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3 Samenvatting

Lymfoom is één van de meest voorkomende hematopoétische tumoren bij honden. Ondanks
vooruitgang in diagnose en behandeling blijft diepgaand onderzoek naar de tumor-micro-omgeving
(TMO) een uitdaging. De TMO omvat cellen en moleculen rondom een tumor, die de ontwikkeling en
progressie van lymfomen beinvloeden. Het manipuleren van deze TMO, waarbij regulatoire T-cellen
(Tregs) beschermende antitumorreacties kunnen onderdrukken, kan in de toekomst nieuwe
behandelstrategieén opleveren.

Deze thesis onderzoekt de TMO van caniene B-cellymfomen door immunohistochemische analyse van
CD3-positieve T-cellen, FoxP3-positieve Tregs en PD-L1-positieve cellen, met nadruk op dichtheid en
lymfeknooplokalisatie. Lymfeknoopstalen van dertig honden, waaronder zes gezonde, acht reactieve,
vier laaggradige en twaalf hooggradige lymfomen, werden onderzocht.

De CD3-resultaten wijzen subjectief op een lagere expressie en meer diffuus patroon van CD3-
positieve cellen bij lymfoom-lymfeknopen, wat wijst op verdringing door neoplastische cellen. Het
potentieel van CD3-kleuring als diagnostische tool is nog onduidelijk. Statistisch is FoxP3-expressie
significant hoger in reactieve en lager in maligne lymfeknopen, dit suggereert dat maligne populaties
FoxP3-positieve cellen verdringen, of maligne B-lymfocyten cytokines produceren die FoxP3-expressie
moduleren. De klinische implicaties van FoxP3-expressie voor diagnostische en prognostische
doeleinden zijn nog onhelder. PD-L1-expressie is, hoewel niet significant, lager in lymfoom-
lymfeknopen en afhankelijk van lymfoom-subtype en -agressiviteit. Het wijst op een mogelijke
beperking van “checkpoint-inhibitors”-immunotherapie bij caniene lymfomen.

De beperkingen van dit onderzoek benadrukken de noodzaak aan grootschaligere en strengere studies
van kanker- en immuuncellen binnen een lymfeknoop. Verder onderzoek kan leiden tot nieuwe
diagnostische, prognostische en therapeutische strategieén ter verbetering van de behandeling van
caniene lymfomen.

Kernwoorden: Canien B-cellymfoom; FoxP3; Immunohistochemie; PD-L1; Regulatoire T-cel



4 Inleiding

Caniene lymfomen vormen een diverse groep van neoplasieén waarbij lymfocyten in de lymfeknopen,
milt, tonsillen, lymfatische venen en/of niet-lymfoid weefsel aangetast zijn (Vail et al., 2019; Barbara
en Jennifer, 2022). Lymfoom is één van de meest voorkomende hematopoétische tumoren bij honden
(Dobson et al., 2002; Impellizeri et al., 2018), waarbij het kan worden onderverdeeld op basis van
immunofenotype, zowel B-cel- als T-cellymfoom (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2019; Barbara en Jennifer,
2022).

Het immunofenotype van een lymfocyt wordt bepaald door de expressie van specifieke eiwitmerkers:
“cluster of differentiation” CD79a, CD20 en CD21 voor B-cellen, en CD3 (pan T-cel), CD4 (helper T-cel)
en CD8 (cytotoxische T-cel) voor T-cellen (Seelig et al., 2016; Vail et al., 2019). Immunofenotype-
bepaling gebruikt antilichamen tegen deze eiwitmerkers via immunohistochemie (IHC) op
lymfeknoopbiopten, en immunocytochemie of flowcytometrie op lymfeknoop fijne naald aspiraten of
geisoleerde cellen uit bloed.

Ondanks vooruitgang in diagnose en behandeling van canien lymfoom, blijven grote uitdagingen
bestaan. Met name het gebrek aan voldoende informatie over de tumor-micro-omgeving (TMO) is
momenteel een lacune. De TMO omvat cellen en moleculen rondom een (lymfoom)tumor, bestaande
uit ontstekingscellen, fibroblasten, bloedvaten, cyto- en chemokinen. Het speelt een cruciale rol in de
ontwikkeling en progressie van lymfoom (Bilotta et al., 2022; Cook en Dunleavy, 2022).

Een belangrijke celpopulatie in de TMO van canien lymfoom zijn regulatoire T-cellen (Tregs). Tregs,
gekenmerkt door expressie van transcription factor forkhead box P3 (FoxP3), CD3, CD4, CD25 en
immunosuppresieve receptoren, als programmed death 1 (PD-1) en cytotoxisch T-lymfocyt-
geassocieerd eiwit 4 (CTLA-4), spelen een immunosuppressieve rol (Duggleby et al., 2018; Kamira et
al.,, 2022, Katsuya et al., 2023). In gezond weefsel onderdrukken ze auto-immuunreacties door het
induceren van immunotolerantie (Baek et al., 2017), maar bij kanker zijn deze cellen ontregeld en
onderdrukken ze anti-tumor reacties, waardoor tumorcellen het immuunsysteem kunnen ontsnappen
(Pinheiro et al., 2014; Baek et al., 2017; Duggleby et al., 2018; Kamira et al., 2022; Katsuya et al., 2023).

FoxP3 is een belangrijke transcriptiefactor voor de ontwikkeling en functie van Tregs en wordt gebruikt
als exclusieve nucleaire merker voor Tregs bij honden (Maeda et al., 2016; Munhoz et al., 2016;
Colamatteo et al., 2020; Deng et al., 2020). FoxP3 speelt een cruciale rol bij het handhaven van
immuuntolerantie, het onderdrukken van immuunresponsen en het voorkomen van auto-
immuunziekten (Munhoz et al., 2016; Muir et al., 2017).

Kankercellen manipuleren de TMO om het gastheer-immuunsysteem te omzeilen (Sznol en Chen,
2013; Maekawa et al., 2016; Kumar et al., 2017; Menter et al., 2021). PD-1 op T-cellen kan de T-cel
uitschakelen en de productie van cytokines als interferon gamma (IFN-y), interleukine 2 (IL-2), en
tumor necrose factor alpha (TNFa) remmen (Maekawa et al., 2016; Menter et al., 2021), waardoor
cytotoxische T-cellen niet geactiveerd en anti-tumorreacties onderdrukt worden. Programmed death-
ligand 1 (PD-L1), het ligand van PD-1, wordt tot expressie gebracht op diverse celtypen, inclusief niet-
hematopoétische cellen. Hoewel PD-L1 minder aanwezig is in gezond weefsel, wordt het vaak gezien
op kankercellen, wat het tot een immuno-evasief mechanisme bij kanker maakt (Sznol en Chen, 2013;
Maekawa et al., 2016; Kumar et al., 2017; Menter et al., 2021). Immunotherapie met “immune
checkpoint”-inhibitoren toonden reeds veelbelovende effecten bij de behandeling van humane
lymfomen, er is echter beperkt onderzoek naar de PD-1/PD-L1 bij honden waardoor de associatie met
canien lymfoom nog moet worden opgehelderd.



Het hoofddoel van deze masterthesis is inzicht te verschaffen in de TMO van caniene lymfomen door
immunohistochemische analyse van CD3-positieve en FoxP3-positieve Tregs, en PD-L1-positieve
cellen, gericht op densiteit en lokalisatie binnen de lymfeknoop. Het densiteitsonderzoek omvat
kwantificatie van de merkers, terwijl het lokalisatieonderzoek de verdeling van merkers binnen de
complexe architectuur van de lymfeknoop (Figuur 1) onderzoekt.

Er wordt vergeleken tussen vier lymfeknoopclassificaties (normale, reactieve, laaggradige en
hooggradige lymfeknopen) om verbanden en verschillen te identificeren. Een reactieve lymfeknoop is
een lymfeknoop die vergroot als immuunreactie op een infectie, ontsteking, of andere niet-
neoplastische stimuli in het lichaam. Ze zijn goedaardig en ontzwellen zodra de onderliggende oorzaak
is behandeld of verdwenen is (Hung et al., 2023). Hooggradige en laaggradige tumoren vertonen
significante verschillen in morfologie en gedragskenmerken. Hooggradige lymfomen worden
gekenmerkt door slecht gedifferentieerde cellen, een hoge proliferatiesnelheid en een verhoogde
neiging tot metastasering. In tegenstelling hiermee manifesteren laaggradige lymfomen zich als
minder agressief, met een tragere progressie, beperkte metastatische potentie, betere
celdifferentiatie en langere overlevingstijd (Valli et al., 2013; De Leval en Jaffe, 2020).

Deze thesis streeft ernaar waardevolle inzichten te verschaffen in de ruimtelijke organisatie van Tregs
en PD-L1-positieve cellen in canien lymfoom, en de mogelijke functionele implicaties voor diagnostiek,
immunotherapie en prognose te belichten.

Figuur 1: Lymfeknoopanatomie. Lymfeknopen vertonen een complexe anatomie bestaande uit een buitenste
cortex en een binnenste medulla, omgeven door een fibreus kapsel (0), subcapsulaire sinus (1) en fibreuze
trabekels (2). De cortex (3) bestaat hoofdzakelijk uit B-cellen die georganiseerd zijn in follikels, waarbij
blootstelling aan antigenen kan leiden tot de ontwikkeling van een germinaal centrum (3a). Hoewel B-lymfocyten
de dominante populatie vormen in de follikels, kunnen ook T-cellen aanwezig zijn. Deze T-cellen zijn voornamelijk
CDA4+ helper T-cellen, maar enkele CD8+ cytotoxische T-cellen kunnen ook voorkomen. De diepere cortex, bekend
als de paracortex (3b), bestaat voornamelijk uit T-cellen. De medulla (4) omvat koorden (4a) en sinussen (4b)
waarbij de medullaire koorden bestaan uit plasmacellen, macrofagen en B-cellen, terwijl de medullaire sinussen
vasculaire ruimtes zijn tussen de koorden waarin histiocyten en reticulaire cellen aanwezig zijn (Willard-Mack,
2006; Bozkurt et al., 2014; Rui-Cheng, 2017; Barbara en Jennifer, 2022).



5 Materiaal en methoden

5.1 Studiepopulatie

Deze studie omvat een groep van dertig honden. Een uitgebreide weergave van de
clinicopathologische gegevens is te vinden in tabel 1 in bijlage. Lymfeknoopstalen werden van zes
gezonde honden, acht honden met reactieve lymfeknopen, vier honden met laaggradig B-cellymfoom
en twaalf honden met hooggradig B-cellymfoom verzameld. Deze stalen werden retrospectief
verzameld via het Algemeen Medisch Laboratorium (AML) tussen 2019-2022.

5.2 Histopathologie

De lymfeknoopstalen werden gefixeerd in 4 % formaldehyde alvorens te worden ingebed in paraffine.
2 um dikke paraffine-ingekapselde secties werden op een APES-gecoate slides bevestigd. Deze stalen
werden vooraf gediagnosticeerd en gegradeerd door een board-certified veterinair patholoog, Hilde
De Cock, waardoor een onderscheid tussen laag- en hooggradig lymfoom kon gemaakt worden.

5.3 Immunohistochemie

De gebruikte antilichamen omvatten anti-CD3 voor T-lymfocyt-visualisatie, anti-FoxP3 voor Treg-
visualisatie en anti-PD-L1 voor de visualisatie van PD-L1-expressie op cellen.

De 2 um dikke formaline-gefixeerde en paraffine-ingekapselde stalen werden routinematig
gedeparaffineerd en gerehydrateerd. Antigenretrieval werd bekomen door de secties te verhitten bij
95°C in Tris-ethyleendiaminetetra-azijnzuur (EDTA) buffer (pH 9, 10mM Tris, ImM EDTA (Thermo
Fisher Scientific)), met gebruik van een Decloaking Chamber NxGen (Biocare Medical, CA, USA).
Endogene peroxidase-activiteit werd geblokkeerd door incubatie met 3% waterstofperoxide in
methanol in een kamer bevochtigd met tris-gebufferde zoutoplossing (TBS, Biocare Medical).

De primaire antilichamen (Tabel 2) werden toegevoegd en de stalen incubeerden gedurende 60
minuten bij kamertemperatuur. De secties werden vervolgens geincubeerd met het secundaire
“horseradish peroxidase” gelabeld antilichaam. Voor PD-L1 en CD3 was dit een anti-konijn antilichaam,
voor FoxP3 een anti-rat antilichaam.

Tabel 2: Overzicht primaire antilichamen.

Primair antilichaam | Origine Kloon Dilutie Producent

CD3 Rat CD3-12 1/100 Biorad

FoxP3 Rat FIK-16s 1/100 Thermo Fisher
PD-L1 Konijn JC071 1/100 Absolute Antibody




Voor immunodetectie werden de stalen gekleurd met behulp van Diamidofosfaat-reagens (DAB
(Dako)) bij kamertemperatuur. De secties ondergingen een tegenkleuring met hematoxyline. Na een
routinematige dehydratatie werden de stalen microscopisch geévalueerd.

5.4 Evaluatie van de immunohistochemische expressie

De immunohistochemische kleuring werd door één onderzoeker beoordeeld, blind voor de
clinicopathologsiche gegevens. De lymfeknoopcoupes werden vooraf niet macroscopisch bekeken om
te voorkomen dat visuele aanwijzingen voor een tumoraal proces de studie zouden beinvioeden.
Daarnaast werden alle regio’s van de lymfeknoop geévalueerd.

De hoeveelheid CD3-, PD-L1- en FoxP3-expressie werd als volgt gescoord: er werd gekeken naar het
gemiddeld aantal aangekleurde cellen per 6 high power fields (HPF) bij een 40x vergroting. Zo kregen
alle coupes respectievelijk een score 1 (gemiddeld 0-2 aangekleurde cellen), score 2 (gemiddeld 3-5
aangekleurde cellen), score 3 (gemiddeld 5-10 aangekleurde cellen) of een score 4 (gemiddeld >10
aangekleurde cellen).

De lokalisatie van de positieve expressie werd op eenzelfde manier beoordeeld, waarbij de coupe
geheel werd beoordeeld en zo alle zones van de lymfeknoop werden afgegaan. Er werd hierbij geen
scoresysteem gebruikt.

5.5 Statistische analyse merkerdensiteit

Voor de statistische analyse per merker werd de Fisher’s Exact Test in R gebruikt, om de associatie
tussen categorische variabelen bij een kleine steekproefgrootte te onderzoeken. Als nulhypothese
werd gesteld geen verband te zien tussen de merkerdensiteit en ziektetoestand van de patiént. De test
werd voor elke merker afzonderlijk uitgevoerd, waarbij het aantal coupes met een specifieke score in
een kruistabel werd uitgezet tegen lymfeknoop-classificatie (“type”).



6 Resultaten

6.1 Densiteitsonderzoek

6.1.1 Merker CD3

Bijna alle lymfeknoopstalen, ongeacht de categorie, tonen een aanzienlijke densiteit aan CD3-positieve
cellen (Tabel 3) (Figuur 2). Een analyse met de Fisher's Exact Test toont met een p-waarde van 0,7237
geen correlatie aan tussen de CD3 densiteit en het type lymfeknoop.

Tabel 3: Densiteit CD3. Het aantal coupes met een specifieke score
wordt uitgezet tegen de lymfeknoop-classificatie (“type”).

Type Score
1 2 3 4
Normaal 0 0 0 6
Reactief 1 0 0 5
lowgrade 0 1 0 3
Highgrade 0 1 1 6
1 2 1 20

Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

Low grade Reactief Normaal

High grade

Figuur 2: Densiteit CD3: IHC. De grijze vakken hebben geen corresponderende histologische coupes.
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6.1.2 Merker FoxP3

Het resultaat van de Fisher's Exact Test-analyse laat met een p-waarde van 1.044e-6 een significante
correlatie zien tussen de FoxP3-merkerdensiteit en lymfeknoopclassificatie (Tabel 4). De nulhypothese
wordt verworpen en toont aan dat een lage FoxP3-densiteit wordt gecorreleerd met lymfoom van lage
of hoge graad, terwijl een hogere FoxP3-densiteit geassocieerd wordt met een normale of reactieve
lymfeknoop (Figuur 3).

Tabel 4: Densiteit FoxP3. Het aantal coupes met een specifieke score
wordt uitgezet tegen de lymfeknoop-classificatie (“type”).

Type Score
1 2 3 4
Normaal 0 0 3 2
Reactief 0 0 0 7
lowgrade 1 2 0 O
Highgrade 5 1 0 O
6 3 3 9

Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

Low grade Reactief Normaal

High grade

Figuur 3: Densiteit FoxP3: IHC. De grijze vakken hebben geen corresponderende histologische coupes.
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6.1.3 Merker PD-L1

De meerderheid van de lymfeknoopstalen tonen een (zeer) lage expressie voor PD-L1 (Tabel 5) (Figuur
4). Daarnaast heeft een analyse met de Fisher's Exact Test geen correlatie kunnen bewijzen tussen de
PD-L1-densiteit en lymfeknoopclassificatie, geillustreerd door de verkregen p-waarde van 0,4299.

Tabel 5: Densiteit PD-L1. Het aantal coupes met een specifieke score
wordt uitgezet tegen de lymfeknoop-classificatie (“type”).

Type Score
1 2 3 4
Normaal 2 1 2 O
Reactief 3 310
lowgrade 3 0 0 O
Highgrade 5 1 0 O
13 5 3 0

Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

Low grade Reactief Normaal

High grade

Figuur 4: Densiteit PD-L1: IHC. De grijze vakken hebben geen corresponderende histologische coupes.
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6.2 Lokalisatieonderzoek

6.2.1 Merker CD3

Naast het onderzoek naar de densiteit van merkers wordt in deze studie specifiek gekeken naar de
lokalisatie van de merkers binnen de lymfeknooparchitectuur (Figuur 1). De resultaten laten zien dat
bij normale en reactieve lymfeknopen de CD3-positieve cellen doorgaans hevig geclusterd zijn in de
interfolliculaire regio's, met name in de paracortex en medulla (Figuur 5 A-B). Dit staat in contrast
met de laag- en hooggradige lymfoomstalen, waarbij het celaantal binnen de interfolliculaire clusters
lager ligt (Figuur 5 C-D) en de lymfeknooparchitectuur minder duidelijk te onderscheiden is (Figuur
5C). In alle lymfeknooptypes worden sporadisch positieve cellen in de follikels aangetroffen.

Figuur 5. Histologische CD3-lokalisatie. A. Normale lymfeknoop met duidelijke lymfeknooparchitectuur.

B. Reactieve lymfeknoop met hevige interfolliculaire clustering en enkele positieve cellen in de follikel.

C. Low grade lymfoom-lymfeknoop met onduidelijke lymfeknooparchitectuur.

D. High grade lymfoom-lymfeknoop met milde interfolliculaire clustering en enkele positieve cellen in de follikel.
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6.2.2 Merker FoxP3

FoxP3-positieve cellen liggen vaak diffuus verspreid over de lymfeknoop. Dit geldt voor alle
lymfeknoopcategorién (Figuur 6 A-F). Er wordt bij één reactieve lymfeknoop (Figuur 6E) een en één
high grade lymfoom-lymfeknoop (Figuur 6F) respectievelijk een aanzienlijke en een milde clustering bij

de paracortex opgemerkt.

Figuur 6: Histologische FoxP3-lokalisatie. A. Normale lymfeknoop met diffuus verspreid FoxP3-patroon.
B. Reactieve lymfeknoop met diffuus verspreid FoxP3-patroon.

C. Low grade lymfoom-lymfeknoop met diffuus verspreid FoxP3-patroon.

D. High grade lymfoom-lymfeknoop met diffuus verspreid FoxP3-patroon.

E. Reactieve lymfeknoop met FoxP3-clustering ter hoogte van de paracortex.
F. High grade lymfoom-lymfeknoop met FoxP3-clustering ter hoogte van de paracortex.
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6.2.3 Merker PD-L1

PD-L1-positieve cellen worden in deze studie in een diffuus verspreid patroon waargenomen, ongeacht
de lymfeknoopcategorie (Figuur 7 A-D). Een opvallende clustering bij de paracortex wordt echter
subtiel waargenomen in één reactieve lymfeknoop.

Figuur 7: Histologische PD-L1-lokalisatie. A: Normale lymfeknoop met diffuus verspreid PD-L1-patroon.
B: Reactieve lymfeknoop met diffuus verspreid PD-L1-patroon.

C: Low grade lymfoom-lymfeknoop met diffuus verspreid PD-L1-patroon.

D: High grade lymfoom-lymfeknoop met diffuus verspreid PD-L1-patroon.
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7 Discussie

7.1 Densiteitsonderzoek

7.1.1 Merker CD3

Voor CD3 is er geen statistisch significant verband met de lymfeknoopclassificatie, wat in deze
beperkte studie aantoont dat beide parameters onafhankelijk van elkaar zijn zoals vooropgesteld in de
nulhypothese.

Over het algemeen tonen de coupes een aanzienlijke dichtheid aan CD3-positieve cellen, wat
resulteert in de meest frequente score van 4, die niet onderscheidend is. Echter, het aantal CD3-
positieve cellen is wel occasioneel lager in de niet-normale-lymfeknopen, al is dit slechts een trend. Dit
kan erop wijzen dat kankercellen mogelijk in variabele mate lokaal de CD3-positieve cellen verdringen
of de influx ervan verhinderen.

7.1.2 Merker FoxP3

De bevindingen met betrekking tot FoxP3 in deze studie sluiten aan bij recente veterinaire en humane
literatuur, die aangeven dat een verhoogde dichtheid van FoxP3 vaak wordt waargenomen in reactieve
lymfeknopen. Deze veterinaire en humane studies suggereren tevens dat slechts een beperkt aantal
FoxP3-positieve cellen geidentificeerd kan worden tussen de snel delende neoplastische cellen (El-
Dien et al., 2017; Muir et al., 2017; Lundberg et al., 2019).

De afname van FoxP3-expressie in laaggradige en hooggradige lymfoom-lymfeknopen kan volgens
veterinaire en humane studies worden toegeschreven aan de snelle proliferatie van maligne
populaties die de resterende FoxP3+ cellen verdringen (Pinheiro et al., 2014; Fortuna et al., 2016; Muir
et al., 2017). Een alternatieve verklaring suggereert dat maligne B-lymfocyten cytokines produceren
die de FoxP3-expressie door Tregs of andere componenten van de TMO kunnen moduleren (Scott en
Gascoyne, 2014; Muir et al., 2017).

Eerdere humane studies hebben aangetoond dat milde tot hoge FoxP3-expressie in diffuus grootcellig
B-cellymfoom geassocieerd is met een vroeg stadium, de centroblastische variant en de afwezigheid
van miltmetastases en necrose (El-Dien et al., 2017).

7.1.3 Merker PD-L1

Deze studie identificeerde, ondanks dat de nulhypothese niet werd verworpen, een verminderde PD-
L1-expressie in lymfeknopen van honden met laaggradig en hooggradig lymfoom in vergelijking met
gezonde honden. Dit staat in contrast met eerder onderzoek dat bij (B-cel) lymfoma een verhoogde
PD-L1-expressie observeerde. Dit onderzoek kaderde in de context van kanker-geinduceerde
immunosuppressie (Greaves et al., 2013; Baek et al., 2017; Muir et al., 2017; Wang et al., 2018; Kamira
et al., 2022; Katsuya et al., 2023; Taylor et al., 2023). Niettemin tonen humane studies aan dat PD-L1-
overexpressie sterk varieert afhankelijk van het subtype lymfoom. Overexpressie komt vaker voor bij
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klassieke Hodgkin-lymfomen en primaire mediastinale B-cellymfomen (Greaves et al., 2013; Menter et
al., 2016; Wang et al., 2018). In tegenstelling brengt de meerderheid van de tumorcellen in folliculair
lymfoom, geen PD-L1 tot expressie (Szumera-Cieckiewicz et al., 2020). Deze variabiliteit in PD-L1
expressie kan worden toegeschreven aan kankerinvasiviteit (Yang en Hu, 2019; Ameli et al., 2022),
waarbij agressieve kankers, zoals mediastinaal B-cellymfoom, een hogere PD-L1-expressie vertonen.

De geringe PD-L1-expressie bij caniene lymfoom in deze studie kan mogelijks worden verklaard door
een vergelijkbare variabiliteit, waarbij slechts weinig agressieve lymfoomvormen in de erg beperkte
studiepopulatie waren opgenomen. Daarnaast kan het zijn dat caniene lymfoom inherent een lage PD-
L1-expressie heeft, wat suggereert dat immunotherapie via checkpoint-inhibitors mogelijks minder
effectief is bij honden.

7.2 Lokalisatieonderzoek

7.2.1 Merker CD3

Het resultaat van dit onderzoek betreffende de lokalisatie van CD3-positieve T-cellen komt overeen
met eerdere onderzoeken naar normale lymfeknopen. Bij normale en reactieve lymfeknopen worden
CD3-positieve T-lymfocyten geobserveerd in de germinale centra van de lymfefollikels, de paracortex
en de medulla, met een clustering in de paracortex (Bozkurt et al., 2014; Aydemir et al., 2020).

Dit staat in contrast met lymfoom-lymfeknopen waar het celaantal algemeen lager ligt, de cellen meer
diffuus verspreid zijn en de lymfeknooparchitectuur minder duidelijk te onderscheiden is. Volgens
humane literatuur is de vervaging van de zones binnen de lymfoom-lymfeknopen te wijten aan diffuse
infiltratie van neoplastische cellen, waardoor de normale structuur verloren gaat (Margaret et al.,
2016; Townsend et al., 2020).

7.2.2 Merker FoxP3

Hoewel deze studie geen duidelijke conclusies kon trekken over FoxP3-positieve cellen in
lymfeknoopstalen, suggereren sommige veterinaire studies een specifieke lokalisatie. In
hyperplastische lymfeknopen bij honden bevindt FoxP3-expressie zich vooral in de paracortex, met
minder positieve cellen in mantelcelzones en medullaire sinussen, en slechts sporadisch in germinale
centra. Dit verschilt van diffuus grootcellig B-cellymfoom, waar FoxP3-expressie discreet is en slechts
een vage folliculaire architectuur toont bij lage vergroting (Muir et al., 2017). Deze vage architectuur
kan, net als bij CD3, worden toegeschreven aan infiltratie van snel delende neoplastische cellen.

Dual staining van CD3 met FoxP3 is efficiént om CD3-positieve T-cellen in een staal te identificeren en
FoxP3-positieve Tregs daarbinnen te onderscheiden, waardoor de verhouding Tregs ten opzichte van
het totale aantal T-cellen nauwkeurig kan worden bepaald. Flowcytometrie zou aanzienlijke voordelen
kunnen bieden door meerdere celpopulaties in één run te definiéren met uitgebreide antilichaam-
panels, wat minder tijdsintensief is dan IHC. Bovendien detecteert het subtiele expressieverschillen en
multipele merkers op individuele cellen, resulterend in een diepere karakterisering van
immuuncelpopulaties in de TMO (Riondato en Comazzi, 2021; Barbara en Jennifer, 2022).
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7.2.3 Merker PD-L1

Er is nauwelijks diergeneeskundige of humane literatuur over de lokalisatie van PD-L1-expressie binnen
een lymfeknoop beschikbaar. Toch toonden humane studies voor lymfoom-lymfeknopen aan dat de
meerderheid van de lymfocyten binnen de interfolliculaire T-celrijke gebieden en in de B-celrijke
secundaire follikels weinig tot geen specifieke kleuring voor PD-L1 vertoonden, met slechts
sporadische kleuring van lymfoide cellen binnen reactieve germinale centra (Chen et al., 2013).

Verder droegen niet-maligne cellen, voornamelijk intratumorale macrofagen, bij aan de expressie,
waarbij net als lymfoomcellen hun membraan werd aangekleurd (Chen et al., 2013; Ameli et al., 2022;
Yang et al., 2024). In deze studie werd geen dubbele immunostaining uitgevoerd om onderscheid te
maken tussen PD-L1-positieve kankercellen en PD-L1-positieve macrofagen.

Bovendien toonden deze humane studies een sterke correlatie tussen PD-L1-expressie door maligne
cellen en door tumorinfiltrerende macrofagen binnen een tumor aan, ongeacht het tumortype. Dit
wijst op gecoordineerde regulatie van PD-L1 tussen deze twee celtypen (Chen et al., 2013; Ameli et al.,
2022).

7.3 Beperkingen onderzoek

De beperkte omvang van de steekproef en de onevenwichtige verdeling van patiénten over
verschillende ziektestadia in deze studie vormen een uitdaging voor het uitvoeren van betrouwbare
statistische analyses. Er wordt tevens geen onderscheid gemaakt tussen de verschillende celtypen die
PD-L1 tot expressie brengen, wat het vermogen om betekenisvolle vergelijkingen te maken verder
beperkte. Bovendien ontbreekt een grondige validatie van het PD-L1-antilichaam voor veterinaire
doeleinden.

Deze factoren benadrukken de noodzaak aan grootschaligere en methodologisch rigoureuzere studies
om meer solide conclusies te kunnen trekken.
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8 Conclusie

Deze studie werpt licht op de complexe interactie tussen immuunmerkers en lymfeknoopclassificatie
bij canien lymfoom. Hoewel CD3-positieve cellen overvloedig aanwezig zijn, blijkt dit onvoldoende
onderscheidend voor differentiatie tussen lymfeknooptypen, waardoor er geen statistisch verband is
gevonden. Subjectief wordt echter een lager aantal en meer diffuus verspreid patroon van CD3-
positieve cellen waargenomen in lymfoom-lymfeknopen. Deze cellen zijn geconcentreerd in de
paracortex van normale en reactieve lymfeknopen, terwijl ze in lymfoom-lymfeknopen een meer
verspreid diffuser patroon vertonen, wat wijst op verdringing door snel delende neoplastische cellen.
Het benadrukt de behoefte aan een gedetailleerder scoresysteem en een grotere steekproef om
significante verschillen tussen de onderzochte groepen te identificeren, om zo het potentieel van CD3
als diagnostische tool te onderzoeken.

Statistisch is FoxP3-expressie hoger in reactieve en lager in maligne lymfeknopen. Deze expressie komt
voornamelijk voor in de paracortex van hyperplastische lymfeknopen, met minder aanwezigheid in
lymfoom-lymfeknopen. Dit suggereert dat maligne populaties FoxP3-positieve cellen verdringen of dat
maligne B-lymfocyten cytokines produceren die FoxP3-expressie door Tregs of andere componenten
van de TMO moduleren (Scott en Gascoyne, 2014; Muir et al., 2017). Verder onderzoek naar FoxP3-
associaties binnen lymfoomsubclassificaties is nodig om de prognostische en diagnostische waarde
van FoxP3 bij canien lymfoom te bevestigen.

PD-L1-expressie is, hoewel niet statistisch significant, lager in lymfoom-lymfeknopen dan in gezonde.
De meeste lymfocyten en intratumorale macrofagen vertonen weinig PD-L1-expressie, met slechts
sporadische kleuring in reactieve germinale centra. Dit contrasteert met eerdere bevindingen van
hogere PD-L1-expressie in sommige lymfomen. Humane studies suggereren dat PD-L1l-expressie
varieert met subtype en agressiviteit van lymfoom, wat wijst op beperkingen van immunotherapie via
checkpoint-inhibitors bij caniene lymfomen. Dit benadrukt de noodzaak voor meer studies naar PD-L1-
expressie om de klinische implicaties voor prognose en therapie beter te begrijpen.

De beperkingen van dit onderzoek benadrukken de noodzaak aan grootschaliger en methodologisch
strengere studies voor gedetailleerde lokalisatiestudies van kanker- en immuuncellen binnen een
lymfeknoop. Verder onderzoek naar de TMO, het immuunsysteem van honden en de interactie van
Tregs met lymfoomcellen kan waardevolle informatie opleveren over de immuunsysteem-
tumorinteractie en de mogelijke Treg-betrokkenheid bij de progressie van lymfoom. Deze kennis kan
leiden tot nieuwe diagnostische, prognostische en therapeutische strategieén ter verbetering van de
behandeling van caniene lymfomen.
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10 Bijlage: Clinicopathologische gegevens

Tabel 1: De clinicopathologische gegevens van de dieren per staal. Deze gegevens omvatten het ras, geslacht,
leeftijd, en de classificatie van de lymfeknoop.

Nummer Ras Geslacht Leeftijd Classificatie
lymfeknoop
19w00279 Amerikaanse Cocker | Vrouwelijk 9 jaar Normaal
Spaniél

19w00545 Boomer Vrouwelijk 8 jaar Normaal

19w00767 Shih Tzu Vrouwelijk 5 jaar Normaal

19w00800 Maltezer Vrouwelijk 10 jaar Normaal

21w001042 | Yorkshire Terriér Vrouwelijk, 13 jaar Normaal
gesteriliseerd

22w00412 Kruising St. Bernard Vrouwelijk, 6 jaar Normaal
gesteriliseerd

19w00791 Border Collie Mannelijk 1jaar Reactief

21w03256 Amerikaanse Bulldog | Mannelijk 1 jaar Reactief

22w00335 Cairn terriér Vrouwelijk 9 jaar Reactief

22w00835 Flatcoated Retriever | Vrouwelijk 6 jaar Reactief

22w00921 English Bulldog Mannelijk 12 jaar Reactief

22w01570 Weimarse Staande Vrouwelijk 3 jaar Reactief

Hond

22w01946 Staffordshire Terriér | Vrouwelijk 1jaar Reactief

22w03463 Labrador Retriever Vrouwelijk, Ongekend Reactief
gesteriliseerd

19w09637 Chihuahua Vrouwelijk, 13 jaar Low grade
gesteriliseerd
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21w03756 Berner Sennen Vrouwelijk, 6 jaar Low grade
gesteriliseerd

21w04023 Border Collie Mannelijk 12 jaar Low grade

22w10924 Chihuahua Ongekend 12 jaar Low grade

19w01152 Dobberman Vrouwelijk 10 jaar High grade

19w01999 Canis Vulgaris Mannelijk, 6 jaar High grade
gesteriliseerd

19w02528 Duitse Herder Mannelijk, 5 jaar High grade
gesteriliseerd

19w02600 Maltezer Vrouwelijk, 9 jaar High grade
gesteriliseerd

19w02601 Cocker spaniél Vrouwelijk 13 jaar High grade

19w05372 Alaska Malamute Vrouwelijk, 10 jaar High grade
gesteriliseerd

19w09639 Yorkshire Terriér Mannelijk, 7 jaar High grade
gesteriliseerd

21w03226 Beagle Mannelijk 10 jaar High grade

21w04764 Newfoundlander Vrouwelijk 9 jaar High grade

21w08305 Duitse Herder Ongekend 6 jaar High grade

21w09242 Jack Russel Terriér Vrouwelijk, 9 jaar High grade
gesteriliseerd

22w02494 Tibetaanse Terriér Mannelijk 11 jaar High grade
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