibrosarkom alan1 ve

yogun ndtrofil infiltrasyonlar1 (oklar). H&E. Bar: 100 pm.
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Fibrosarkom tanist alan 6rneklerde, belirgin hiicre boyutu ve ¢ekirdek boyutu
farkliliklari, ¢ok c¢ekirdekli yapilar ve sik mitotik figiirler iceren, mekik big¢imli
neoplastik artiglar tespit edildi (Sekil 4.5-4.7). Olgularin ikisinde tiimor derecesi 1,

ikisinde 2 ve birinde ise 3 olarak belirlendi.

Sekil 4.5. Fibrosarkom olgusunda malign oOzellikler sergileyen ve farkli yonlere

uzantilar gésteren neoplastik proliferasyonlar. H&E. Bar: 50 um.
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Sekil 4.6. Fibrosarkom olgusunda belirgin eozinofilik sitoplazmaya sahip ve malign
ozellikler sergileyen neoplazi alani ve timor dokusu igerisinde daginik olarak

gbzlenen notrofiller (oklar). H&E. Bar: 50 pm.

Sekil 4.7. Fibrosarkom olgusunda yiiksek hiicresellik ve belirgin malign 6zellikler

sergileyen, yliksek vaskiilarize timor dokusu. H&E. Bar: 50 pm.

29



Hemangiosarkom tanili olguda solid alanlar seklide ve cogunlukla da i¢lerinde
az miktarda eritrosit bulunan limenler olusturma egiliminde mekik sekilli, belirgin
eozinofilik sitoplazmali, orta dereceli anizokaryozis sergileyen ve genellikle merkezi

tek bir ¢ekirdekgige sahip neoplastik hiicre proliferasyonlar1 gozlendi (Sekil 4.8). Bu

timorin derecesi ise 2 olarak belirlendi.

Sekil 4.8. Hemangiosarkom olgusunda damar liimeni olusturma egilimi sergileyen,

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

Liposarkom tanis1 konmus vakalarda ise, belirgin malignite isaretleri gdsteren
ve ¢ok sayida sitoplazmik vakuoller igeren neoplastik artislar tespit edildi (Sekil 4.9

ve 4.10). Tiimor derecesi her iki olguda da 2 olarak belirlendi.
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Sekil 4.9. Cok sayida intrasitoplazmik vakuollere sahip ve yer yer belirgin
anizokaryozis gosteren c¢ekirdek yapisina sahip proliferasyonlar. H&E. Bar: 50 um.

Sekil 4.10. Cok sayida intrasitoplazmik vakuoller iceren ve belirgin malign ¢ekirdek

malignite ozellikleri sergileyen neoplazi alani. H&E. Bar: 50 pm.

Malignant fibréz histiyositom olgusunda, cogunlukla mekik sekilli ve belirgin

anaplazi gosteren neoplastik mezenkimal hiicre proliferasyonlarina rastlandi. Bu
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hiicreler arasinda ise ¢ok sayida ve ¢ok ¢ekirdeklilik sergileyen dev hiicre olusumlari

dikkati ¢ekti (Sekil 4.11). Tiimor derecesinin ise 3 oldugu belirlendi.

Sekil 4.11. Malignant fibroz histiyositom olgusunda belirgin bag doku iliremeleri ile
birlikte ¢ok cekirdekli dev hiicrelerinin gériiniimii (oklar). H&E. Bar: 50 um.

Mikzosarkom tanis1 alan Orneklerde, belirgin cekirdek boyutu farkliliklar
gosteren, genis miisindz maddeli sitoplazmalara sahip, mekik seklinde
proliferasyonlar gozlemlendi (Sekil 4.12 ve 4.13). Tiimor derecesi bir olguda 2,

digerinde ise 3 olarak belirlendi.
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Sekil 4.12. Mikzosarkom olgusunda belirgin mikzomatdz sitoplazmik vakuoller igeren

ve anizokaryozis sergileyen mezenkimal hiicre proliferasyonlari. H&E. Bar: 50 pm.

Sekil 4.13. Mikzosarkom olgusunda yiiksek hiicresellik ve malignite bulgular

sergileyen tlimor alani. H&E. Bar: 50 pm.

PDT tanili vakalarda, merkezi damarlar ¢evresinde spiral sekilde ¢ogalan

neoplastik hiicreler fark edildi. Bir olguda hiicre sitoplazmalarinin belirgin mikzoid
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goriinlimde oldugu dikkati ¢ekti ve tiimor derecesi bu olguda 3 olarak belirlendi (Sekil
4.14). Diger bir olguda ise hiicrelerin genellikle hafif malignite bulgular1 sergiledigi

ve tiimor derecesinin 1 oldugu belirlendi (Sekil 4.15). Diger olguda ise hiicreselligin

ve malignite bulgularinin daha belirgin oldugu ve tiimdr derecesinin 3 oldugu tespit
edildi (Sekil 4.16).

Sekil 4.14. PDT olgusunda yer yer belirgin mikzoid goriiniime sahip (y1ldiz) ve damar

cevresinde ¢ogalmalar gosteren neoplazi alani. H&E. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.15. PDT olgusunda damar yapilari cevresinde girdap benzeri sekilde
proliferasyon gosteren ve diisiik malignite 6zelliklerine sahip tiimdr alani. H&E. Bar:

50 pm.

Sekil 4.16. PDT olgusunda damar ¢evrelerinde helezon yapilari sergileyen ve belirgin

malignite 6zelliklerine sahip neoplazi alani. H&E. Bar: 50 um.

Malign PSKT tanis1 alan iki 6rnekte ¢cok sayida belirgin helezoni yapilar dikkat
cekti; bu yapilarin merkezlerinde damar yapilari bulunmuyordu (Sekil 4.17). Bu
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olgular i¢in tiimdr derecesi 1 ve 2 olarak belirlendi. Diger vakada ise, i¢ ice gegmis
demetler ve belirgin yariklanmalar iceren, Antoni A ve B tipi patern sergileyen mekik
bicimli neoplastik artislar gbzlendi (Sekil 4.18). Bu olguda ise tiimdr derecesi 1 olarak

belirlendi.

Sekil 4.17. PSKT olgusunda girdap benzeri yap1 ile belirgin malignite bulgular

sergileyen neoplazi alani. H&E. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.18. PSKT olgusunda Antoni A tipi patern sergileyen neoplastik goriiniim
(oklar). H&E. Bar: 50 um.

Andiferensiye sarkom vakalarinda, az farklilasmis, genellikle mekik bigimli,
pleomorfik, c¢ekirdek boyutu farkliliklar1 gosteren ve bol mitotik figiir iceren solid
iiremeler saptandi (Sekil 4.19 ve 4.20).
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Sekil 4.19. Andiferensiye sarkom olgusunda zayif diferensiyasyon sergileyen ve

belirgin malinite 6zelliklerine sahip mezenkimal proliferasyonlar. H&E. Bar: 50 pm.

Sekil 4.20. Andiferensiye sarkom olgusunda belirgin malign o6zelliklere sahip,

diizensiz anaplastik goriiniimde tiimor alani. H&E. Bar: 50 pm.
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4.2. Iimmunohistokimyasal Bulgular

NET’ler agisindan yapilan incelemelerde; fibrom tanili olgulardan yalnizca bir
tanesinde skor 1 iken, diger bes olguda 0 olarak belirlendi. Leyomiyom tanili
olgulardan birisinde skor 0 iken, digerinde 1 olarak belirlendi. Fibromikzosarkom
olgularindan birisinde skor 1 iken, digerinde 4 olarak; fibrosarkom olgularindan
ikisinde skor 0, birisinde skor 1 ve ikisinde ise skor 2 olarak belirlendi.
Hemangiosarkom olgusunda skorun 3 oldugu goriildii. Liposarkom olgularinda skor 0
olarak, malignant fibroz histiyositom olgusunda ise 2 olarak belirlendi. Mikzosarkom
olgularindan birinde skor 0, digerinde 2 olarak tespit edildi. PDT olgularinin ikisinde
skor 0, birisinde ise 3 olarak belirlendi. PSKT olgularinda ise bir olguda skor 0,
digerlerinde ise 1 olarak belirlenirken, andiferensiye sarkom olgularinin hepsinde skor
0 olarak belirlendi. Tiimorlerde NET skorlar1 ve histolojik derecelendirme skorlarina

ait bilgiler Tablo 4.1’de sunulmustur.
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Tablo 4.1. Olgulara ait tanilar ve skorlar

Yeni Tam 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 2 3 3 2 3
Histiyositom

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 0 3 3 0 3
sarkom

Andiferensiye 0 2 3 1 3
Sarkom

Andiferensiye 0 2 3 1 3
Sarkom

Immunohistokimyasal boyamalara ait goriintiiler ile bunlarin renklendirmesi

ve birlestirilmesi sonrasi elde edilen fotograflar Sekil 4.21-4.26’de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Fibromikzosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC

kromojen) ile hematoksilen boyalt zeminde birlestirilmis (CitH3-MPO) ve
renklendirilmis goriinim ve yalanci immun floresan goriiniimiinde ortak pozitiflik

veren hiicreler (oklar). Bar: 20pum.
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Sekil 4.22. Hemangiosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen)
ile hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-MPO) ve renklendirilmis
goriinim ve yalanci immun floresan goriiniimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler

(oklar). Bar: 50pm.

42



itH3-MPO

Sekil 4.23. Malignant fibroz histiyositom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri
(AEC kromojen) ile hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-MPO) ve
renklendirilmis goriinim ve yalanci immun floresan goriiniimiinde ortak pozitiflik

veren hiicreler (oklar). Bar: 50um.
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MPO.

Sekil 4.24. Mikzosarkom olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) ile
hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-MPO) ve renklendirilmis goriiniim
ve yalanct immun floresan goriiniimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler (oklar). Bar:

50um.
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Sekil 4.25. PDT olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) ile

hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-MPO) ve renklendirilmis goriiniim
ve yalanci immun floresan goriiniimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler (oklar). Bar:

50um.

45



- MPO

Sekil 4.26. PDT olgusunda CitH3 ve MPO pozitiflikleri (AEC kromojen) ile
hematoksilen boyali zeminde birlestirilmis (CitH3-MPO) ve renklendirilmis goriiniim
ve yalanci immun floresan goriiniimiinde ortak pozitiflik veren hiicreler (oklar). Bar:

50um.

4.3. Istatistiksel Analiz Sonuclar

Benign ve malign tiimorlerdeki NET karsilagtirmast amaciyla yapilan ikili T
testi sonuucunda, malign tiimorlerde NET skorunun benign olanlara gére anlamh

derecede yiiksek oldugu belirlendi (P = 0,023).

Tablo 4.2. NET skorlariin benign ve malign tiimorlerde karsilastiriimasi

Timor NET
Benign 0,250 £ 0,164
Malign 1,000 + 0,263

Tiimor derecesine gore olgular gruplandirildi ve gruplardaki verilerin normal
dagilim gosterdigi belirlendi. Ardindan One-way-Anova testi Tukey analizi ile gruplar
arasinda istatistiksel karsilastirma yapildi ve NET agisindan derece III tiimorlerde

derece I ve II tiimorlere gore sayisal bir yiikseklik olmakla birlikte anlamli bir farklilik
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bulunmadig1 goriildii (P = 0,379). Istatistiksel verilere ait bilgiler Tablo 4.2.’de

sunulmustur.

Tablo 4.3. Nekroz, nétrofil ve NET skorlariin tiimor derecesine gore karsilastirilmasi

Timor Derecesi NET
Derece | 0,800 £ 0,374
Derece Il 0,625 £ 0,375
Derece IlI 1,444 + 0,503

NET ile mitoz, diferensiyasyon, nekroz ve tiimdr derecesi arasindaki iliskiye
yonelik olarak yapilan Pearson korelasyon analizinde, NET ile tiimor derecesi
arasindaki korelasyonun 6nemsiz (r = 0,277) oldugu belirlendi. Benzer sekilde mitoz,
diferensiyasyon ve nekroz ile NET arasinda da korelasyon 6nemsiz olarak bulundu.

Istatistiksel sonuglara ait veriler Tablo 4.3.’te sunulmustur.

Tablo 4.4. Pearson korelasyon analizi sonuclari.

NET Mitoz Diferensiyasyon Derece
Mitoz r degeri 0,046
p degeri 0,839
Diferensiyasyon r degeri 0,290 0,109
p degeri 0,190 0,630

Nekroz r degeri 0,241 0,182 0,173
p degeri 0,279 0,419 0,441

Derece r degeri 0,243 0,591 0,656 0,613
p degeri 0,277 0,004 0,001 0,002
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5. TARTISMA

Notrofiller, antimikrobiyal aktivitelerini uygulamak i¢in fagositoz ve
degraniilasyonun yani sira NET olarak adlandirilan hiicre dis1 ag benzeri yapilarin
salinmasini igeren netosis olayini gerceklestirir (Papayannopoulos, 2018; Burgener ve
Schroder, 2020; Ronchetti ve ark., 2021). NET'ler, patojenleri yakalamak ve dldiirmek
icin salinan antimikrobiyal enzimleri ve histonlar igeren niikleer veya mitokondriyal
DNA liflerinden yapilmis ag benzeri yapilardir (Pruchniak ve Demkow, 2019;
Kaltenmeier ve ark., 2021). NET'ler, histonlar ve antimikrobiyal proteinlerle
kaplanmis yogunlagtirilmig kromatin filamentlerinden olusur (Yipp ve Kubes, 2013;
Ronchetti ve ark., 2021). NET'lerde nétrofil elastaz, miyeloperoksidaz, katepsin G,
proteinaz 3, laktoferrin, jelatinaz, lizozim C, kalprotektin, ndotrofil defensin ve
katelisidin proteinleri bulunur (Korkmaz ve ark., 2008; Kwak ve ark., 2022). NET'ler,
antimikrobiyal rollerinin yani sira hem patojenler hem de bagisiklik hiicreleri igin
fiziksel bir bariyer olustururlar (Manda-Handzlik ve ark., 2020; Kaltenmeier ve ark.,
2021). Calismamizda NET lerin ortaya konulmasi icin NET belirteci olarak yaygin
olarak kullanilan sitriilline histon-3 (cith3) ve MPO kullanildi. Farkli ¢aligmalarda
NET gosterilmesi icin MPO ve noétrofil elastaz bir arada ya da cith3 ile DNA boyalari

ile birlikte kullanilmistir.

Histone sitriilinasyonu ve NETosis stlirecindeki rolii, ozellikle c¢esitli
hastaliklarla olan baglantilar1 acisindan immiinolojide 6énemli bir ¢alisma alanidir.
Histone sitriilinasyonu, aktivasyon geg¢iren notrofillerde gerceklesen histon
kuyruklarinin modifikasyonunu igerir ve bu siire¢, Neutrophil Ekstraseliiler Tuzaklari
(NET'ler) gelisiminde hayati bir dneme sahiptir. NET'ler, patojenleri tuzaga diisiirmek
ve notralize etmek icin notrofiller tarafindan salinan dekondanse kromatin ve graniiler
proteinlerin aglaridir. NET olusumu, arginin amino asidini sitriiline doniistiiren
peptidil arginin deiminaz 4 (PAD4) enziminin aktivasyonu ile yakindan iligkilidir ve
netozisin gostergesi olarak kabul edilir (Neeli ve ark., 2008; Leshner ve ark., 2012).
PAD4 tarafindan indiiklenen histon sitriilinasyonu, ¢esitli insan patolojileri i¢in yeni
bir biyomarker olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak, fazla miktarda NET, inflamatuar
yanitlara ve doku hasarma yol agabilir. PAD4 aracili NETosis siireci, bu zararh

etkilerle baglantilidir. Ayrica, PAD4 ve histon sitriilinasyonu (H3Cit), otoimmiinite,
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kanser, tromboz ve hatta COVID-19 gibi hastaliklarla iliskilendirilmistir (Jorch ve
Kubes, 2017; Papayannopoulos, 2018; Zuo ve ark., 2020). Myeloperoksidaz (MPO)
da NETosis siirecinde onemli bir rol oynar. MPO, nétrofiller tarafindan salinan ve
DNA igeren yapilarda bulunan intraseliiler faktorlerden biridir. NET'ler, enfeksiyon
kontrolii, konak¢1 savunmasi ve trombozda merkezi bir role sahiptir (Borissoff ve ark.,
2013; Yalavarthi ve ark., 2015; Dyer ve ark., 2018). Bu bilgiler 1s1g1nda ¢alismamizda
belirtilen iki proteine yonelik inceleme yapildi. Bir 6nceki ¢calismamizda (Karaman,
2023) ayni doku kesitinin CitH3 ile boyandiktan sonra soldurma ve antijen geri
kazanma isleminden sonra yeniden MPO ile boyanma metodunu kullandik. Belirtilen
bu metodu Glass ve ark. (2009) ¢aligmasinda belirtilen yontem olan asidik potasyum
permanganat uygulamasina ek diger bazi ¢calismalarda kullanilan 1s1 etkisi ile antijen
aciga cikarma islemini de ekleyerek gerceklestirdik (Ezaki, 2000). Bu iki yontemin bir
arada kullaniminin antikor ¢ozdiirmede basarili sonu¢ verdigini ¢aligmamizda da
dogruladik. Fakat bu c¢alismamizda asidik potasyum permanganat uygulamasini
kaldirarak yalnizca sitrat tampon icerisinde 1s1 etkisiyle yeniden antijen kazandirma
islemi uygulandi ve bu yontemin de tek basina dnceki antikor baglanmalarini basarili

bir sekilde ortadan kaldirdigi goriildii.

Soldurma ve tekrar boyama metodu ile dokularda dokiilmelerin yasanmasi
thtimali mevcuttur, ayrica aynit bdlgeden resimlerin alinmasi islemleri ¢ift
immunohistokimya ya da immunfloresan yoOntemlerine gore daha zahmetlidir.
Bununla beraber bu ¢alismada doku dokiilmelerinin minimum diizeyde oldugu ve
genel olarak doku biitiinliigliniin son hematoksilen boyal1 preparatlara kadar 1yi bir
sekilde korundugu goriilmiistiir. Bir 6nceki ¢alismamizda uygulanan asidik potasyum
permanganat uygulamasimin kaldirilmasiyla da bu dokiilmelerin daha da azaldig:
diistiniilmiistiir. Bu yontemin uygulanabilirligi cok sayida antikor kullanilarak da daha
once dogrulanmistir ve 12 farkli boyamaya kadar ayni kesitlere farkli antikorlarin
uygulandigi bildirilmistir (Tsujikawa ve ark., 2017). Daha 6nce de gosterildigi gibi bu
yontemin ¢ok sayida antikor kullanilarak da gergeklestirilmesi, floresan boyamalarin
problemli oldugu &zellikle de formalin tespitli parafin blok kesitleri i¢in oldukca

kullanigh bir yontem olarak goriinmektedir.
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Kanser ve bagisiklik sistemi arasindaki iliski karmasiktir. Kanser hiicreleri,
inflamasyon yoluyla tiimdriin gelismesini ve yayilmasini hizlandirir ve bu siiregte
bagisiklik sisteminden kagmay1 basarir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Tiimorlerin
cevresinde bulunan bagisiklik hiicreleri, tiimdriin biiylimesi, yayilmasi ve tedaviye
verilen yanitta dnemli rol oynar (Ja ve Dt, 2015; Galdiero ve ark., 2016; Binnewies ve
ark., 2018). Ozellikle nétrofiller, timér mikrogevresinde énemli bir rol iistlenir. Bu
hiicreler, tiimor tarafindan salinan belirli kimyasallar tarafindan tiimére ¢ekilir (Negus
ve ark., 1997). Notrofiller, iki tipe ayrilir: N1 ve N2. N1 tipi notrofiller, antikor bagimli
hiicre 6ldiirme ve T hiicre aktivasyonu yoluyla tiimdre karsi etkilidir, buna karsin N2
tipi notrofiller, bagisiklik sisteminin tiimorle savasmasini engeller (Fridlender ve ark.,
2009; Brandau ve ark., 2013; Coffelt ve ark., 2015). Tiimorle iligkili noétrofiller,
timoriin gelismesine katkida bulunabilir. Bu, kan damarlarinin olusumunu tesvik
etmek, hiicre dis1 matriksin yikilmasini artirmak ve bagisiklik sistemini baskilamak
gibi yollarla olabilir (De Larco ve ark., 2004; Nozawa ve ark., 2006; Youn ve
Gabrilovich, 2010). Bunun yani sira, bu hiicrelerin tiimdre kars: etkili olabilecegi de
bilinmektedir. Bu, dogrudan hiicre 6ldiirme, hiicre aracili 6ldiirme ve T hiicrelerini
aktive etme yoluyla gerceklesir (Dissemond ve ark., 2003; Fridlender ve ark., 2009;
Guettinger ve ark., 2010; Hubert ve ark., 2011). Insanlarda, baz1 kanser tiirlerinde
(6rnegin hepatoseliiler karsinom, bronkoalveoler karsinom, kolorektal karsinom, bas
ve boyun kanserleri) noétrofil varhiginin zayif bir prognozla iliskili oldugu
gbzlemlenmistir (Wislez ve ark., 2003; Jensen ve ark., 2009; Kuang ve ark., 2011;
Trellakis ve ark., 2011; Rao ve ark., 2012). Ancak, mide kanseri gibi baz1 diger
tiirlerde, notrofillerin varlig1 daha iy1 bir prognozla iliskili olabilir (Caruso ve ark.,

2002). Bu, kanser tiiriine ve bagisiklik sisteminin durumuna gore degiskenlik gosterir.

Kopek yumusak tiimorlerinde yapilan bir calismamizda nétrofillerin
maligniteyle iliskili olmadig1 fakat makrofaj infiltrasyonlarinin artmasinda rol
oynayabilecegi rapor edilmistir (Savas ve Ipek, 2021). Képek meme tiimérlerinde
NET varligin1 ayn1 metotla inceledigimiz bir ¢alismamizda ise (Karaman, 2023)
NET’lerle tiimor derecesi arasinda diisiik dereceli negatif bir korelasyon (r = -0,361)
gozlenmistir. Mevcut calismamizda ise NET lerin benign tiimorlere kiyasla yumusak

doku sarkomlarinda anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yine sarkomlarin
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histolojik derecelendirmeleri temel alindiginda NET varliginin derece III tiimorlerde
sayisal olarak yiiksek oldugu fakat bu farkliligin derece I ve II tiimorlere kiyasla
anlamli olmadig1 goriilmiustiir. Ek olarak, NET skorlarinin sarkomlarda nekroz,
diferensiyasyon, mitoz ve tiimor derecesi ile anlamsiz bir korelasyonu oldugu da

gozlenmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tiimor kaynaklit NET olusumunun, timdor hiicrelerinin ¢gogalmasina yardimet
oldugu, tiimore izin veren bir ortama katkida bulundugu, sistemik enfeksiyon
varhiginda tiimor ilerlemesini siddetlendirdigi ve ayrica kanserle iliskili trombozu
tesvik ettigi gosterilmistir. Ayrica NET'ler, timor hiicresi mobilizasyonundaki rolleri,
dolagimdaki tiimor hiicresi yapismast ve metastatik biiylimeyi tesvik etme rolleri ile
metastatik yetenegi giiclendirir. Netosis hakkindaki mevcut caligmalara gore,
NET'lerin kanser ilerlemesinin bir¢ok adiminda rol oynadigi sonucuna varilmaktadir
ancak bir¢ok Onemli fonksiyonel detay hala agiklanmayi beklemektedir. Kopek
yumusak doku sarkomlarinda nétrofil hiicre disi tuzaklariyla ilgili yapilmig bir
arastirmaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle bu tez calismasimin, kopeklerin yumusak
doku sarkomlarina yonelik daha spesifik ve c¢ok sayida ornek ile NET temelli
biyobelirte¢ kullaniminin ve NET hedefli tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yonelik

yapilacak yeni ¢aligmalarin 6niinli agmas1 beklenmektedir.

52



KAYNAKCA

Alfaro C, Teijeira A, Onate C, Pérez G, Sanmamed MF, Andueza MP, Alignani D,
Labiano S, Azpilikueta A, Rodriguez-Paulete A, Garasa S, Fusco JP, Aznar A,
Inogés S, De Pizzol M, Allegretti M, Medina-Echeverz J, Berraondo P, Perez-
Gracia JL, Melero I (2016). Tumor-Produced Interleukin-8 Attracts Human Myeloid-
Derived Suppressor Cells and Elicits Extrusion of Neutrophil Extracellular Traps
(NETSs). Clinical Cancer Research, 22,3924-3936.

Allam R, Kumar SVR, Darisipudi MN, Anders H-J (2014). Extracellular histones
in tissue injury and inflammation. Journal of Molecular Medicine (Berlin, Germany),
92, 465-472.

Anzilotti C, Pratesi F, Tommasi C, Migliorini P (2010). Peptidylarginine deiminase
4 and citrullination in health and disease. Autoimmunity Reviews, 9, 158—160.

Arelaki S, Arampatzioglou A, Kambas K, Papagoras C, Miltiades P, Angelidou I,
Mitsios A, Kotsianidis I, Skendros P, Sivridis E, Maroulakou I, Giatromanolaki
A, Ritis K (2016). Gradient Infiltration of Neutrophil Extracellular Traps in Colon
Cancer and Evidence for Their Involvement in Tumour Growth. PloS One, 11,
e0154484.

Aupperle H, Mirz I, Ellenberger C, Buschatz S, Reischauer A, Schoon H-A
(2007). Primary and secondary heart tumours in dogs and cats. Elsevier Journal of
Comparative Pathology, 136, 18-26.

Avallone G, Helmbold P, Caniatti M, Stefanello D, Nayak RC, Roccabianca P
(2007). The spectrum of canine cutaneous perivascular wall tumors: morphologic,
phenotypic and clinical characterization. Veterinary Pathology, 44, 607-620.

Baez JL, Hendrick MJ, Shofer FS, Goldkamp C, Sorenmo KU (2004).
Liposarcomas in dogs: 56 cases (1989-2000). Am Vet Med Assoc Journal of the
American Veterinary Medical Association, 224, 887-891.

Baker R, Lumsden JH (2000). Color atlas of cytology of the dog and cat. Mosby,
Inc.

Banat G-A, Tretyn A, Pullamsetti SS, Wilhelm J, Weigert A, Olesch C, Ebel K,
Stiewe T, Grimminger F, Seeger W, Fink L, Savai R (2015). Immune and
Inflammatory Cell Composition of Human Lung Cancer Stroma. PloS One, 10,
e0139073.

Bastianello SS (1983). A survey on neoplasia in domestic species over a 40-year
period from 1935 to 1974 in the Republic of South Africa. VI. Tumours occurring in
dogs. Published by The Government Printer, Pretoria.

Berrocal A, Millan Y, Ordas J, Martin de las Mulas J (2001). A Joint Myxoma in a
Dog. Journal of Comparative Pathology, 124, 223-226.

53



Binnewies M, Roberts EW, Kersten K, Chan V, Fearon DF, Merad M, Coussens
LM, Gabrilovich DI, Ostrand-Rosenberg S, Hedrick CC, Vonderheide RH, Pittet
MJ, Jain RK, Zou W, Howcroft TK, Woodhouse EC, Weinberg RA, Krummel
MF (2018). Understanding the tumor immune microenvironment (TIME) for effective
therapy. Nature Medicine, 24, 541-550.

Boone BA, Orlichenko L, Schapiro NE, Loughran P, Gianfrate GC, Ellis JT,
Singhi AD, Kang R, Tang D, Lotze MT, Zeh HJ (2015). The receptor for advanced
glycation end products (RAGE) enhances autophagy and neutrophil extracellular traps
in pancreatic cancer. Cancer Gene Therapy, 22, 326-334.

Borissoff JI, Joosen IA, Versteylen MO, Brill A, Fuchs TA, Savchenko AS, Gallant
M, Martinod K, Ten Cate H, Hofstra L, Crijns HJ, Wagner DD, Kietselaer BLJH
(2013). Elevated levels of circulating DNA and chromatin are independently
associated with severe coronary atherosclerosis and a prothrombotic state.
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 33, 2032-2040.

Borregaard N, Serensen OE, Theilgaard-Moénch K (2007). Neutrophil granules: a
library of innate immunity proteins. Elsevier Trends in Immunology, 28, 340-345.

Brandau S, Dumitru CA, Lang S (2013). Protumor and antitumor functions of
neutrophil granulocytes. Seminars in Immunopathology, 35, 163—-176.

Bray J (2018). Soft tissue sarcoma in the dog: an update. In Practice, 40, 383-395.

Brehm DM, Vite CH, Steinberg HS, Haviland J, Van Winkle T (1995). A
retrospective evaluation of 51 cases of peripheral nerve sheath tumors in the dog.

American Animal Hospital Association Journal of the American Animal Hospital
Association, 31, 349-359.

Briggs OM, Kirberger RM, Goldberg NB (1997). Right atrial myxosarcoma in a
dog. AOSIS Journal of the South African Veterinary Association, 68, 144—146.

Brinkmann V (2018). Neutrophil Extracellular Traps in the Second Decade. Journal
of Innate Immunity, 10, 414-421.

Brinkmann V, Reichard U, Goosmann H, Fauler B, Uhlemann Y, Weiss DS.,
Weinrauch Y, Zychlinsky A (2004). Neutrophil Extracellular Traps Kill Bacteria.
American Association for the Advancement of Science Science, 303, 1532—1535.

Brown NO, Patnaik AK, MacEwen EG (1985). Canine hemangiosarcoma:
retrospective analysis of 104 cases. Journal of the American Veterinary Medical
Association, 186, 56-58.

Burgener SS, Schroder K (2020). Neutrophil Extracellular Traps in Host Defense.
Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 12, a037028.

Byrd AS, O’Brien XM, Johnson CM, Lavigne LM, Reichner JS (2013). An
Extracellular Matrix—Based Mechanism of Rapid Neutrophil Extracellular Trap

54



Formation in Response to Candida albicans. The Journal of Immunology, 190, 4136—
4148.

Carip C, de Beaumont T (2002). [Malignant histiocytofibroma of the small intestine
in a young immune deficient patient]. Presse Medicale (Paris, France: 1983), 31,214—
216.

Caruso RA, Bellocco R, Pagano M, Bertoli G, Rigoli L, Inferrera C (2002).
Prognostic value of intratumoral neutrophils in advanced gastric carcinoma in a high-
risk area in northern Italy. Modern Pathology: An Official Journal of the United States
and Canadian Academy of Pathology Inc, 15, 831-837.

Cascorbi I, Henning S, Brockmoller J, Gephart J, Meisel C, Miiller JM,
Loddenkemper R, Roots I (2000). Substantially reduced risk of cancer of the

aerodigestive tract in subjects with variant--463A of the myeloperoxidase gene.
Cancer Research, 60, 644—649.

Chang HR, Hajdu SI, Collin C, Brennan MF (1989). The prognostic value of
histologic subtypes in primary extremity liposarcoma. Cancer, 64, 1514—1520.

Chang X, Han J (2006). Expression of peptidylarginine deiminase type 4 (PAD4) in
various tumors. Molecular Carcinogenesis, 45, 183—196.

Chen Q, Zhang L, Li X, Zhuo W (2021). Neutrophil Extracellular Traps in Tumor
Metastasis: Pathological Functions and Clinical Applications. Multidisciplinary
Digital Publishing Institute Cancers, 11(13), 2832.

Ciekot PA, Powers BE, Withrow SJ, Straw RC, Ogilvie GK, LaRue SM (1994).
Histologically low-grade, yet biologically high-grade, fibrosarcomas of the mandible
and maxilla in dogs: 25 cases (1982-1991). Journal of the American Veterinary
Medical Association, 204, 610-615.

Clark SR, Ma AC, Tavener SA, McDonald B, Goodarzi Z, Kelly MM, Patel KD,
Chakrabarti S, McAvoy E, Sinclair GD, Keys EM, Allen-Vercoe E, DeVinney R,
Doig CJ, Green FHY, Kubes P (2007). Platelet TLR4 activates neutrophil
extracellular traps to ensnare bacteria in septic blood. Nature Publishing Group Nature
Medicine, 4(13), 463—469.

Coffelt SB, Kersten K, Doornebal CW, Weiden J, Vrijland K, Hau C-S, Verstegen
NJM, Ciampricotti M, Hawinkels LJAC, Jonkers J, de Visser KE (2015). [L-17-
producing yo T cells and neutrophils conspire to promote breast cancer metastasis.
Nature, 522, 345-348.

Cools-Lartigue J, Spicer J, McDonald B, Gowing S, Chow S, Giannias B,
Bourdeau F, Kubes P, Ferri L (2013). Neutrophil extracellular traps sequester
circulating tumor cells and promote metastasis. American Society for Clinical
Investigation The Journal of Clinical Investigation, 123, 3446-3458.

55



Cristinziano L, Modestino L, Antonelli A, Marone G, Simon H-U, Varricchi G,
Galdiero MR (2022). Neutrophil extracellular traps in cancer. Seminars in Cancer
Biology, 79, 91-104.

Day MJ, Lucke VM, Pearson H (1995). A review of Pathological diagnoses made
from 87 canine splenic biopsies. Journal of Small Animal Practice, 36, 426—433.

De Larco JE, Wuertz BRK, Furcht LT (2004). The potential role of neutrophils in
promoting the metastatic phenotype of tumors releasing interleukin-8. Clinical Cancer
Research: An Official Journal of the American Association for Cancer Research, 10,
4895-4900.

Demers M, Krause DS, Schatzberg D, Martinod K, Voorhees JR, Fuchs TA,
Scadden DT, Wagner DD (2012). Cancers predispose neutrophils to release
extracellular DNA traps that contribute to cancer-associated thrombosis. Proceedings
of the National Academy of Sciences Proceedings of the National Academy of
Sciences, 109, 13076-13081.

Demers M, Wagner DD (2014). NETosis: a new factor in tumor progression and
cancer-associated thrombosis. Seminars in Thrombosis and Hemostasis, 40, 277-283.

Demers M, Wong SL, Martinod K, Gallant M, Cabral JE, Wang Y, Wagner DD
(2016). Priming of neutrophils toward NETosis promotes tumor growth.
Oncoimmunology, 5, €1134073.

Dennis MM, McSporran KD, Bacon NJ, Schulman FY, Foster RA, Powers BE
(2011). Prognostic Factors for Cutaneous and Subcutaneous Soft Tissue Sarcomas in
Dogs. Veterinary Pathology, 48, 73—84.

Diessler ME, Castellano MC, Massone AR, Portiansky EL, Allende MG, Idiart
JR, Gimeno EJ (2003). Cutaneous Lymphangiosarcoma in a Young Dog: Clinical,
Anatomopathological and Lectinhistochemical Description. Journal of Veterinary
Medicine Series A, 50, 452—456.

Dissemond J, Weimann TK, Schneider LA, Schneeberger A, Scharffetter-
Kochanek K, Goos M, Wagner SN (2003). Activated neutrophils exert antitumor
activity against human melanoma cells: reactive oxygen species-induced mechanisms
and their modulation by granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor. The
Journal of Investigative Dermatology, 121, 936-938.

Do SH, Hong IH, Park JK, Ji AR, Kim TH, Kwak DM, Jeong KS (2009). Two
different types of malignant fibrous histiocytomas from pet dogs. Journal of Veterinary
Science, 10, 169-171.

Dorn CR, Taylor DON, Schneider R, Hibbard HH, Klauber MR (1968). Survey
of animal neoplasms in Alameda and Contra Costa Counties, California. II. Cancer
morbidity in dogs and cats from Alameda County. Oxford University Press Journal of
the National Cancer Institute, 40, 307-318.

56



DUDA RB (1994). Biology of mesenchymal tumors. Villejuif: Association pour le
développement de la communication cancérologique Biology of mesenchymal tumors,
7, 52-62.

Dyer MR, Chen Q, Haldeman S, Yazdani H, Hoffman R, Loughran P, Tsung A,
Zuckerbraun BS, Simmons RL, Neal MD (2018). Deep vein thrombosis in mice is
regulated by platelet HMGB1 through release of neutrophil-extracellular traps and
DNA. Scientific Reports, 8, 2068.

Ehrhart N (2005). Soft-Tissue Sarcomas in Dogs: A Review. Journal of the American
Animal Hospital Association, 41, 241-246.

Erdem V, Pead MJ (2000). Haemangiosarcoma of the scapula in three dogs. Journal
of Small Animal Practice, 41, 461-464.

Ezaki T (2000). Antigen retrieval on formaldehyde-fixed paraffin sections: its
potential drawbacks and optimization for double immunostaining. Micron (Oxford,
England: 1993), 31, 639-649.

Foale RD, White R a. S, Harley R, Herrtage ME (2003). Left ventricular
myxosarcoma in a dog. Journal of Small Animal Practice, 44, 503-507.

Folpe AL, Morris RJ, Weiss SW (1999). Soft tissue giant cell tumor of low malignant
potential: a proposal for the reclassification of malignant giant cell tumor of soft parts.
Modern Pathology: An Official Journal of the United States and Canadian Academy
of Pathology Inc, 12, 894-902.

Fossati G, Ricevuti G, Edwards SW, Walker C, Dalton A, Rossi ML (1999).
Neutrophil infiltration into human gliomas. Acta Neuropathologica, 98, 349-354.

Fridlender ZG, Albelda SM (2012). Tumor-associated neutrophils: friend or foe?
Carcinogenesis, 33, 949-955.

Fridlender ZG, Sun J, Kim S, Kapoor V, Cheng G, Ling L, Worthen GS, Albelda
SM (2009). Polarization of tumor-associated neutrophil phenotype by TGF-beta: ‘N1’
versus ‘N2’ TAN. Cancer Cell, 16, 183—194.

Fuchs TA, Bhandari AA, Wagner DD (2011). Histones induce rapid and profound
thrombocytopenia in mice. Blood, 118, 3708-3714.

Fuchs TA, Brill A, Wagner DD (2012). Neutrophil extracellular trap (NET) impact
on deep vein thrombosis. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 32,
1777-1783.

Furtmiiller PG, Zederbauer M, Jantschko W, Helm J, Bogner M, Jakopitsch C,
Obinger C (2006). Active site structure and catalytic mechanisms of human
peroxidases. Archives of Biochemistry and Biophysics, 445, 199-213.

Gahan PB (2010). Circulating nucleic acids in plasma and serum: diagnosis and
prognosis in cancer. The EPMA journal, 1, 503-512.

57



Galdiero MR, Varricchi G, Marone G (2016). The immune network in thyroid
cancer. Oncoimmunology, 5, €1168556.

Gamlem H, Nordstoga K (2008). Canine vascular neoplasia — histologic
classification and immunohistochemical analysis of 221 tumours and tumour-like
lesions. APMIS, 116, 19-40.

Gasowska-Bajger B, Gasowska-Bodnar A, Bodnar L (2022). Properties and
functions of myeloperoxidase and its role in ovarian cancer. Medical Science, 16, 3.

Ghatalia P, Gordetsky J, Kuo F, Dulaimi E, Cai KQ, Devarajan K, Bae S, Naik
G, Chan TA, Uzzo R, Hakimi AA, Sonpavde G, Plimack E (2019). Prognostic
impact of immune gene expression signature and tumor infiltrating immune cells in
localized clear cell renal cell carcinoma. Journal for Immunotherapy of Cancer, 7, 139.

Glass G, Papin JA, Mandell JW (2009). SIMPLE: a sequential immunoperoxidase
labeling and erasing method. The Journal of Histochemistry and Cytochemistry:
Official Journal of the Histochemistry Society, 57, 899-905.

Goldschmidt MH (2002). Tumors of the skin and soft tissues. lowa State Press
Tumors in domestic animals., 45—-117.

Goldschmidt MH, Shofer FS (1992). Skin tumors of the dog and cat. Pergamon Press
Ltd Skin tumors of the dog and cat.

Grilz E, Mauracher L-M, Posch F, Konigsbriigge O, Zochbauer-Miiller S, Marosi
C, Lang I, Pabinger I, Ay C (2019). Citrullinated histone H3, a biomarker for
neutrophil extracellular trap formation, predicts the risk of mortality in patients with
cancer. British Journal of Haematology, 186, 311-320.

Grishkovskaya I, Paumann-Page M, Tscheliessnig R, Stampler J, Hofbauer S,
Soudi M, Sevcnikar B, Oostenbrink C, Furtmiiller PG, Djinovi¢-Carugo K,
Nauseef WM, Obinger C (2017). Structure of human promyeloperoxidase (proMPO)
and the role of the propeptide in processing and maturation. Elsevier Journal of
Biological Chemistry, 292, 8244-8261.

Gross TL, Thrke PJ, Walder EJ, Affolter VK (2005). Skin Diseases of the Dog and
Cat, 2nd Edit. Mosby Year Book, St Louis, 815-836.

Guettinger Y, Barbin K, Peipp M, Bruenke J, Dechant M, Horner H,
Thierschmidt D, Valerius T, Repp R, Fey GH, Stockmeyer B (2010). A recombinant
bispecific single-chain fragment variable specific for HLA class II and Fc alpha RI
(CD89) recruits polymorphonuclear neutrophils for efficient lysis of malignant B
lymphoid cells. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950), 184, 1210-1217.

Guglietta S, Chiavelli A, Zagato E, Krieg C, Gandini S, Ravenda PS, Bazolli B,
Lu B, Penna G, Rescigno M (2016). Coagulation induced by C3aR-dependent
NETosis drives protumorigenic neutrophils during small intestinal tumorigenesis.
Nature Communications, 7, 11037.

58



Higer M, Cowland JB, Borregaard N (2010). Neutrophil granules in health and
disease. Journal of Internal Medicine, 268, 25-34.

Hakkim A, Fuchs TA, Martinez NE, Hess S, Prinz H, Zychlinsky A, Waldmann
H (2011). Activation of the Raf-MEK-ERK pathway is required for neutrophil
extracellular trap formation. Nature Publishing Group Nature Chemical Biology, 2(7),
75-77.

Hanahan D, Weinberg RA (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell,
144, 646-674.

Hansson M, Olsson I, Nauseef WM (2006). Biosynthesis, processing, and sorting of
human myeloperoxidase. Archives of Biochemistry and Biophysics, 445, 214-224.

Hargis AM, Ihrke PJ, Spangler WL, Stannard AA (1992). A Retrospective
Clinicopathologic Study of 212 Dogs with Cutaneous Hemangiomas and
Hemangiosarcomas. Veterinary Pathology, 29, 316-328.

Harrison JE, Schultz J (1976). Studies on the chlorinating activity of
myeloperoxidase. The Journal of Biological Chemistry, 251, 1371-1374.

Helin K, Dhanak D (2013). Chromatin proteins and modifications as drug targets.
Nature, 502, 480—488.

Hendrick MJ (1998). Histological classification of mesenchymal tumors of skin and
soft tissues of domestic animals. Washington, D.C.

Hilscher MB, Shah VH (2020). Neutrophil Extracellular Traps and Liver Disease.
Thieme Medical Publishers Seminars in Liver Disease, 40, 171-179.

Hinkle DE, Wiersma W, Jurs SG (2003). Applied statistics for the behavioral
sciences. vol 663 Houghton Mifflin Boston.

Hogendoorn PCW, Collin F, Daugaard S, Paolo Dei Tos A, Fisher C, Schneider U,
Sciot R (2004). Changing concepts in the pathological basis of soft tissue and bone
sarcoma treatment. European Journal of Cancer, 40, 1644—1654.

Holdenrieder S, Stieber P, Bodenmiiller H, Busch M, Fertig G, Fiirst H,
Schalhorn A, Schmeller N, Untch M, Seidel D (2001). Nucleosomes in serum of

patients with benign and malignant diseases. International Journal of Cancer, 95, 114—
120.

Hoppenbrouwers T, Autar ASA, Sultan AR, Abraham TE, Cappellen WA van,
Houtsmuller AB, Wamel WJB van, Beusekom HMM van, Neck JW van, Maat
MPM de (2017). In vitro induction of NETosis: Comprehensive live imaging
comparison and systematic review. Public Library of Science PLOS ONE, 12,
e0176472.

Huang H, Chen H-W, Evankovich J, Yan W, Rosborough BR, Nace GW, Ding Q,
Loughran P, Beer-Stolz D, Billiar TR, Esmon CT, Tsung A (2013). Histones activate

59



the NLRP3 inflammasome in Kupffer cells during sterile inflammatory liver injury.
Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950), 191, 2665-2679.

Huang ZH, Li LH, Hua D (2006). Quantitative analysis of plasma circulating DNA
at diagnosis and during follow-up of breast cancer patients. Cancer Letters, 243, 64—
70.

Hubert P, Heitzmann A, Viel S, Nicolas A, Sastre-Garau X, Oppezzo P, Pritsch O,
Osinaga E, Amigorena S (2011). Antibody-dependent cell cytotoxicity synapses form

in mice during tumor-specific antibody immunotherapy. Cancer Research, 71, 5134—
5143.

Ja J, Dt F (2015). T cell exclusion, immune privilege, and the tumor
microenvironment. Science Science (New York, N.Y.), 348.

Jensen HK, Donskov F, Marcussen N, Nordsmark M, Lundbeck F, von der Maase
H (2009). Presence of intratumoral neutrophils is an independent prognostic factor in
localized renal cell carcinoma. Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the
American Society of Clinical Oncology, 27, 4709—4717.

Jorch SK, Kubes P (2017). An emerging role for neutrophil extracellular traps in
noninfectious disease. Nature Publishing Group Nature Medicine, 3(23), 279-287.

Jung HS, Gu J, Kim J-E, Nam Y, Song JW, Kim HK (2019). Cancer cell-induced
neutrophil extracellular traps promote both hypercoagulability and cancer progression.
Public Library of Science PLOS ONE, 14, ¢0216055.

Kaltenmeier C, Simmons RL, Tohme S, Yazdani HO (2021). Neutrophil
Extracellular Traps (NETs) in Cancer Metastasis. Multidisciplinary Digital Publishing
Institute Cancers, 23(13), 6131.

Karaman G (2023). Kopek meme tiimérlerinde nétrofil hiicre disi tuzaklarinin
arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisti, Burdur/Tiirkiye

Kargapolova Y, Geillen S, Zheng R, Baldus S, Winkels H, Adam M (2021). The
Enzymatic and Non-Enzymatic Function of Myeloperoxidase (MPO) in Inflammatory
Communication. Antioxidants (Basel, Switzerland), 10, 562.

Kelly WR, Wilkinson GT, Allen PW (1981). Canine Angiosarcoma
(Lymphangiosarcoma): A Case Report. Veterinary Pathology, 18, 224-227.

Khan AA, Alsahli MA, Rahmani AH (2018). Myeloperoxidase as an Active Disease
Biomarker: Recent Biochemical and Pathological Perspectives. Multidisciplinary
Digital Publishing Institute Medical Sciences, 2(6), 33.

Kissin MW, Fisher C, Webb AJ, Westbury G (1987). Value of fine needle aspiration
cytology in the diagnosis of soft tissue tumours: A preliminary study on the excised
specimen. British Journal of Surgery, 74, 479—-480.

60



Klebanoff SJ (1968). Myeloperoxidase-halide-hydrogen peroxide antibacterial
system. Journal of Bacteriology, 95, 2131-2138.

Klebanoff SJ (2005). Myeloperoxidase: friend and foe. Journal of Leukocyte Biology,
77, 598-625.

Klebanoff SJ, Hamon CB (1972). Role of myeloperoxidase-mediated antimicrobial
systems in intact leukocytes. Journal of the Reticuloendothelial Society, 12, 170—196.

Kolaczkowska E, Kubes P (2013). Neutrophil recruitment and function in health and
inflammation. Nature Publishing Group Nature Reviews Immunology, 3(13), 159—-175.

Korkmaz B, Moreau T, Gauthier F (2008). Neutrophil elastase, proteinase 3 and
cathepsin G: Physicochemical properties, activity and physiopathological functions.
Biochimie, 90, 227-242.

Kuang D-M, Zhao Q, Wu Y, Peng C, Wang J, Xu Z, Yin X-Y, Zheng L (2011).
Peritumoral neutrophils link inflammatory response to disease progression by

fostering angiogenesis in hepatocellular carcinoma. Journal of Hepatology, 54, 948—
955.

Kwak S-B, Kim SJ, Kim J, Kang Y-L, Ko CW, Kim I, Park J-W (2022). Tumor
regionalization after surgery: Roles of the tumor microenvironment and neutrophil

extracellular traps. Nature Publishing Group Experimental & Molecular Medicine,
6(54), 720-729.

Leppkes M, Maueroder C, Hirth S, Nowecki S, Giinther C, Billmeier U, Paulus
S, Biermann M, Munoz LE, Hoffmann M, Wildner D, Croxford AL, Waisman A,
Mowen K, Jenne DE, Krenn V, Mayerle J, Lerch MM, Schett G, Wirtz S, Neurath
MF, Herrmann M, Becker C (2016). Externalized decondensed neutrophil chromatin
occludes pancreatic ducts and drives pancreatitis. Nature Publishing Group Nature
Communications, 1(7), 10973.

Leshner M, Wang S, Lewis C, Zheng H, Chen XA, Santy L, Wang Y (2012). PAD4
mediated histone hypercitrullination induces heterochromatin decondensation and
chromatin unfolding to form neutrophil extracellular trap-like structures. Frontiers in
Immunology, 3, 307.

Li M, Lin C, Leso A, Nefedova Y (2020). Quantification of Citrullinated Histone H3
Bound DNA for Detection of Neutrophil Extracellular Traps. Cancers, 12, 3424.

Li P, Li M, Lindberg MR, Kennett MJ, Xiong N, Wang Y (2010). PAD4 is essential
for antibacterial innate immunity mediated by neutrophil extracellular traps. The
Journal of Experimental Medicine, 207, 1853—1862.

Liptak J, Dernell W, Withrow S (2004a). Haemangiosarcoma of the urinary bladder
in a dog. Australian Veterinary Journal, 82,215-217.

Liptak JM (2007). Withrow & MacEwen s small animal clinical oncology., 483.

61



Liptak JM, Dernell WS, Ehrhart EJ, Rizzo SA, Rooney MB, Withrow SJ (2004b).
Retroperitoneal sarcomas in dogs: 14 cases (1992-2002). Am Vet Med Assoc Journal
of the American Veterinary Medical Association, 224, 1471-1477.

Locke JE, Barber LG (2006). Comparative Aspects and Clinical Outcomes of Canine
Renal Hemangiosarcoma. Journal of Veterinary Internal Medicine, 20, 962-967.

MacEwen EG, Withrow SJ (2001). Small animal clinical oncology. WB Saunders.

MacVean DW, Monlux AW, Anderson PS, Silberg SL, Roszel JF (1978). Frequency
of Canine and Feline Tumors in a Defined Population. Veterinary Pathology, 15, 700—
715.

Madewell BR, Munn RJ (1991). The soft tissue sarcomas: Immunohistochemical and
ultra-structural distinctions. In Proceedings of the 9th Annual Convention of the
American College of Veterinary Internal Medicine, p: 717-729.

Malech HL, DeLeo FR, Quinn MT (2014). The Role of Neutrophils in the Immune
System: An Overview. In Neutrophil Methods and Protocols (ed. M. T. Quinn and F.
R. DeLeo) Methods in Molecular Biology, p: 3—10 Totowa, NJ: Humana Press.

Malle E, Furtmiiller PG, Sattler W, Obinger C (2007). Myeloperoxidase: a target
for new drug development? British Journal of Pharmacology, 152, 838—854.

Manda-Handzlik A, Bystrzycka W, Cieloch A, Glodkowska-Mrowka E,
Jankowska-Steifer E, Heropolitanska-Pliszka E, Skrobot A, Muchowicz A,
Ciepiela O, Wachowska M, Demkow U (2020). Nitric oxide and peroxynitrite trigger
and enhance release of neutrophil extracellular traps. Cellular and Molecular Life
Sciences, 77, 3059-3075.

Masucci MT, Minopoli M, Carriero MV (2019). Tumor Associated Neutrophils.
Their Role in Tumorigenesis, Metastasis, Prognosis and Therapy. Frontiers in
Oncology, 9, 1146.

Mauldin GN (1997). Soft Tissue Sarcomas. Elsevier Veterinary Clinics: Small Animal
Practice, 27, 139-148.

McCarthy PE, Hedlund CS, Veazy RS, Prescott-Mathews J, Cho DY (1996).
Liposarcoma associated with a glass foreign body in a dog. Journal of the American
Veterinary Medical Association, 209, 612—614.

McDonald B, Urrutia R, Yipp BG, Jenne CN, Kubes P (2012). Intravascular
Neutrophil Extracellular Traps Capture Bacteria from the Bloodstream during Sepsis.
Cell Host & Microbe, 12, 324-333.

Metzler KD, Goosmann C, Lubojemska A, Zychlinsky A, Papayannopoulos V

(2014). A Myeloperoxidase-Containing Complex Regulates Neutrophil Elastase
Release and Actin Dynamics during NETosis. Elsevier Cell Reports, 8, 883—896.

62



Miller-Ocuin JL, Liang X, Boone BA, Doerfler WR, Singhi AD, Tang D, Kang R,
Lotze MT, Zeh HJ (2019). DNA released from neutrophil extracellular traps (NETs)
activates pancreatic stellate cells and enhances pancreatic tumor growth.
Oncoimmunology, 8, €1605822.

Mishalian I, Bayuh R, Levy L, Zolotarov L, Michaeli J, Fridlender ZG (2013).
Tumor-associated neutrophils (TAN) develop pro-tumorigenic properties during tumor
progression. Cancer immunology, immunotherapy: CII, 62, 1745-1756.

Morris JS, Mclnnes EF, Bostock DE, Hoather TM, Dobson JM (2002).
Immunohistochemical and histopathologic features of 14 malignant fibrous
histiocytomas from Flat-Coated Retrievers. Veterinary Pathology, 39, 473—479.

Mukaka MM (2012). Statistics corner: A guide to appropriate use of correlation
coefficient in medical research. Malawi Medical Journal: The Journal of Medical
Association of Malawi, 24, 69—71.

Najmeh S, Cools-Lartigue J, Rayes RF, Gowing S, Vourtzoumis P, Bourdeau F,
Giannias B, Berube J, Rousseau S, Ferri LE, Spicer JD (2017). Neutrophil
extracellular traps sequester circulating tumor cells via Bl-integrin mediated
interactions. International Journal of Cancer, 140, 2321-2330.

Nauseef WM (2018). Biosynthesis of human myeloperoxidase. Archives of
Biochemistry and Biophysics, 642, 1-9.

Neeli I, Dwivedi N, Khan S, Radic M (2009). Regulation of Extracellular Chromatin
Release from Neutrophils. Journal of Innate Immunity, 1, 194-201.

Neeli I, Khan SN, Radic M (2008). Histone deimination as a response to
inflammatory stimuli in neutrophils. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950),
180, 1895-1902.

Negus RP, Stamp GW, Hadley J, Balkwill FR (1997). Quantitative assessment of
the leukocyte infiltrate in ovarian cancer and its relationship to the expression of C-C
chemokines. The American Journal of Pathology, 150, 1723—1734.

Nilbert M, Engellau J (2004). Experiences from tissue microarray in soft tissue
sarcomas. Taylor & Francis Acta Orthopaedica Scandinavica, 75, 29-34.

Nozawa H, Chiu C, Hanahan D (2006). Infiltrating neutrophils mediate the initial
angiogenic switch in a mouse model of multistage carcinogenesis. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 103, 12493—-12498.

Okada SS, de Oliveira EM, de Aradjo TH, Rodrigues MR, Albuquerque RC,
Mortara RA, Taniwaki NN, Nakaya HI, Campa A, Moreno ACR (2016).
Myeloperoxidase in human peripheral blood lymphocytes: Production and subcellular
localization. Cellular Immunology, 300, 18-25.

Oksanen A (1978). Haemangiosarcoma in dogs. Elsevier Journal of Comparative
Pathology, 88, 585-595.

63



Ordonez NG (1993). Immunocytochemistry in the diagnosis of soft-tissue sarcomas.
Cancer Bull, 45, 13-23.

Orlandi A, Bianchi L, Ferlosio A, Innocenzi I, Spagnoli LG (2003). The origin of
osteoclast-like giant cells in atypical fibroxanthoma. Histopathology, 42, 407—410.

Papayannopoulos V (2018). Neutrophil extracellular traps in immunity and disease.
Nature Publishing Group Nature Reviews Immunology, 2(18), 134—147.

Papayannopoulos V, Metzler KD, Hakkim A, Zychlinsky A (2010). Neutrophil
elastase and myeloperoxidase regulate the formation of neutrophil extracellular traps.
Journal of Cell Biology, 191, 677—691.

Park J, Wysocki RW, Amoozgar Z, Maiorino L, Fein MR, Jorns J, Schott AF,
Kinugasa-Katayama Y, Lee Y, Won NH, Nakasone ES, Hearn SA, Kiittner V, Qiu
J, Almeida AS, Perurena N, Kessenbrock K, Goldberg MS, Egeblad M (2016).
Cancer cells induce metastasis-supporting neutrophil extracellular DNA traps.

American Association for the Advancement of Science Science Translational
Medicine, 8(361), 361ral38.

Pérez-Martinez C, Garcia Fernindez RA, Reyes Avila LE, Pérez-Pérez YV,
Gonzalez N, Garcia-Iglesias MJ (2000). Malignant fibrous histiocytoma (giant cell
type) associated with a malignant mixed tumor in the salivary gland of a dog.
Veterinary Pathology, 37, 350-353.

Pilsczek FH, Salina D, Poon KKH, Fahey C, Yipp BG, Sibley CD, Robbins SM,
Green FHY, Surette MG, Sugai M, Bowden MG, Hussain M, Zhang K, Kubes P
(2010). A Novel Mechanism of Rapid Nuclear Neutrophil Extracellular Trap
Formation in Response to Staphylococcus aureus. The Journal of Immunology, 1885,
7413-7425.

Pirkey-Ehrhart N, Withrow SJ, Straw RC, Ehrhart EJ, Page RL, Hottinger HL,
Hahn KA, Morrison WB, Albrecht MR, Hedlund CS (1995). Primary rib tumors in
54 dogs. American Animal Hospital Association Journal of the American Animal
Hospital Association, 31, 65-69.

Priester WA (1976). Hepatic angiosarcomas in dogs: an excessive frequency as
compared with man. Oxford University Press Journal of the National Cancer Institute,
57, 451-454.

Priester WA, McKay FW (1980). The occurrence of tumors in domestic animals. vol,
54 US Department of Health and Human Services, Public Health Service

Pruchniak MP, Demkow U (2019). Potent NETosis inducers do not show synergistic
effects in vitro. Termedia Central European Journal of Immunology, 44, 51-58.

Qin X, Deng Y, Zeng Z-Y, Peng Q-L, Huang X-L, Mo C-J, Li S, Zhao J-M (2013).
Myeloperoxidase polymorphism, menopausal status, and breast cancer risk: an update
meta-analysis. PloS One, 8, €72583.

64



Rao H-L, Chen J-W, Li M, Xiao Y-B, Fu J, Zeng Y-X, Cai M-Y, Xie D (2012).
Increased intratumoral neutrophil in colorectal carcinomas correlates closely with
malignant phenotype and predicts patients’ adverse prognosis. PloS One, 7, €30806.

Rayes RF, Mouhanna JG, Nicolau I, Bourdeau F, Giannias B, Rousseau S, Quail
D, Walsh L, Sangwan V, Bertos N, Cools-Lartigue J, Ferri LE, Spicer JD (2019).
Primary tumors induce neutrophil extracellular traps with targetable metastasis-
promoting effects. JCI Insight, 4, €128008.

Reid MD, Basturk O, Thirabanjasak D, Hruban RH, Klimstra DS, Bagci P,
Altinel D, Adsay V (2011). Tumor-infiltrating neutrophils in pancreatic neoplasia.
Modern Pathology: An Official Journal of the United States and Canadian Academy
of Pathology Inc, 24, 1612—-1619.

Richter M, Stankeova S, Hauser B, Scharf G, Spiess BM (2003). Myxosarcoma in
the eye and brain in a dog. Veterinary Ophthalmology, 6, 183—189.

Rivera-Franco MM, Leon-Rodriguez E, Torres-Ruiz JJ, Gémez-Martin D,
Angles-Cano E, de la Luz Sevilla-Gonzalez M (2020). Neutrophil Extracellular
Traps Associate with Clinical Stages in Breast Cancer. Pathology oncology research:
POR, 26, 1781-1785.

Ronchetti L, Boubaker NS, Barba M, Vici P, Gurtner A, Piaggio G (2021).
Neutrophil extracellular traps in cancer: not only catching microbes. Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research, 40, 231.

Saffarzadeh M, Juenemann C, Queisser MA, Lochnit G, Barreto G, Galuska SP,
Lohmeyer J, Preissner KT (2012). Neutrophil Extracellular Traps Directly Induce
Epithelial and Endothelial Cell Death: A Predominant Role of Histones. Public Library
of Science PLOS ONE, 7, e32366.

Sarniak A, Lipinska J, Tytman K, Lipinska S (2016). Endogenous mechanisms of
reactive oxygen species (ROS) generation. Index Copernicus Postepy Higieny i
Medycyny Doswiadczalnej, 70, 1150-1165.

Savas O, Ipek V (2021). Investigation of Calprotectin Positive Leukocytes in Canine
Soft Tissue Tumors. Bursa Uludag University Journal of Research in Veterinary
Medicine, 2(40), 77-817.

Sbaraglia M, Bellan E, Tos APD (2021). The 2020 WHO Classification of Soft
Tissue Tumours: news and perspectives. Pacini Editore Pathologica, 113, 70.

Sbaraglia M, Dei Tos AP (2019). The pathology of soft tissue sarcomas. La radiologia
medica, 124, 266-281.

Scandolara TB, Panis C (2020). Neutrophil traps, anti-myeloperoxidase antibodies
and cancer: Are they linked? Immunology Letters, 221, 33-38.

65



Schultheiss PC (2004). A Retrospective Study of Visceral and Nonvisceral
Hemangiosarcoma and Hemangiomas in Domestic Animals. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, 16, 522—-526.

Schultz J, Kaminker K (1962). Myeloperoxidase of the leucocyte of normal human
blood. I. Content and localization. Archives of Biochemistry and Biophysics, 96, 465—
467.

Segal AW (2005). How Neutrophils Kill Microbes. Annual Review of Immunology, 23,
197-223.

Semeraro F, Ammollo CT, Morrissey JH, Dale GL, Friese P, Esmon NL, Esmon
CT (2011). Extracellular histones promote thrombin generation through platelet-
dependent mechanisms: involvement of platelet TLR2 and TLR4. Blood, 118, 1952—
1961.

Snyder JM, Lipitz L, Skorupski KA, Shofer FS, Van Winkle TJ (2008). Secondary
Intracranial Neoplasia in the Dog: 177 Cases (1986-2003). Journal of Veterinary
Internal Medicine, 22, 172-177.

Soubhye J, Meyer F, Furtmiiller P, Obinger C, Dufrasne F, Antwerpen PV (2016).
Characterization of chemical features of potent myeloperoxidase inhibitors. Future
Science Future Medicinal Chemistry, 8, 1163—-1177.

Spangler WL, Culbertson MR (1992). Prevalence, type, and importance of splenic
diseases in dogs: 1,480 cases (1985-1989). Journal of the American Veterinary
Medical Association, 200, 829—-834.

Spangler WL, Kass PH (1997). Pathologic Factors Affecting Postsplenectomy
Survival in Dogs. Journal of Veterinary Internal Medicine, 11, 166—171.

Srebernik N, Appleby EC (1991). Breed prevalence and sites of haemangioma and
haemangiosarcoma in dogs. The Veterinary Record, 129, 408—409.

Stevens JF, Maier CS (2008). Acrolein: sources, metabolism, and biomolecular
interactions relevant to human health and disease. Molecular Nutrition & Food
Research, 52, 7-25.

Takei H, Araki A, Watanabe H, Ichinose A, Sendo F (1996). Rapid killing of human
neutrophils by the potent activator phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)

accompanied by changes different from typical apoptosis or necrosis. Journal of
Leukocyte Biology, 59, 229-240.

Tan 1J, Peeva E, Zandman-Goddard G (2015). Hormonal modulation of the
immune system — A spotlight on the role of progestogens. Autoimmunity Reviews, 14,
536-542.

Teng T-S, Ji A, Ji X-Y, Li Y-Z (2017). Neutrophils and Immunity: From Bactericidal
Action to Being Conquered. Hindawi Journal of Immunology Research.

66



Terstappen LW, Safford M, Loken MR (1990). Flow cytometric analysis of human
bone marrow. III. Neutrophil maturation. Leukemia, 4, 657—663.

Thalin C, Demers M, Blomgren B, Wong SL, von Arbin M, von Heijne A, Laska
AC, Wallén H, Wagner DD, Aspberg S (2016). NETosis promotes cancer-associated
arterial microthrombosis presenting as ischemic stroke with troponin elevation.
Thrombosis Research, 139, 56—64.

Thalin C, Lundstrom S, Seignez C, Daleskog M, Lundstrom A, Henriksson P,
Helleday T, Phillipson M, Wallén H, Demers M (2018). Citrullinated histone H3 as
a novel prognostic blood marker in patients with advanced cancer. PloS One, 13,
e0191231.

Thrall DE, Gillette EL (1995). Soft-tissue sarcomas. Seminars in veterinary medicine
and surgery (small animal), 10, 173—-179.

Thway K, Wang J, Mubako T, Fisher C (2014). Histopathological Diagnostic
Discrepancies in Soft Tissue Tumours Referred to a Specialist Centre: Reassessment
in the Era of Ancillary Molecular Diagnosis. Hindawi Sarcoma.

Tohme S, Yazdani HO, Al-Khafaji AB, Chidi AP, Loughran P, Mowen K, Wang
Y, Simmons RL, Huang H, Tsung A (2016). Neutrophil Extracellular Traps Promote

the Development and Progression of Liver Metastases after Surgical Stress. Cancer
Research, 76, 1367-1380.

Trellakis S, Farjah H, Bruderek K, Dumitru CA, Hoffmann TK, Lang S, Brandau
S (2011). Peripheral blood neutrophil granulocytes from patients with head and neck
squamous cell carcinoma functionally differ from their counterparts in healthy donors.
International Journal of Immunopathology and Pharmacology, 24, 683—693.

Trojani M, Contesso G, Coindre JM, Rouesse J, Bui NB, de Mascarel A, Goussot
JF, David M, Bonichon F, Lagarde C (1984). Soft-tissue sarcomas of adults; study
of pathological prognostic variables and definition of a histopathological grading
system. International Journal of Cancer, 33, 37-42.

Tsujikawa T, Kumar S, Borkar RN, Azimi V, Thibault G, Chang YH, Balter A,
Kawashima R, Choe G, Sauer D, El Rassi E, Clayburgh DR, Kulesz-Martin MF,
Lutz ER, Zheng L, Jaffee EM, Leyshock P, Margolin AA, Mori M, Gray JW, Flint
PW, Coussens LM (2017). Quantitative Multiplex Immunohistochemistry Reveals
Myeloid-Inflamed Tumor-Immune Complexity Associated with Poor Prognosis. Cell
Reports, 19, 203-217.

Vail DM, Powers BE, Getzy DM, Morrison WB, McEntee MC, O’Keefe DA,
Norris AM, Withrow SJ (1994). Evaluation of prognostic factors for dogs with
synovial sarcoma: 36 cases (1986-1991). Journal of the American Veterinary Medical
Association, 205, 1300-1307.

Vorobjeva NV, Chernyak BV (2020). NETosis: Molecular Mechanisms, Role in
Physiology and Pathology. Biochemistry (Moscow), 85, 1178—1190.

67



Vorobjeva NV, Pinegin BV (2014). Neutrophil Extracellular Traps: Mechanisms of
formation and role in health and disease. Biochemistry (Moscow), 79, 1286—1296.

Walsh KM, Abbott DP (1984). Lymphangiosarcoma in two cats. Elsevier Journal of
Comparative Pathology, 94, 611-614.

Wang J, Liu L, Bai Q, Ou C, Xiong Y, Qu Y, Wang Z, Xia Y, Guo J, Xu J (2019).
Tumor-infiltrating neutrophils predict therapeutic benefit of tyrosine kinase inhibitors
in metastatic renal cell carcinoma. Oncoimmunology, 8, €1515611.

Wang S, Wang Y (2013). Peptidylarginine deiminases in citrullination, gene
regulation, health and pathogenesis. Biochimica Et Biophysica Acta., 1126—1135.

Wang Y, Li M, Stadler S, Correll S, Li P, Wang D, Hayama R, Leonelli L, Han H,
Grigoryev SA, Allis CD, Coonrod SA (2009). Histone hypercitrullination mediates

chromatin decondensation and neutrophil extracellular trap formation. Journal of Cell
Biology, 184,205-213.

Ward H, Fox LE, Calderwood-Mays MB, Hammer AS, Couto CG (1994).
Cutaneous Hemangiosarcoma in 25 Dogs: A Retrospective Study. Journal of
Veterinary Internal Medicine, 8, 345-348.

Ware WA, Hopper DL (1999). Cardiac Tumors in Dogs: 1982-1995. Journal of
Veterinary Internal Medicine, 13, 95-103.

Waters DJ, Caywood DD, Hayden DW, Klausner JS (1988). Metastatic pattern in
dogs with splenic haemangiosarcoma: Clinical implications. Journal of Small Animal
Practice, 29, 805-814.

Waters DJ, Hayden DW, Walter PA (1989). Intracranial Lesions in Dogs With
Hemangiosarcoma. Journal of Veterinary Internal Medicine, 3, 222-230.

Williamson MM, Middleton DJ (1998). Cutaneous soft tissue tumours in dogs:
classification, differentiation, and histogenesis. Veterinary Dermatology, 9, 43—48.

Winterbourn CC, Kettle AJ (2013). Redox reactions and microbial killing in the
neutrophil phagosome. Antioxidants & Redox Signaling, 18, 642—660.

Wiriosuparto S, Krassilnik N, Gologan A, Cohen J-M, Wenig B (2003). Malignant
fibrous histiocytoma, giant cell type, of the breast mimicking metaplastic carcinoma.
A case report. Acta Cytologica, 47, 673—678.

Wislez M, Rabbe N, Marchal J, Milleron B, Crestani B, Mayaud C, Antoine M,
Soler P, Cadranel J (2003). Hepatocyte growth factor production by neutrophils
infiltrating bronchioloalveolar subtype pulmonary adenocarcinoma: role in tumor
progression and death. Cancer Research, 63, 1405—-1412.

Wobeser BK, Kidney BA, Powers BE, Withrow SJ, Mayer MN, Spinato MT, Allen
AL (2007). Diagnoses and Clinical Outcomes Associated with Surgically Amputated

68



Canine Digits Submitted to Multiple Veterinary Diagnostic Laboratories. Veterinary
Pathology, 44, 355-361.

Wu T-L, Zhang D, Chia J-H, Tsao K, Sun C-F, Wu JT (2002). Cell-free DNA:
measurement in various carcinomas and establishment of normal reference range.
Clinica Chimica Acta, International Journal of Clinical Chemistry, 321, 77-87.

Xu J, Zhang X, Pelayo R, Monestier M, Ammollo CT, Semeraro F, Taylor FB,
Esmon NL, Lupu F, Esmon CT (2009). Extracellular histones are major mediators
of death in sepsis. Nature Medicine, 15, 1318—1321.

Yalavarthi S, Gould TJ, Rao AN, Mazza LF, Morris AE, Nuifiez-Alvarez C,
Hernandez-Ramirez D, Bockenstedt PL, Liaw PC, Cabral AR, Knight JS (2015).
Release of neutrophil extracellular traps by neutrophils stimulated with
antiphospholipid antibodies: a newly identified mechanism of thrombosis in the
antiphospholipid syndrome. Arthritis & Rheumatology (Hoboken, N.J.), 67, 2990—
3003.

Yang C, Sun W, Cui W, Li X, Yao J, Jia X, Li C, Wu H, Hu Z, Zou X (2015).
Procoagulant role of neutrophil extracellular traps in patients with gastric cancer.
International Journal of Clinical and Experimental Pathology, 8, 14075—-14086.

Yipp BG, Kubes P (2013). NETosis: how vital is it? Blood, 122, 2784-2794.

Yipp BG, Petri B, Salina D, Jenne CN, Scott BNV, Zbytnuik LD, Pittman K,
Asaduzzaman M, Wu K, Meijndert HC, Malawista SE, de Boisfleury Chevance
A, Zhang K, Conly J, Kubes P (2012). Infection-induced NETosis is a dynamic
process involving neutrophil multitasking in vivo. Nature Publishing Group Nature
Medicine, 9(18), 1386—1393.

Youn J-I, Gabrilovich DI (2010). The biology of myeloid-derived suppressor cells:
the blessing and the curse of morphological and functional heterogeneity. European
Journal of Immunology, 40, 2969-2975.

Zhang P, Brooks JSJ (2004). Modern pathological evaluation of soft tissue sarcoma
specimens and its potential role in soft tissue sarcoma research. Current Treatment
Options in Oncology, 5, 441-450.

Zhou J, Yang Y, Gan T, Li Y, Hu F, Hao N, Yuan B, Chen Y, Zhang M (2019). Lung
cancer cells release high mobility group box 1 and promote the formation of neutrophil
extracellular traps. Spandidos Publications Oncology Letters, 18, 181—-188.

Zhu H, Yang L, Zhou B, Yu R, Tang N, Wang B (2006). Myeloperoxidase G-463A
polymorphism and the risk of gastric cancer: a case-control study. Carcinogenesis, 27,
2491-2496.

Zuo Y, Yalavarthi S, Shi H, Gockman K, Zuo M, Madison JA, Blair C, Weber A,
Barnes BJ, Egeblad M, Woods RJ, Kanthi Y, Knight JS (2020). Neutrophil
extracellular traps in COVID-19. JCI insight, 5, €138999, 138999.

69



	3652336f3fef34037ef825f803be394bbb3ee683c377576a388d24f2d4bc8a36.pdf
	Burak YILDIRIM
	YÜKSEK LİSANS TEZİ
	Doç. Dr. Volkan İPEK
	BURDUR- 2023
	Burak YILDIRIM
	YÜKSEK LİSANS TEZİ
	Doç. Dr. Volkan İPEK

	3652336f3fef34037ef825f803be394bbb3ee683c377576a388d24f2d4bc8a36.pdf
	TEŞEKKÜR

	3652336f3fef34037ef825f803be394bbb3ee683c377576a388d24f2d4bc8a36.pdf
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİLLER
	TABLOLAR
	SİMGELER ve KISALTMALAR
	ÖZET
	ABSTRACT
	1. GİRİŞ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Yumuşak Doku Tümörlerin Sınıflandırılması
	2.2. Köpeklerde Malign Yumuşak Doku Sarkomları
	2.2.1. Bağdoku Tümörleri
	2.2.1.1. Fibrosarkom
	2.2.1.2. Miksosarkom
	2.2.1.3. Malign Fibröz Histiyositom

	2.2.2. Adipoz Doku Tümörleri
	2.2.2.1. Liposarkom

	2.2.3. Vasküler Doku Tümörleri
	2.2.3.1. Hemanjiyosarkom
	2.2.3.2. Lenfanjiosarkom

	2.2.4. Perifer Sinir Tümörleri
	2.2.4.1. Malign Periferal Sinir Kılıfı Tümörü


	2.3. Tümörle İlişkili Nötrofiller
	2.4. Nötrofil Hücre Dışı Tuzakları
	2.5. Netosis
	2.5.1. Suicidal Netosis
	2.5.2. Vital Netosis

	2.6. Miyeloperoksidaz
	2.7. Sitrüline Histon3

	3. GEREÇ ve YÖNTEM
	3.1. Semi-Kantitatif Değerlendirme
	3.2. Yalancı Floresan Görüntü Oluşturma
	3.3. İstatistiksel Analiz

	4. BULGULAR
	4.1. Histopatolojik Bulgular
	4.2. İmmunohistokimyasal Bulgular
	4.3. İstatistiksel Analiz Sonuçları

	5. TARTIŞMA
	6. SONUÇ ve ÖNERİLER
	KAYNAKÇA


