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OZET

Kopek Histiyositik Tiimorlerinde Angiogenezis ve FOXP3+ Lenfosit

Infiltrasyonlarinin Arastirilmasi

Kopeklerdeki histiyositik proliferatif bozukluklar kutan6z histiyositoz ve sistemik
histiyositoz gibi reaktif hastaliklar1 ve kutanoz histiyositoma, histiyositik sarkoma ve
dissemine histiyositik sarkoma (malignant histiyositoz) gibi neoplastik bozukluklar
igerir. Caligmamizda kopeklerdeki gesitli histiyositik hastaliklarda FoxP3 pozitif T
lenfositler1 ile birlikte VEGF boyanma yogunlugunun degerlendirilmesi
amaglanmistir. Calisma kapsaminda 23 adet histiyositik tiimor tamili olgu
degerlendiridi. Ayirici tan1 amaciyla Iba-1, E-kaderin ve CD3 antikorlari ile boyamalar
yapildi. Bunun sonucunda 2 olguda CD3 yogun pozitifliginden dolay1 lenfoma tanisi
konuldu. Histiyositik tiimor tanisi ise Iba-1 yogun pozitifligi gbzlenen 12 olguda
dogrulandi. Diger 9 olguda ise Iba-1 pozitif histiyositik hiicrelerin tiimér dokusunda
infiltre sekilde bulundugu goriildii. Iba-1 pozitif 12 olgunun histopatolojik
incelemeleri sonucunda 4 olgu kutandz histiyositoma, 3 olgu kutandz histiyositozis ve
5 olgu histiyositik sarkoma (1 tanesi hemofagositik histiyositik sarkoma) olarak teshis
edildi. E-kaderin pozitifliginin ise yalnizca bir kutandz histiyositoma ve bir histiyositik
sarkoma olgusunda bulundugu goriildii. Iba-1 pozitif 12 olguda CD3 ve FoxP3 pozitif
T lenfositler sayilarak skorlandi. Ayrica VEGF boyamalarinda degisen derecelerde
pozitiflikler goriildii. Istatistiksel analizler sonucunda grup karsilastirmasinda yalnizca
CD3 pozitif skor acisindan histiyositik sarkoma ve kutandz histiyositozis olgularinda
kutandz histiyositoma olgularina gore anlamli bir artig dikkati ¢ekti. CD3, FoxP3 ve
VEGF skorlamalarinin korelasyon sonuglarina gore ise yalnizca FoxP3 ve VEGF
arasinda orta dereceli negatif bir korelasyon gozlendi. Calisma sonuglarina gore kdpek
histiyositik tiimorlerinde FoxP3 pozitif Treg’lerin sayica artisinin tiimor gelisimini

VEGF aracili angiogenezisi azaltmak suretiyle baskilayabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Angiogenezis, FoxP3, Histiyositik tiimor, Kopek.



ABSTRACT

Investigation of Angiogenesis and FOXP3+ Lymphocyte Infiltrations in Canine

Histiocytic Tumors

Histiocytic proliferative disorders in dogs include reactive diseases such as cutaneous
histiocytosis and systemic histiocytosis, and neoplastic disorders such as cutaneous
histiocytoma, histiocytic sarcoma, and disseminated histiocytic sarcoma (malignant
histiocytosis). In our study, it was aimed to evaluate the intensity of VEGF staining
with FoxP3 positive T lymphocytes in various histiocytic diseases in dogs. Within the
scope of the study, 23 cases diagnosed with histiocytic tumors were evaluated.
Immunostaining with Iba-1, E-cadherin and CD3 antibodies was performed for
differential diagnosis. As a result, lymphoma was diagnosed in 2 cases due to intense
CD3 positivity. The diagnosis of histiocytic tumor was confirmed in 12 cases with
intense Iba-1 positivity. In the other 9 cases, Iba-1 positive histiocytic cells were found
to be infiltrated in the tumor tissue. As a result of histopathological examination of 12
Iba-1 positive cases, 4 cases were diagnosed as cutaneous histiocytoma, 3 cases as
cutaneous histiocytosis and 5 cases as histiocytic sarcoma (1 haemophagocytic
histiocytic sarcoma). E-cadherin positivity was found to be mild in only one cutaneous
histiocytoma and one histiocytic sarcoma case. CD3 and FoxP3 positive T
lymphocytes were counted and scored in 12 Iba-1 positive cases. In addition, varying
degrees of positivity were observed in VEGF staining. As a result of statistical
analyzes, a significant increase was observed in histiocytic sarcoma and cutaneous
histiocytosis cases compared to cutaneous histiocytoma cases only in terms of CD3
positive score in group comparison. According to the correlation results of CD3,
FoxP3 and VEGF scores, only a moderate negative correlation was observed between
FoxP3 and VEGF. The results of the study suggest that the increase in the number of
FoxP3 positive Tregs in canine histiocytic tumors may suppress tumor development

by reducing VEGF-mediated angiogenesis.

Keywords: Angiogenesis, Dog, FoxP3, Histiocytic tumor.
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1. GIRIS

Histiyositler dokularda bulunan 6nemli bir 16kosit alt kiimesidir. Ayni zamanda
bagisiklik sisteminin isleyisinde 6nemli bir rol istlenirler. Histiyositler CD34 kok
hiicre onciilerinden farklilasarak makrofaj, Langerhans hiicreleri (LC) ve interstisyel
dendritik hiicre (DC) soylarina ayrilirlar. Bu farklilasma cesitli sitokinlerin etkisi
altinda ger¢eklesmektedir. Farklilasmanin tamamlanmasinin ardindan yiizey
antijenlerinin biiytik bir kismu ile birlikte immunglobulin ve tamamlayict molekiillerin
baglanabilecegi yiizey reseptorlerini yapilarinda barindirirlar. Langerhans hiicreleri
deri epiteli ile birlikte sindirim ve solunum sistemi ile genital kanalda bulunur.
Interstisyel DC’ler beyin dokusunda bulunmamalara ragmen meningsler ve koroid
pleksuslarla birlikte birgok organda perivaskiiler olarak yerlesim gosterirler. Yapilan
calismalarda en ¢ok incelenen DC’lerin deride yerlesim gosterenlerdir. Bunlar
arasinda ise interstisyel DC’ler olan epidermal LC’ler ve dermal DC’ler yer
almaktadir. Lenf nodiilii ve dalak gibi periferik lenfoid organlarda T hiicrelerinden
farklilagarak meydana gelen DC’ler birbirine kenetlenmis DC’ler olarak bilinir. Lenf
diiglimlerinde bulunan birbirine kenetlenmis DC’ler yerlesik ve gecisli DC’ler
seklinde bulunur. Farkli dokulara gé¢ eden DC’ler LC’lerden ve interstisyel DC’lerden
olugmaktadir ve dokulardaki lenfatik sisteme go¢ ederler. Kopek ve kedilerde goriilen
birgok histiyositik hastalik LC hiicrelerini ve DC hiicrelerinin proliferasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Kopek ve kedilerde makrofajlardan kdken aldigi tespit edilen tek
histiyositik hastaligin hemofagositik histiyositik sarkom oldugu bildirilmistir. DC
gelisimini etkileyen faktorler arasinda sitokinler ve FMS benzeri tirozin kinaz (FLT3)
ligandi, graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF), kok hiicre faktorii,
timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin 4 (IL-4) ve transforme edici biiyiime
faktorii beta 1 (TGF-b1) gibi biiyiime faktorleri yer almaktadir. Makrofaj gelisimi GM-
CSF ve makrofaj koloni uyarici faktérden (M-CSF) etkilenmektedir. Kan monositleri
GM-CSF’nin etkisi altindaki makrofajlara veya GM-CSF ve IL-4’iin etkisi altinda
DC’lere farklilasabilir. Langerhans hiicre farklilagsmasi 6nemli oranda TGF-B1
stimiilasyonuna bagli olarak gelisir. Epidermal keratinositler LC’lerin dermal CD14+
onciil hiicrelerinden farklilasmasi i¢in gerekli olan TGF-B1°1 salgilanmasini saglarlar

(Fulmer ve Mauldin, 2007; Merad ve ark., 2008; Shortman ve Liu, 2002; Janeway ve



ark., 1999a; D’Agostino ve ark., 2012; Moore ve ark., 1996; Shortman ve Naik, 2007;
Affolter ve Moore, 2002a; Busch ve ark., 2008; Friedrichs ve Young, 2008; Larregina
ve ark., 2001; Shortman ve Caux, 1997; Riedl ve ark., 2000; Moore, 2014).

Dendritik hiicreler uyarilmamis T hiicrelerinde immun yanitlarin olugsmasinda
gorev alan en gili¢li antijen sunucu hiicrelerdir. Kopeklere ve kedilere ozgii
monoklonal antikorlarin {iretilmesi 6zellikle deride bulunan DC’ler ve makrofajlarin
tanimlanmasini saglamistir. Dendritik hiicrelerin genellikle derinin dermis ve
epidermis katmanlarinda ¢ok sayida bulundugu bildirilmistir. Képeklerde ve kedilerde
bulunan DC’ler yiizeylerinde CD1la molekiilleri ile birlikte major doku uyumluluk
kompleksini (MHC) barindirirlar. MHC peptitlerin, lipitlerin ve glikolipitlerin T
hiicrelerine  sunulmasindan sorumludur. DC’ler antijen sunucu molekiilleri
yiizeylerinde bolca eksprese etmeleri sebebi ile en iyi antijen sunucu hiicrelerden biri
olarak tanimlanmistir. Bu nedenle DC’ler 1yi bir sekilde antijen sunan hiicreler (APC)
olarak islevlerini yerine getirmeleri i¢in gerekli olan molekiilleri eksprese ederler.
Bunlardan CD1 proteinlerinin ekspresyonu deride DC’lerde biyiik 0&lgiide
sinirlandirilirken MHC sinif T ve II daha genis bir sekilde eksprese edilir (Moore ve
ark., 1998; Ricklin ve ark., 2010; Saint-André Marchal ve ark., 1997; Woo ve Moore,
1997; Zaba ve ark., 2009; Looringh van Beeck ve ark., 2008; Moore, 2014).

Monosit ve makrofaj soyunun hiicreleri igslev bakimindan fagositiktir. Kemik
iliginden salindiktan sonra monositler kanda dolasir ve dokularda olgun makrofajlar
olarak sabitlenir. Histiyositlerden ortaya ¢ikan olgun makrofajlar deri, dalak, akciger
(alveolar makrofajlar) ve karaciger (Kupffer hiicreleri) dahil olmak iizere viicudun
cesitli dokularinda bulunur. Bu hiicreler, ayn1 zamanda viicudun dogustan gelen
bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak da islev goren retikiiloendotelyal sistemin bir

parcasini olusturur (Pires ve ark., 2009).

Calismamizda kopeklerdeki gesitli hastaliklarda FoxP3 pozitif lenfositleri ile
birlikte VEGF boyanma yogunlugunun ortaya konulmasi ve ayrica FoxP3+ Treg’ler

ile VEGF arasindaki iliskinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Histiyositik Tiimorlerin Koken Aldig1 Hiicreler

2.1.1. interstisyel Dendritik Hiicreler

Dendritik hiicreler, giiglii antijen sunan hiicreler olarak hareket ederek adaptif
Immun yanitin bir pargasi olarak gorev yapar. Kemik iliginden ortaya ¢iktiktan sonra
DCl'ler kan yoluyla ¢esitli kutandz veya mukozal epitel bolgelerine go¢ eder. Gegis
gergeklestikten sonra, DC'ler ya epitel iginde ya da dermis ve lamina propria iginde
bulunur. Bu bélgelerde antijen islemesi meydana gelir. Bir antijen islendikten sonra
DCl'ler derinin 6tesinde lenf diiglimlerinin parakorteksine go¢ eder burada antijenleri
bir bagisiklik tepkisi baslatmak i¢in uyarilmamis T hiicrelerine sunarlar (Moore ve
ark., 1998).

Histiyositik sarkomlar en sik interstisyel DC’lerin fenotipik profili olan
hiicrelerden tiiretilir. Reaktif histiyositozlar lenfositlerden ve aktive interstisyel
DC’lerden olusan kompleks inflamatuar bozukluklardir. Interstisyel DC’ler, beyin
haric hemen hemen tiim dokularda ortaya c¢ikar. Meningslerde ve koroid
pleksuslarinda interstisyel DC’ler goriiliir (D’Agostino ve ark., 2012). Interstisyel
DC’ler, CDla, CDl11c, CD11b (alt kiime) ve MHC smif II'yi eksprese eder. Deride
dermal DC’ler interstisyel tiptedir ve ayrica CD90 (Thy-1) eksprese ederler. Yerlesik
uyarilmamis interstisyel DC’ler bazilar1 B7 ailesinin tiyeleri olan CD80 ve CD86’y1
iceren kostimulatdr molekiilleri diisiik diizeylerde eksprese eder. Interstisyel DC’ler
giiclii APC’lerdir ve peptitlerin lipitlerin ve glikolipitlerin T hiicrelerine (CD1a, MHC

siniflar I ve 1) sunulmasinda gorev alan molekiillere sahiptirler (Moore, 2014).

2.1.2. Langerhans Hiicreleri

Langerhans hiicreleri, deri ve mukozal bélgelerin (dil, orofarinks, pulmoner
bronslar, vajina ve serviks) epitelinde yerlesik DC’lerdir (Merad ve ark., 2008). C tipi
lektin langerin (CD207) LC’lerin yilizeyinde eksprese edilir. Langerinin
i¢sellestirilmesi, LC’leri tanimlayan ve interstisyel DC’lerden ayiran bir sitoplazmik

yapilar olan Birbeck’in graniillerinin (BG’ler) olusumuna aracilik eder. BG’ler



farelerin, insanlarin, domuzlarin, kedilerin ve digerlerinin LC’lerinde bulunmustur
(Merad ve ark., 2008; Nfon ve ark., 2008; Saint-André Marchal ve ark., 1997). Bu
tiirlerin tlimii fonksiyonel bir langerin molekiilii ifade eder. Yukaridakilerin tek
istisnast kopektir. LC oldugu tahmin edilen kopek epidermal DC’lerde BG
goriilmemistir (Moore ve Mariassy, 1986). Bununla birlikte gosterilen yapilarin
BG’lerin ayirt edici 6zelliklerinin bulunmadigi kopek epidermal LC’lerinde celigkili
BG raporlari vardir (Marchal ve ark., 1993). BG’leri kedilerin LC’lerinde bulunur ve
kedi pulmoner Langerhans hiicre histiyositozisindeki (LCH) infiltre histiyositlerde
gosterilmistir (Busch ve ark., 2008; Saint-André Marchal ve ark., 1997).

2.1.3. Makrofajlar

Makrofajlar tiim dokularin 6nemli bir bilesenidir (Moore, 2014). Kemik
iliginden serbest birakildiginda, monositler kanda dolasir ve dokularda olgun
makrofajlar olarak sabitlenir. Histiyositlerden kaynaklanan olgun makrofajlar deri,
dalak, akciger (alveolar makrofajlar) ve karaciger (Kupffer hiicreleri) dahil olmak
lizere viicuttaki cesitli dokularda bulunur. Bu hiicreler ayni zamanda viicudun
dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir pargast olarak da islev goren
retikiiloendotelyal sisteminin bir pargasini olusturur (Janeway ve ark., 1999b).
Dokulardaki makrofajlarin tanimlanmasi immunofenotiplemeye dayanir. Makrofajlar
normal dokularda B-2 integrinleri diferansiyel olarak eksprese eder. Ornegin ¢ogu
dokuda makrofajlar CD11b / CD18 (Kupfer hiicreleri, mikroglia, sinovyal tip A
hiicreleri) eksprese eder. Splenik kirmizi pulpa, kemik iligi ve lenf bezlerinin mediiller
sinuslart gibi hematopoetik bolgelerdeki makrofajlar CD11d /CD18 eksprese eder
(Danilenko ve ark., 1992; Danilenko ve ark., 1995). Makrofajlarin tanimlanmasinda
kullanilan diger belirtecler arasinda Mac387 (calprotectin), MHC siif I, CD163 ve
CD204 bulunur (Ide ve ark., 2011). CD163 ve CD204 baz tiirlerde DC alt tipleri
tarafindan da eksprese edilir (Marquet ve ark., 2011; Van der Vieren ve ark., 1995).
Normal kopek DC’lerinde CD163 ve CD204’iin ekspresyonlar1 bildirilmemistir.
Belirtilen belirteglerden sadece CDI11b formalinde tespit edilmis dokularda
degerlendirilemez (Moore, 2014).



2.2. Kanin Histiyositik Hastaliklar

Kopeklerde histiyositik hastaliklar igerisinde kanin kutandz histiyositoma
(CCH), kutantz langerhans hiicre histiyositozisi (LCH), reaktif histiyositozis (kutan6z
histiyositozis [CH] ve sistemik histiyozistozis [SH]) ile histiyositik sarkoma (HS) ve
hemofagositik HS bulunur. Bunlardan CCH ve LCH’nin LC’lerden, CH ve SH’nin
aktive interstisyel DC’lerden kdken aldig1, yine HS nin de interstisyel DC’lerden fakat
farklh bir grup olarak gozlenen hemofagositik HS nin makrofajlardan koken aldig:
bilinmektedir (Moore, 2017).

2.2.1. Kutanéz Histiyositoma

Kanin kutan6z histiyositoma (CCH), kopeklerin yaygin, genellikle
kendiliginden gerileme gosteren, Langerhans hiicresi kokenli benign bir epidermal
neoplazisidir. Bununla birlikte kendiliginden gerilemenin nedeni net bir sekilde
aciklanmamustir. Iyi huylu ve kotii huylu tiimérlerin kendiliginden gerilemesi,
insanlarda ve hayvanlarda farkli tlimorlerde fark edilir ve genellikle tiimor hiicresi
cogalmasinda bir azalmaya, apoptozun indiiksiyonuna veya bagisiklik sisteminin
aktivasyonuna atfedilir (Thomas ve Badini, 2011; Paredes, 2007; Mehl ve ark., 2001;
Nicholls ve ark., 2001; Bonnette ve ark., 1999; Inoue ve ark., 2002; Yakovlev ve ark.,
1999; Kurita ve ark., 2007; Mulligan, 1948; Taylor ve ark., 1969; Bender ve Muller,
1989; Hendrick ve ark., 1999; Affolter ve Moore, 2000a).

Histiyositomalar i¢in yasa 6zgii insidans orani 3 yil sonra hizla diismektedir.
Ancak histiyositomlar her yastan kopeklerde goriilmektedir. Histiyositomalar tiim
irklarda goriliir. Safkan kopekler, 6zellikle Boxer ve Dachshund irklart yatkindir.
Viicudun ayni veya farkli bolgelerinde histiyositomlarin niiksetme raporlari nadirdir

ve birden fazla tiimoriin ortaya ¢ikmasi olagandisi kabul edilir (Taylor ve ark., 1969).

Bu tiimorler Langerhans hiicre kokenlidir ve CD1, CDI11¢, MHC 1II ve E-
kadherini eksprese ederler. Bu tiimérler siklikla periferdeki lenfositlerin ve plazma
hiicrelerinin infiltrasyonunu i¢eren kubbe seklinde bir goriiniime sahiptir. Cogunlukla

yiizeysel dermal O6dem goriiliir ve tiimor hiicreleri epidermise, epitelotropik



lenfomanin Pautriers mikro apselerine benzer bir seklide sizar. Neoplastik hiicreler
tabakalar olusturur ve tiimor dokusu genellikle belirgin bir stroma igermez. Neoplastik
hiicreler orta ila bol miktarda eozinofilik sitoplazma ile oval-bobrek sekilli
cekirdeklere sahiptir ve mitotik figiirler siktir. Diislik dereceli hiicresel atipi vardir

(Hendrick ve ark., 1999).

2.2.2. Kutanoz Langerhans Hiicreli Histiyozitozis

Kutanéz langerhans hiicreli histiyositozis (LCH), birden fazla kutanoz
lezyonun siirekli olarak gozlendigi bir hastalik spektrumunu kapsar. Bazi durumlarda
lenf diigiimii ve sistemik metastaz da gozlenir (Moore ve ark., 1996). Olgularin
yaklasik yarisinda kutandz LCH’nin regresyona ugramamasi ve yaygin
lilserasyonlardan dolayr olusan komplikasyonlara bagli o6tenazi uygulandigi

bildirilmistir (Moore, 2017).

2.2.3. Reaktif Histiyositozis

2.2.3.1. Kutanoz Histiyositozis

Kutano6z histiyositoz (CH) ilk olarak 1986 yilinda kopeklerde proliferatif bir
histiyositik hiicre bozuklugu olarak bildirilmistir. Daha yakin zamanlarda kutan6z ve
sistemik histiyositozda yer alan histiyositik hiicreler immiinofenotipik olarak aktive
edilmis dermal dendritik hiicreler olarak siniflandirilmistir. Bu hastalifin kesin
etiyolojisi ve patogenezi bilinmemektedir ancak immiin yanit mekanizmalarinin
diizensizligi ve proinflamatuar sitokinlerde (tlimor nekroz faktorii-alfa, interlokin (IL)
-6, IL-12, interferon-gama) bir artis gosterilmistir. Etkilenen kopeklerin yaslari 2 ila
13 arasinda degismektedir (Mays ve Bergeron, 1986; Affolter ve ark., 2003; Moore,
1984; Affolter ve Moore, 2002b).

2.2.3.2. Sistemik Histiyositozis

Sistemik histiyositozis (SH) ilk olarak Bernese Dag Kopekleri'nde tanimlanmig
ve ailesel bir yatkinlik ortaya konulmustur. Histiyositik sarkomalar (HS) SH ile

Bernese dag kopeklerinin ayni ailelerinde meydana gelmistir, ancak SH'nin HS'ye



ilerlemesi gozlenmemistir. SH diger bir¢ok biiyiik cins kopeklerde ortaya gikar. Genel
olarak SH nadir goriilen bir hastaliktir ve CH ¢ok daha yaygindir. CH ilk olarak
kopeklerde zamanla ilerileyip gerileyen dermatit ve etiyolojisi bilinmeyen pannikiilit
olarak tanimlanmistir ki bu lezyonlarda histiyositler baskin olarak goriilmiistiir (Mays

ve Bergeron, 1986; Moore, 1984; Moore ve Rosin, 1986; Affolter ve Moore, 2000D).

Tipik kutandz lezyonlar bas, boyun, ekstremiteler, skrotum ve govdeye
yerlesmis ¢ok sayida killi veya alopesik plaklari ve / veya nodiilleri i¢erir. CH deri ve
deri alt1 dokularla sinirliyken SH ayrica lenf diigiimlerini, sklera, goz kapaklari, burun
boslugu, karaciger, dalak, kemik iligi ve akcigerleri de etkiler. Kutanoz lezyonlar CH
ve SH vakalarinda aynidir ve kutandzden sistemik hastaliga ilerleme bildirilmistir
(Mays ve Bergeron, 1986; Moore, 1984; Moore ve Rosin, 1986; Affolter ve Moore,
2000a; Affolter ve Moore, 2000b).

2.2.4. Histiyositik Sarkoma/Malignant Histiyositozis

Histiyositik sarkoma (HS) ve malignant histiyositozis (MH) terimleriyle ilgili
cok fazla kafa karigiklig1 vardir. Lezyon soliterse veya metastaz yapmigsa HS terimi
kullanilmalidir. MH ¢ok merkezli bir ¢ogalmay1 tanimlar. Fakat yayilmis bir HS,
MH’den ayirt edilemeyebilir (Anonim, 2008).

HS makrofaj veya dentritik hiicrelerden koken alan ve nadir goriilen bir malign
neoplazidir. Klinik belirtiler tipik olarak spesifik degildir ve ates, kilo kaybi,
uyusukluk, istahsizlik gozlenir. Tiimor bir uzuvda ortaya c¢ikarsa fark edilir sekilde
biiyiiyen bir kitle dikkati ¢eker (Fry ve Mcgavin, 2007; Takahashi ve ark., 2014).
Lokalize histiyositik sarkomlar en sik deri, deri alt1 ve ekstremitelerin ilgili yumusak
dokularinda meydana gelen Ve hizla biiyiiyen malign neoplazmalardir. Lokalize form
i¢in bildirilen diger bolgeler arasinda dalak, beyin, karaciger, mide duvar ve dil yer
alir. Dalak, akciger, karaciger, lenf diiglimleri, kemik iligi, merkezi sinir sistemi,
bobrekler, iskelet kasi, mide ve adrenal bezlerde de disemine HS formlar

bildirilmistir. Deri tutulumu nadirdir (Brown ve ark., 2007).



Malignant histiyositozis (MH) idiyopatik periadneksiyal multinodiiler
graniilomatdz dermatit, kutan6z ve sistemik histiyositozis ve dalak histiyositozis /
fibrohistiyositik nodiilleri gibi bir grup histiyositik bozuklugu igerir (Vail, 2001).
HS/MH biiyiik, yuvarlak, ¢cok ¢ekirdekli hiicrelerle belirgin hiicresel atipi olan malign
histiyositlerle karakterizedir. Diger bir yaygin bulgu tuhaf cok c¢ekirdekli dev
hiicrelerin varligidir. Bu tiimorler tuhaf ve yiiksek derecede fagositik ¢cok ¢ekirdekli
dev hiicrelerinin histolojik olarak goriilmesiyle diger tiimorlerden rahatlikla ayirt
edilebilir (Vail, 2001; Kerlin ve Hendrick, 1996; Hayden ve ark., 1993; Yamate ve
ark., 2001).

HS/MH genellikle kopeklerde goriiliir ancak kedilerde bazi raporlar mevcuttur.
En sik etkilenen irklar Bernese Dag Kdopekleri, Golden, Labrador ve Flat Coated
Retrieverler ve Rottweiler'dir ancak herhangi bir cinste de tiimérler ortaya ¢ikabilir
(Brown ve ark, 2007). HS/MH ile ilgili olarak solunum semptomlari
konsiiltasyonlarin en sik nedenidir. Anemi rejeneratif hemolitik siirecin bir pargasi
olarak veya kemik iligi istilas1 ve eritrofagositozun neden oldugu rejeneratif olmayan
bir anemi olarak goriilebilir. Hiperkalsemi paraneoplastik bir sendrom olarak
gortlebilir. Histopatolojik incelemede bol miktarda eozinofilik sitoplazma, niikleer
atipi, ¢cok sayida mitoz, ¢ok c¢ekirdekli hiicreler, fagosit ve lenfositlerden bazi
infiltrasyonlar, plazma hiicreleri ve nétrofiller ile yuvarlak-oval hiicrelerin ¢ogalmasi

vardir. Hiicreler lizozim, vimentin i¢in pozitif ve sitokeratin A igin negatiftir (Azakami

ve ark., 2006; Anonim, 2008).

2.2.4.1. Hemofagositik Histiyositik Sarkom

Hemofagositik HS splenik kirmizi pulpadan ve kedi kopeklerde kemik iligi
makrofajlarindan kaynaklanir. Kopeklerde, hemofagositik HS’deki histiyositler
splenik kirmiz1 pulpa ve kemik iliginde makrofajlar tarafindan yiiksek oranda eksprese

edilen bir 16ko-integrin olan CD11d / CD18’yi eksprese eder (Moore, 2014).

Makrofajlardan kdken alan hemofagositik HS baglangicta primer bolgelerde
(dalak ve kemik iligi) kitle lezyonlar1 olusturmaz. Tipik olarak yaygin splenomegali

tutarli bir sekilde goézlenir. Biiylik Ol¢iide genislemis dalakta net olarak



tanimlanamayan kitlesel lezyonlar da bulunabilir. Hemofagositik HS interstisel DC
kokenli HS ile birlikte gozlenebilir. Bu durumlarda hem yaygin splenomegali hem de

belirgin kitle olusumlar1 gézlenir (Moore ve ark., 2006).

2.2.4.2. Artikiiler / Periartikiiler HS

Artikiiler HS uzuvlarda olusan lokalize bir HS seklidir. Lezyonlar eklemlerin
icinde ve/veya appendikiiler iskeletin eklemlerine bitisik olarak (periartikiiler) ortaya
cikar. Artikiiler HS kopeklerin eklemlerini etkileyen en yaygin tiimordiir ve ayni
zamanda kedilerde ¢ok daha diisiik oranda goriiliir. Diz ve dirsek eklemi ¢ogunlukla
etkilenir ve lezyonlar koksofemoral eklem ve karpusta olusabilir. Kopeklerin
yarisindan fazlasim Rottweiler ki olusturmustur. Ilerlemis hastalikta kemik istilast
olusabilir. Iskelet lezyonlar1 disemine HS'de artikiiler HS ile ayn1 bolgelerde
gbzlendiginden iskelet tutulumunun sinovyal dokularin yakininda ¢ikan bir yumusak
doku kitlesinin ardindan olup olmadigini belirlemek 6nemlidir. Disemine HS'nin daha
kotii bir prognozu varken, artikiiler HS'nin erken saptanmasi ve tedavisi potansiyel
olarak iyilestiricidir. Bununla birlikte, artikiiler HS ¢ogunlukla yayilma yetenegine
sahiptir, ciinkii histiyositler, 6zellikle g¢esitli DC soylari, aktif olarak gd¢ eden
hiicrelerdir. Bu durum artikiiler HS'li kopeklerin ortalama sagkalim siiresini etkiler
(yaklasik 5-8 ay) (Craig ve ark., 2002; Pinard ve ark., 2006; Klahn ve ark., 2011,
Schultz ve ark., 2007; Affolter ve Moore, 2002a).

Artikiiler HS belirgin bir goriiniime sahiptir: sinoviyal yiizeyin altina yerlesmis
cok sayida esmer nodiiller seklinde olusur. Dolayisiyla, bu lezyonlar eklem iginde
ve/veya periartikiiler bir konumda sinoviyal boslugun disinda baglar. Lezyonlar
etkilenen eklemleri sarabilir. Mikroskopik olarak, lezyonlar mikronodiiler bir biiylime
paterni gosterir. Bu nodiiller ilerledikg¢e kitleler halinde birlesebilir. Lezyonlar en sik
sinoviyumun altindan kaynaklanir ve sinoviyal yiizey tiimoriin iizerinde saglam
sekilde durur. Sitolojik olarak artikiiler HS diger bolgelerdeki HS'ye benzer sitolojik
olarak atipik pleomorfik histiyositler baskindir. Bununla birlikte belirgin bir yangisal
infiltrat lezyonlarda genellikle taninir. Lenfositler (¢ogunlukla T hiicreleri) ndtrofiller
ve 1yi diferensiye histiyositler yaygindir. Komsu sinovyumun lenfosit plazma hiicreleri

ve histiyositlerle yangilanmasi da gozlenir (Craig ve ark., 2002).



2.2.4.3. Merkezi Sinir Sistemi Histiyositik Sarkomu

Merkezi sinir sisteminde (MSS) HS primer olarak ya da disemine HS’nin
metastatik yayiliminin bir sonucu olarak sekillenebilir. Primer HS'nin ekstrakranial
metastazi son derece nadirdir. MSS HS en sik leptomeninkslerden kaynaklanir ve
lezyonlar ¢ok sayida karisik yangisal hiicreden (lenfositler, histiyositler ve plazma
hiicreleri) ve atipik histiyositlerden olusur. MSS lezyonlar1 ¢ogunlukla fokal soliter
subdural kitle olarak ve daha az oranda meningeal infiltrat olarak gézlenmektedir.
Lezyonlar meningslerde ortaya ¢ikarak tiim beyni kaplayabilir. Soliter Kkitle
lezyonlarindaki neoplastik histiyositlerin MHC simif I molekiillerini Iba-1'i (iyonize
kalsiyum baglanma bagdastirict molekiilii 1) ve makrofajlar tarafindan ifade edilen
reseptorleri (CD163 ve CD204) eksprese ettigi gozlenmistir. Bu makrofaj
reseptorlerinin disemine meningeal HS'de eksprese edilmedigi gozlenmistir. MSS
HS'deki neoplastik histiyositler tarafindan interstisyel DC belirteglerinin (CDla,
CDll1lc ve MHC II) eksprese edildigi gozlenmistir (Ide ve ark., 2011; Affolter ve
Moore, 2002a).

2.2.4.4. Dendritik Hiicre Losemisi

HS'de periferik kan tutulumu nadirdir. Képeklerde 2 adet DC 16semisi raporu
bildirilmistir. Her iki durumda da periferik kanda ¢ok sayida atipik histiyosit
gozlenmistir (30.000 — 60.000 hiicre/ml). Her iki kopekte de DC soyu (CD1 + CDl11c
+ CD11d - MHCII +) hiicrelerin yogun immiinofenotiplenmesi veya flow sitometri ile
dogrulanmistir. Etkilenen organlarin (kemik iligi, dalak, akciger ve karaciger) kitle
olusumu olmaksizin diffiiz infiltrasyonu 16semik bir infiltratin 6zelligidir. Bu ayni
zamanda hemofagositik HS'nin sergiledigi infiltrasyon modelidir. Bununla birlikte bu
son hastalik periferik kan icermez ve CD11d'yi eksprese eden neoplastik histiyositler
tarafindan belirgin eritrofagositoz ve ekstravaskiiler hemolitik anemi ile iligkilidir.
CD11d her iki kopekte de neoplastik histiyositler tarafindan eksprese edilmemistir
(Allison ve ark., 2008; Rossi ve ark., 2009; Moore ve ark., 2006).

10



2.3. FOXP3

Diizenleyici T hiicrelerinin (Treg'ler) aktivitesinin FoxP3 transkripsiyon
faktoriiniin ekspresyonu ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. FoxP3 diizenleyici
T hiicreleri (FoxP3 Treg), bagisiklik sisteminin homeostazinda ve bagisiklik tepkisinin
modiilasyonunda 6nemli rol oynayan ayr1 bir T lenfosit grubudur. Tregler periferik
immiin toleransin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesinde kilit hiicreler olarak gorev
yapmaktadirlar. Normalde bu hiicreler zararli otoimmiin tepkilerin 6nlenmesi igin
calisabilir ancak ayn1 zamanda anti-timdr bagisikligi gibi faydali bagisiklik tepkilerine
de miidahale edebilir (Campbell ve Koch, 2011; Nishikawa ve Sakaguchi, 2014;
Elkord ve ark., 2010; Piersma ve ark., 2008; Whiteside, 2014).

Genel olarak immiin regiilasyona diizenleyici sitokinler (6rn., doku biiyiime
faktorii (TGF) -p, interlokin (IL) -10) veya hiicresel etkilesimler aracilik edebilir.
Gilinlimiizde diizenleyici 0Ozelliklere (Treg'ler) sahip Ozellesmis T yardimeci
hiicrelerinin bagisiklik diizenlemesinde 6nemli bir rol oynadigi iyi bilinmektedir. Bu
hiicrelerin tiikkenmesi veya ilgili transkripsiyon faktorlerinin mutasyonlar: si¢anlarda
farelerde ve erkeklerde tarif edildigi gibi ciddi otoimmiin hastalik vakalar1 ve kronik
inflamatuar bozukluklara neden olur. Diizenleyici kapasitelerinin yan1 sira Treg'ler,
CD4, CD25 ekspresyonu ve diizenleyici 6zelliklerini stabilize etmede ¢ok dnemli bir
rol oynayan yiiksek diizeyde korunmus transkripsiyon faktorii Forkhead box P3
(FoxP3) ile karakterize edilir (Lan ve ark., 2007; Sakaguchi ve ark., 2008; Sakaguchi
ve ark., 1995; Moes ve ark., 2010; Brunkow ve ark., 2001; Fontenot ve ark., 2003).

2.4. Angiogenezis

Yeni damarlarin olusumu ile tanimlanan ve mikrodamar yogunlugu ile tahmin
edilen anjiyogenez memelilerde gesitli timorlerin biiyiimesi gelisimi ve metastazi igin
¢ok onemli bir olaydir. Normal angiyogenez ya da tiimoral angiyogenez biiyiime
faktorleri ve bunlarm ilgili reseptorleri tarafindan kontrol edilir. Intratiméral
kompartmanda hipoksi (oksijen yoklugu) vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF)
gibi pro-angiyogenik faktorlerin ekspresyonunu indiikler ve endotel hiicrelerinin

proliferasyonu, gocii ve yeni kan damari olusumlari ile sonuglanir (Potente ve ark.,
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2011; de Brot ve ark., 2015; Carvalho ve ark., 2016b; Punico ve ark., 2014; Terme ve
ark., 2012; Yu ve Rak, 2003).

Angiyogenezis indiiksiyonuna pro-inflamatuar sitokinler iireten Treg hiicreleri
ve hipoksi tarafindan upregiile edilen VEGF dahil olmak iizere bir¢ok hiicre aracilik
eder. Treg’ler hem dolayli hem de dogrudan mekanizmalar yoluyla timor
angiyogenezine katkida bulunabilir. Tregler, TNFa ve IFNy olarak angiyostatik
sitokinleri serbest birakan Thl efektdor T hiicrelerinin aktivitelerini baskilayarak
dolayli olarak angiyogenezi destekleyebilir (Berk ve Muthuswamy, 2011; Facciabene
ve ark., 2011; Punico ve ark., 2014; Yan ve ark., 2011; Casares ve ark., 2003). Bununla
beraber Treg’ler ile angiogenezis arasinda negatif bir iliski oldugu da bildirilmistir (Li

ve ark., 2018).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada baslangigta Anabilim Dali arsivinden histopatolojik incelemeler ile
kopek histiyositik timor tanist konulmus 23 adet blok kullanildi. Bu bloklardan
mikrotom (Leica RM 2155) yardimi ile 5 pm kalinligindaki kesitler histopatolojik
boyama i¢in lam (Menzel Gléser) iizerine alindi. Kesitler ksilollerde (Xylene - Merck
Millipore:108661) deparafinize, alkol serilerinde de dehidre edildi. Kesitler
histopatolojik analizler i¢in Hematoksilen & Eozin (H&E) ile boyandi.

Immunohistokimyasal olarak histiyositik tiimorlerin tanisiin dogrulanmasi
amaciyla Iba-1, CD-3 ve E-kaderin antikorlari1 ile boyamalar gergeklestirildi. Bu
boyamalar sonucunda daha 6nceden histiyositik tiimor olarak teshis edilen 2 adet
olguda hemen tiim tiimor hiicrelerinde CD3 pozitifligi gozlendigi i¢in lenfoma tanisi
konuldu. Geri kalan 21 olgu i¢in yapilan Iba-1 boyamasi sonucunda 12 adet tiimorde
yogun pozitiflik gézlenirken, 9 adet tiimorde yalnizca tiimor dokusu icerisine dagilim
gostermis histiyositlerde pozitiflik goriildii. Bu nedenle yalnizca 12 adet timor
histiyositik tiimor tanistyla c¢alismaya dahil edildi. Bu tiimorlere ayrica

immunohistokimyasal olarak FoxP3 ve VEGF ile boyamalar yapildi.

CD3, E-kaderin ve VEGF i¢in uygulanan immunohistokimyasal boyamalari
icin InmPRESS® Excel Amplified Polymer Staining Kit (Vector Lab, Anti-Mouse
IgG, Peroxidase, MP-7602) kullanildi. Bu amagla parafin bloklardan mikrotom (Leica
RM 2155) yardimi ile 5 um kalinligindaki kesitler (3-aminopropyl)triethoxysilane ile
hazirlanmis lizinli lamlar {izerine alinip, oncelikle etiivde 70 °C’de yarim saat
bekletilmeyi takiben ksilollerde (Xylene - Merck Millipore:108661) deparafinize,
alkol serilerinde de dehidre edildikten sonra antigen retrieval islemine ge¢ildi. Antigen
retrieval i¢in sitrat buffer (ph:6) soliisyonuna alinan lamlar otoklavda 120 derecede 15
dakika bekletildi. Bu islemden sonra kesitler 20-30 dakika sogumaya birakildi. PBS
soliisyonunda 5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesinin bloke
edilmesi i¢in kesitlere BLOXALL® soliisyonu damlatilarak 15 dakika beklendi.
Inkubasyon bitince kesitler tekrar PBS soliisyonuyla 5 dakika yikamaya almip
devaminda nonspesifik baglanmalar1 engellemek amaciyla %2,5’1ik normal at serumu

20 dakika boyunca uygulandi. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan antikor
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sulandirict ile (Large Volume UltrAb Diluent Plus Thermo Scientific: TA-125-UDX)
CD3 antikoru (Dako, M7254, Clone F7.2.38) igin 1:25 oraninda, E-kaderin (Dako,
M3612, Clone NCH-38) i¢in 1:25 oraninda ve VEGF (Thermo, MA5-13182), Clone
JH121) igin 1:20 oraninda sulandirilan primer antikorlar ile dokular +4 °C’de bir gece
inkube edildi. Primer antikor inkubasyonundan sonra PBS ile 5 dakika yikanan kesitler
tizerine Amplifier antibody 15 dakika, ardindan da Impress Polymer Reagent 30
dakika boyunca uygulandi. Ardindan immun reaksiyonun gosterilmesi i¢cin DAB
(ImmPACT EqV Reagent) kullanildi. DAB soliisyonunu kesitlere dokmeyi takiben
151k mikroskobu altinda kontrollii olarak ve tiim kesitlere esit siire tutulacak sekilde
beklendi. Mayer’s hematoksilenle (Merck, 109249) 20 saniye zit boyama yapilan
kesitler kurutmaya birakilarak entellan ile kapatilip mikroskop altinda incelendi.
Pozitif kontrol olarak CD3 i¢in kopek dalagi (Sekil 3.1), E-kaderin i¢in kdpek derisi
(Sekil 3.2) ve VEGF i¢in de tiiméorlerdeki damarlardaki boyanmalar (Sekil 3.3) dikkate

alindi.

FoxP3 boyamalari i¢cin ImmPRESS® HRP Goat Anti-Rat 1gG, Mouse
adsorbed Polymer Detection Kit, Peroxidase (MP-7444-15) kiti kullanildi. Boyama
protokolii yukarida anlatilanlara benzer olmakla birlikte 1/100 oraninda sulandirilan
primer antikor (Invitrogen, 14-5773-82, Clone FJK-16s) uygulanmasinin ardindan
amplifier antibody asamasi olmaksizin direk olarak ImmPRESS Polymer Reagent
asamasi uygulandi ve DAB (ImMmPACT EqV Reagent) kullanildi. Pozitif kontrol i¢in
kopek dalagi kullanildi.

Iba-1 i¢in boyamalari igin yukaridaki protokollerden farkli olarak 1/100
oraninda sulandirilan primer antikor (Wako, 019-19741, polyclonal) sonrasinda Goat-
anti-Rabbit sekonder antikoru kullanildi. Ayrica kromojen olarak AEC (Thermo)
uygulandi.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal kesitlerin fotograflarinin alinmasi igin
Olympus BX51 model mikroskop (Olympus Optical, Tokyo, Japonya) iizerine
uyarlanmig bir Olympus DP70 kamera (Olympus, Tokyo, Japonya) kullanildi. Her bir

kesit i¢in farkl biiyiitmelerde ¢ok sayida resim alindi.
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Immunohistokimyasal boyamalarin degerlendirilmesinde, Iba-1 ve E-kaderin
i¢cin herhangi bir skorlama yapilmaksizin tiimor dokular1 pozitif veya negatif olarak
degerlendirildi. Fakat CD3 ve FoxP3 boyamalarimin degerlendirilmesinde tiimor
dokusu igerisinde rastgele dort adet 400x biiyiitme alaninda pozitiflik gozlenen
hiicreler sayildi. VEGF boyamalarinin yogunlugunun belirlenmesi ise yari-kantitatif
olarak 0-4 arasinda skorlama yapilarak gergeklestirildi. Buna gére boyanmanin
dagilimi ve siddeti goz 6niine alinarak 0: pozitiflik yok, 1: hafif pozitif, 2: orta derece

pozitif, 3: yogun pozitif, 4: ¢ok yogun pozitif seklinde skorlama yapildi.

3.1. istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim sonuglarin degerlendirilmesi uygun istatistiksel metodlar ile
Minitab® 16.1.1 programi kullanilarak yapildi. Elde edilen verilerin normal dagilim
gosterip gostermedigini belirlemek i¢in Ryan-Joiner normalite testi uygulandi.
Kutandz histiyositom, kutandz histiyositozis ve histiyositik sarkomalar arasindaki
CD3, FoxP3 ve VEGF immun skorlarin farkliligini ortaya koymak amaciyla one way
ANOVA Tukey analizinden yararlanildi. Ayrica CD3, FoxP3 ve VEGF skorlarinin
arasindaki iliskisiyi belirlemek amaciyla Pearson korelasyon testi yapildi. Korelasyon
r degeri araliklar su sekilde degerlendirildi: 0-0,3 aras1 6nemsiz korelasyon, 0,3-0,5
arasi diisiik korelasyon, 0,5-0,7 arasi orta dereceli korelasyon, 0,7-0,9 arasi yiiksek

korelasyon ve 0,9-1 arasi ¢ok yiiksek korelasyon (Hinkle et al. 2003; Mulaka 2012).
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan antikorlara ait bilgiler

Antikor Firma Koken Klon  Diliisyon Kromojen Siire
CD3 Dako Mouse  F7.2.38 1:25 DAB Bir gece
E-kaderin Dako Mouse NCH-38 1:25 DAB Bir gece
FoxP3 Invitrogen Rat FIK-16s 1:100 DAB Bir gece
Iba-1 Wako Rabbit Poly 1:100 AEC Bir gece
VEGF Thermo Mouse  JH121 1:20 DAB Bir gece

Sekil 3.1. CD3 pozitif kontrol dokusu. Képek dalaginda ¢ok sayida CD3 pozitif T
lenfositler, DAB, Bar=50um
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Sekil 3.2. E-kaderin pozitif kontrol dokusu. Tiimérli kopek derisinde epidermiste
sitoplazmik sinirlarda yogun E-kaderin pozitifligi, DAB, Bar=50um

Sekil 3.3. VEGF pozitif kontrol dokusu. Tiimdral doku icerisindeki damarlarda
belirgin VEGF pozitifligi, DAB, Bar=50um
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik ve immunohistokimyasal Bulgular

CD3 antikoru ile yapilan boyamalarda 23 olgudan 2 tanesinde yogun pozitiflik
nedeniyle tan1 lenfoma olarak konuldu (Sekil 4.1-4.4). Geri kalan 21 olgunun 12
tanesinde yogun Iba-1 pozitifligi gbzlendi ve histiyositik tiimor tanilart dogrulands
(Sekil 4.5-4.8). Diger 9 olguda ise yalnizca timor dokusu igerisinde degisen
derecelerde Iba-1 pozitif histiyositik hiicre infiltrasyonlarina rastlandi. Dolayisiyla bu
9 olgu caligma kapsaminda degerlendirmedi. E-kaderin agisindan yapilan
degerlendirmede Iba-1 pozitifligi gozlenen yalnizca 2 olguda pozitiflik bulundugu
dikkati c¢ekti (Sekil 4.9 ve 4.10). Bu olgularin bir kutandz histiyositom ve bir
histiyositik sarkoma oldugu goriildii. E-kaderin negatifligi gbzlenen ve
epitelyotropizm gdstermeyen olgularin dentritik hiicre kdkenli kutan6z histiyositozis
oldugu kanisina varildi. Kutanoz histiyositom tanili olgularda hafiften siddetliye
degisen derecelerde CD3 pozitif lenfosit infiltrasyonlar1 goézlenirken, kutanodz
histiyositozis ve histiyositik sarkoma tanili olgularda CD3 pozitif lenfosit

infiltrasyonlarinin ¢ok yogun oldugu gortildii.
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Sekil 4.1: Lenfoma tanili olguda dermiste yogun neoplastik hiicre infiltrasyonlari,
H&E, Bar=50um.

Sekil 4.2. Lenfoma tanili olguda yogun CD3 pozitif tiimor hiicreleri, DAB,
Bar=100um.
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Sekil 4.3. Lenfoma tanili olguda dermiste yogun neoplastik hiicre infiltrasyonlari,
H&E, Bar=50um.
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Sekil 4.4. Lenfoma tanili olguda yogun CD3 pozitif timoral hiicreler, DAB,
Bar=100um.

20



7 g e = ""v IJ’ ¥
L o lnge o7 T3E ¥

Sekil 4.5. Kutan6z histiyositoma olgusunda tiimér hiicrelerinde yogun sitoplazmik
Iba-1 pozitifligi, AEC, Bar=50um.

Sekil 4.6. Kutanoz histiyositozis olgusunda tiimor hiicrelerinde yogun sitoplazmik Iba-
1 pozitifligi, AEC, Bar=50um.
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Sekil 4.7. Histiyositik sarkoma olgusunda tiimér hiicrelerinin ¢ok yogun sitoplazmik

igi, AEC, Bar=50um.

Iba-1 pozitifli

Sekil 4.8. Hemafagositik histiyositik sarkoma olgusunda ¢ok yogun sitoplazmik Iba-1

50um.

, AEC, Bar

pozitif tiimor hiicreleri
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Sekil 4.9. Kutan6z histiyositoma olgusunda timor hiicrelerinde sitoplazmik sinirlarda

orta dereceli E-kaderin pozitifligi, DAB, Bar=20um.

Sekil 4.10. Histiyositik sarkoma olgusunda tiimor hiicrelerinde sitoplazmik sinirlarda

zayif E-kaderin pozitifligi, DAB, Bar=20um.
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Immunohistokimyasal olarak histiyositik kokeni dogrulanan 12 olgudan 4
tanesi kutandz histiyositom, 3 tanesi kutandz histiyositozis, 4 tanesi histiyositik
sarkoma ve 1 tanesi hemofagositik HS olarak teshis edildi. Benign histiyositik
timorlerde genel olarak yiizeysel dermisten derine dogru ilerleyen ve bazi olgularda
subkutise ulasan infiltrasyonlar gorildi. Neoplastik hiicrelerin  yuvarlak-oval
cekirdege ve belirgin ¢ekirdekgige sahip oldugu ve genellikle eozinofilik sitoplazmaya
sahip olduklar dikkati ¢ekti. Az sayida mitotik figlirlere ve hafif dereceli anizositozis
ve anizokaryozise rastlandi. Epidermal tropizm gozlenen 4 olguda tani kutanoz
histiyositom olarak konuldu (Sekil 4.11 ve 4.12). Bu olgularda degisen derecelerde
lenfosit infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekti. Epitelyal tropizm gozlenmeyen 3 adet olguda ise
tanilar kutanoz histiyositozis olarak konuldu (Sekil 4.13 ve 4.14). Bu olgularda ¢ok
yogun lenfosit infiltrasyonu gozlendi. Histiyositik sarkoma tanili olgularda genel
olarak belirgin anizositozis ve anizokaryozis ile birlikte yer yer dev hiicrelerinin varligi
goriildii (Sekil 4.15 ve 4.16). Cok sayida mitotik figiir dikkati ¢ekti. Bu olgularda da

yogun lenfosit infiltrasyonlarina rastlandi.
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Sekil 4.11. Kutanoz histiyositoma olgusunda epitelyotropizm gosteren ve dermiste

yogun olarak bulunan neoplastik hiicreler, H&E, Bar=50um.
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Sekil 4.12. Kutanoz histiyositom olgusunda dermiste ince fibrovaskiiler stroma ile

¢evrelenmis neoplastik hiicre kiimeleri, H&E, Bar=50um.

Sekil 4.13. Kutanoz histiyositoziste dermiste ¢ogunlukla perivaskiiler yerlesim

gosteren histiyositik proliferasyonlari, H&E, Bar=50um.
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Sekil 4.14. Kutandz histiyositoziste ince fibrovaskiiler bag dokuyla ayrilan histiyositik

hiicre proliferasyonlar1 ve yogun lenfosit infiltrasyonlari, H&E, Bar=50um.

Sekil 4.15. Histiyositik sarkoma olgusunda belirgin anizokaryozis ve yogun mitotik

aktivite sergileyen atipik neoplastik hiicre proliferasyonlari, H&E, Bar=50um.
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Sekil 4.16. Histiyositik sarkoma olgusunda belirgin anizokaryozis ve mitotik aktivite
ile yer yer dev hiicre olusumlar1 gosteren neoplastik hiicre proliferasyonlari, H&E,

Bar=50pm.

CD3 agisindan yapilan skorlamada HS’larin dordiinde skor 4 (Sekil 4.17), bir
olguda ise 3 (Sekil 4.18) olarak belirlendi. Kutano6z histiyositomlarin birinde skor 1
(Sekil 4.19), ikisinde skor 2 (Sekil 4.20) ve birinde skor 4 (Sekil 4.21) olarak
belirlendi. Kutandz histiyositozis olgularinin ise tiimiinde skor 4 olarak belirlendi
(Sekil 4.22). FoxP3 agisindan yapilan skorlamada HS tanili olgularin ikisinde skor 4
(Sekil 4.23), birinde skor 2 (Sekil 4.24) ve ikisinde skor 1 (Sekil 4.25) olarak
belirlendi. Kutan6z histiyositomlarda bir olguda skor 3 (Sekil 4.26), bir olguda 2 (sekil
4.27) ve iki olguda 1 (sekil 4.28) olarak ortaya konuldu. Kutanéz histiyositozis
olgularmin ise ikisinde skor 2 (Sekil 4.29), birinde ise skor 1 (Sekil 4.30) olarak
belirlendi. Son olarak VEGF pozitifligi agisindan yapilan degerlendirmelerde
histiyositik sarkoma olgularinin birinde skor 1 (Sekil 4.31), iictinde skor 3 (Sekil 4.32)
ve birinde skor 4 (Sekil 4.33) olarak, kutanoz histiyositomlarin birinde skor 1 (Sekil
4.34), ikisinde skor 2 (Sekil 4.35) ve birinde skor 4 (Sekil 4.36) olarak, kutantz
histiyositozis olgularmnin ise tiimiinde skor 2 (Sekil 4.37) olarak belirlendi. Immun

boyama pozitiflikleri ve skorlar1 Tablo 1’de verilmistir.
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Sekil 4.17. Histiyositik sarkoma olgusunda ¢ok yogun CD3 pozitif T lenfosit
infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.

Sekil 4.18. Histiyositik sarkoma olgusunda yogun CD3 pozitif T lenfosit

infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.19. Kutandz histiyositom olgusunda hafif dereceli CD3 pozitif T lenfosit
infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.20. Kutandz histiyositom olgusunda orta dereceli CD3 pozitif T lenfosit

infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.21. Kutan6z histiyositom olgusunda ¢ok yogun CD3 pozitif T lenfosit

infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.22. Kutandz histiyositozis olgusunda ¢ok yogun CD3 pozitif T lenfosit
infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.23. Hemafagositik histiyositik sarkoma olgusunda ¢ok yogun FoxP3 pozitif
hiicre infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.

Sekil 4.24. Histiyositik sarkoma olgusunda orta dereceli FoxP3 pozitif hiicre

infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.25. Histiyositik sarkoma olgusunda hafif FoxP3 pozitif hiicre infiltrasyonlari,
DAB, Bar=50um.

Sekil 4.26. Kutandz histiyositoma olgusunda yogun FoxP3 pozitif hiicre

infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.27. Kutandz histiyositom olgusunda orta dereceli FoxP3 pozitif hiicre
infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.

Sekil 4.28. Kutanoz histiyositom olgusunda hafif dereceli FoxP3 pozitif hiicre

infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.

33



Sekil 4.29. Kutandz histiyositozis olgusunda orta dereceli FoxP3 pozitif hiicre
infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.

Sekil 4.30. Kutandz histiyositozis olgusunda hafif dereceli FoxP3 pozitif hiicre

infiltrasyonlari, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.31. Histiyositik sarkoma olgusunda ¢ok yogun VEGF pozitifligi, DAB,

e,

Bar=50um.
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Sekil 4.32. Histiyositik sarkoma olgusunda yogun VEGF pozitifligi, DAB, Bar=50um.
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Sekil 4.33. Hemofagositik histiyositik sarkoma olgusunda hafif dereceli VEGF
pozitifligi, DAB, Bar=50pm.
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Sekil 4.34. Kutandz histiyositoma olgusunda ¢ok yogun VEGF pozitifligi, DAB,
Bar=50um.
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Sekil 4.35. Kutanoz histiyositoma olgusunda orta dereceli VEGF pozitifligi, DAB,
Bar=50um.

Sekil 4.36. Kutan6z histiyositom olgusunda hafif dereceli VEGF pozitifligi, DAB,
Bar=50um.
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Sekil 4.37. Kutan6z histiyositozis olgusunda orta dereceli VEGF pozitifligi, DAB,
Bar=50
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Tablo 4.1. Calismada kullanilan histiyositik tiimorlii kopeklere ait bilgiler ve immunohistokimyasal boyama sonuglari.

r A . E- CD3 FoxP3 VEGF
No Tiir Irk Cinsiyet  Yas Yerlesim Tam Iba-1 Cadherin Skoru Skoru  Skoru
r r. Sol 6n
1. Kopek - Disi 1 yas ekstremite CCH + + 1 3 1
2. Kopek Mix Erkek 3 yas Okiiler CCH + - 2 1 4
3. Kopek - Erkek 4 yas Okiiler CCH + - 2 1 2
Sag ve sol
4. Kopek N phek 6 yas kalga CCH + - 4 2 2
Bulldog .
bolgesi
. Arka
" Sivas .
5. Kopek Erkek 6 yas ekstremite CH + - 4 2 2
Kangali
cok sayida
6 Kopek - Erkek 4 ay Dudak CH + - 4 2 2
7. Kopek - Disi 11 yas Vagina CH + - 4 1 4
8. Kopek Mix Disi 1 yas  Konjunktiva HS + - 4 1 4
i Boyun
9 Kopek - - - A HS + - 4 4 3
bolgesi
) . . Yanak
10. Kopek  Terrier Disi 14 yas bolgesi HS + + 3 1 3
11. Kopek - - - Deri HS + - 4 2
12. Kopek - - 10 yas Dalak Hemofagositik HS + - 4 4 1
CCH/CH : Kopek kutandz histiyositoma / Kutandz histiyositozis

HS / Hemofagositik HS  : Histiyositik sarkoma / Hemofagositik histiyositik sarkom
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4.2. Tstatistiksel Bulgular

Kutandz histiyositom, kutandz histiyositozis ve HS olgularindaki CD3 skorlari
acisindan yapilan istatistiksel karsilagtirmada kutandz histiyositozis ve HS olgularinda
CD3 yogunlugunun kutandz histiyositomaya gore anlamli derecede yiiksek oldugu
gozlendi (P<0,05). FoxP3 ve VEGF skorlar1 agisindan yapilan karsilastirmalarda ise
bu tiimorler arasinda anlamli bir farklilik gozlenmedi. Bulgular Tablo 4.2°de

sunulmustur.

Pearson korelasyon analizine gére CD3 ve FOXP3 ile CD3 ve VEGF arasinda
anlaml bir iliski bulunmazken, FoxP3 ve VEGF arasinda -0,595 r degeri ile orta
derecede anlamli bir negatif bir korelasyon tespit edildi (P<0,05). Bulgular Tablo

4.3’te sunulmustur.

Tablo 4.2. CD3, FOXP3 ve VEGF skorlarina ait istatistiksel veriler.

Group CD3 FOXP3 VEGF
CCH 2,25040,629°  1,750£0,479°  2,250+0,629 2
CH 4,00040,000%  1,667+0,333%  2,667+0,667 2
HS 3,80040,2002  2,400+0,678%  2,800:0,490 2

P value 0,024* 0,788 0,709

* P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

a,b: Ayni siitunda farklr harfleri tagiyan veriler anlamlidir.

CCH / CH : Kopek kutanoz histiyositoma / Kutanz histiyositozis
HS : Histiyositik sarkoma

Tablo 4.3. CD3, FOXP3 ve VEGF skorlarin Pearson Kkorelasyon testi
karsilastirmalari.

CD3 FOXP3
Pearson correlation 0,150
FOXP3 Sig. (2-tailed) 0,641
Pearson correlation 0,208 -0,595
VEGF Sig. (2-tailed) 0,516 0,041
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5. TARTISMA

Kopeklerde 1iyi tamimlanmis farkli histiyositik proliferatif hastaliklar
bulunmaktadir. CCH Langerhans hiicre o6zelligindedir ve kendiliginden regrese
olabilen iyi huylu bir tiimoérdiir. Bunun yaninda kutandz Langerhans hiicre
histiyositozisi ise multiple kutanéz lezyonlardan, lenf yumrularina ve i¢ organlara
yayilabilen karakterde farkli bir hastalik grubu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fakat
bireysel deri lezyonlari CCH ile benzerlikler gostermektedir. Bu tiimorler disinda
reaktif histiyositozis (kutanéz ve sistemik) interstisyel dendritik hiicrelerin
aktivasyonu sonucu olusan proliferatif bir bozukluktur. Reaktif histiyositozis yogun
lenfositten zengin infiltrasyonlara sahiptir. HS da interstisyel dendritik hiicrelerden
koken alan kompleks ve kotii huylu bir tiimordiir ve dalak, lenf yumrusu, akciger,
kemik iligi, deri, subkutis, beyin ve artikiiler bolgelerde sekillenebilir. HS’lar
interstisyel dendritik hiicrelerden kdken almakla birlikte farkli bir varyant olan
hemofagositik HS dalagin kirmizi pulpasindaki makrofajlardan koken almaktadir
(Moore, 2017). Calismamizda iig histiyositom, dért CH, dért HS ve bir hemofagositik
HS tanis1 konulmustur. Histopatolojik olarak histiyositomlar epidermotropik 6zellik
sergiler ve genellikle epidermal invazivdirler (Moore, 2017). Bir vaka ¢aligmasinda
kutandz histiyositomlarda %60 iizeri bir oranda histiyositlerin bireysel veya kiimeler
halinde epidermisi invaze ettikleri gozlenmistir (Moore ve ark., 1996). Epidermal
invazyon 0zelligi CH olgularinda ise gozlenmemekte, bunun yerine bu tiimdrlerde
derin dermiste ve subkutiste perivaskiiler histiyosit infiltrasyonlar1 daha 6ne
¢ikmaktadir (Moore, 2017). Biz de ¢alismamizda histopatolojik olarak benign karakter
sergileyen histiyositik hastaliklarda epidermal invazyon varligini degerlendirdik ve bu
durumun gozlendigi olgularda CCH tanis1 koyduk. Aksine epidermal invazyonun
bulunmadig1 ve perivaskiiler infiltrasyonlarin dikkati ¢ektigi olgularda ise CH tanisi

konuldu.

Histiyositik tiimorler LC, DC ve makrofajlardan kdken alabilir. Bu tiimorlerin
ayirict  tanisinda  Oncelikle histiyositik  kokenin dogrulanmasi gerekmektedir.
Calismamizda bu amagla Iba-1 (ionized calcium binding adaptor protein) ve E-kaderin
kullanilmistir. Iba-1 spesifik olarak mikroglialart da igeren monosit/makrofaj

soyundaki hiicrelerde eksprese olmaktadir (Schulze ve ark., 2008; Kohler, 2007). Iba-
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1’in tiim kanin histiyositik tiimorlerinde pozitif oldugu bildirilmektedir (Moore, 2017).
Iba-1’in CCH, HS ve reaktif histiyositoziste gii¢lii pozitif oldugu fakat diger yuvarlak
hiicre tiimorlerinde (melanoma, lenfoma, mastositoma ve plazmasitoma) negatif
oldugu gosterilmistir (Pierezan ve ark., 2014). Calismamizda 21 adet histiyositik
timor tanil1 tiimdrden yalnizca 12 tanesinde tlimoral hiicrelerin yogun Iba-1 pozitifligi
gosterdigi fakat 9 tanesinde yalnizca tiimoér dokusu icerisinde degisen oranlarda
histiyositik hiicre infiltrasyonlar1 bulundugu dikkati ¢ekti. Iba-1’in giivenilir bir

histiyositik hiicre belirteci olmasindan dolayi bu 9 tiimor calismadan ¢ikarildi.

Lokositler arasinda, E-kaderin sunumu LC’ye 6zgidiir ve spesifik olarak
histiyositomlarin tanisinda kullanilir (Moore, 2004). E-kaderin ekspresyonu
CCH’daki Langerhans hiicre farklilasmasinin degerli bir gostergesi olmakla birlikte
bu tiimorlerdeki E-kaderin ekspresyonunun insidensi bilinmemektedir, bununla
beraber E- kaderin ekspresyonu gostermeyen kutandz histiyositomlarin varlig
bilinmektedir (Moore, 2014). Ramos-Vara ve Miller (2011) 116 kopek yuvarlak hiicre
timoriinde E-kaderin varligini incelemis ve 95 olguda (13 kutan6z histiyositom, 54
plazmasitom, 14 mastositom, 10 epitelyotropik lenfom ve 5 histiyositik sarkom) E-
kaderin pozitifligi gézlemislerdir. Hirako ve arkadaslar1 (2015) bir Pembroke Welsh
Corgi 1rki kopekte Langerhans hiicre kokenli primer kutandz HS rapor etmisler ve bu
timorin Iba-1 ile birlikte E-kaderin pozitif oldugunu bildirmislerdir. Pazdzior-
Czapula ve arkadaslar1 (2015) iki histiyositik sarkomda E-kaderin pozitifligi
bildirmislerdir. Ipek ve arkadaslarinin (2021) calismasinda 3 HS’da E-kaderin
pozitifligi gozlenmis fakat 4 CCH’dan figiinde ve bir malignant histiyositoziste E-
kaderin negatif oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda da benzer sekilde dort
histiyositom olgusundan yalnizca birinde E-kaderin pozitifligi gériilmiistiir. CH tanili
olgularda E-kaderin negatif bulunurken, 5 HS’dan yalnizca birinde E-kaderinin pozitif

oldugu goriilmistiir.

FoxP3, X kromozomu kodlu, hiicre i¢i forkhead transkripsiyon faktorii, dogal
Treg'lerin baskilayici fenotipi i¢in temel bir faktor olarak tanimlanmigtir ve fare
Treglerinin oldukga spesifik bir isaretleyicisidir. FOXP3 ayrica insan Treg'lerinde
istikrarli bir sekilde upregiile edilir (Fontenot ve ark., 2003; Walker ve ark., 2003).

Treg'lerin insan ve hayvan kanserindeki roliine yogun bir ilgi vardir (Beyer ve Schultze
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2006; Biller ve ark., 2010). insan kanser hastalarinda periferik kanda, lenf nodiillerinde
ve ¢esitli neoplazilerde CD4 + CD25 + FoxP3 + Treg sayisinda artis gézlenmistir ve
bu artis genellikle kotii prognozla iliskili bulunmustur (Bates ve ark., 2006; Biller ve
ark., 2010; Curiel, 2007; O’Neill ve ark., 2009; Tominaga ve ark., 2010; Wolf ve ark.,
2003). Bununla birlikte, bazi calismalarda prognostik bir deger bulunamamis
(Grabenbauer ve ark., 2006) fakat bazi ¢alismalarda tiimorlerdeki FOXP3+ Treg
varliginin daha olumlu bir prognozla iliskili oldugu bildirilmistir (Carreras ve ark.,
2006). Treg'lerin saglikli ve kanser tasiyan kopeklerde varligi da belgelenmistir;
Melanom, osteosarkom, meme bezi adenokarsinomu ve lenfomali kdpeklerin periferik
kanlarinda artan sayida Treg'lere sahip olduklar1 gosterilmistir (Biller ve ark., 2010;
O’Neill ve ark., 2009; Tominaga ve ark., 2010). Treg'lerin varligi kdpeklerin tlimoral
dokularinda da arastirllmistir (Miller ve ark., 2006; Oh ve ark., 2012). Kopek
neoplazmalarindaki Treg'lerin sayisi, kanserli kopeklerin periferal kanindaki Treg'lere
kiyasla Onemli Ol¢iide fazla bulunmustur, bunun nedeni olarak ise neoplastik
hiicrelerin varliginin, tiimér infiltrasyonlu bolgelere Treg’lerin lokal proliferasyonunu
ya da segici gogiinii indiikledigi diistiniilmektedir (Oh ve ark., 2012). Canine CD4+
FoxP3+ Treg'lerin, immiinosupresif 6zellikteki IL-10 ve TGF-beta iiretimini arttigi
gosterilmigtir, ancak kopek Treg'lerin prognostik etkileri ile ilgili ¢caligmalar hala
sinirhidir (Abrams ve ark., 2009). Caligmamizda histiyositoma, CH ve HS’lar arasinda
FoxP3 pozitif lenfosit yogunlugu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamuistir. Bundan
dolayr FoxP3 pozitif Treg’lerin malignite ile bir iliskisi ortaya konulamamistir.
Belluco ve arkadaglar1 (2020) kanin kutandz histiyositomlarda CD3 ve FoxP3 pozitif
lenfosit infiltrasyonlar1 arasinda bir korelasyon olmadigim1 bildirmislerdir.
Calismamizda da CD3 ve FoxP3 pozitif lenfosit infiltrasyonlar1 arasindaki

korelasyonun 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.

Gegtigimiz yillarda insan onkolojisinde yapilan ¢calismalar kanser hastalarinda
Treg'in roliine odaklanmigtir. Histopatolojik analizler sonucunda, bagisiklik
hiicrelerinin siklikla tiimor mikro ortamina sizdigini dogrulanmistir (Carvalho ve ark.,
2014; Sakai ve ark., 2018). Insan kanserlerinde kotii prognoza sahip ve yiiksek Treg
infiltrasyonlarinin bulundugu raporlarda, CD4+ CD25+ T hiicrelerinin anti-timoral

aktiviteyi azalttiklar ileri stiriilmiistiir. Bununla birlikte, asil mekanizmalar tam olarak
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anlagilmamustir (Liu ve ark., 2016; Sakaguchi ve ark., 2008; Sakai ve ark., 2018; Wang
ve ark., 2012). Bu hiicrelerin bagisiklik sistemi {izerindeki etkisi, daha once tarif
edildigi gibi, zararli olabilecek siddetli immun yanit olusumunu 6nler, ancak ayni
zamanda neoplastik bliylimeyi ve yayilmay1 destekleyici 6zellikler de gosterir (Biller
ve ark., 2007). insanlarda oldugu gibi, kopeklerde de seminom, intestinal lenfoma,
meme karsinomu ve HS dahil olmak iizere ¢ok sayida tiimorde ¢ok sayida infiltre
Treg’ler gozlenmistir (Carvalho ve ark., 2016a; Kim ve ark., 2013; Maeda ve ark.,
2016; Marcinowska ve ark., 2017). Ayrica meme karsinomunda daha yiiksek bir Treg
infiltrasyonu, yiiksek histolojik derece, lenfatik invazyon ve doku nekrozu gibi zayif
prognostik faktorlerle iligkilendirilmistir (Kim ve ark., 2012; Sakai ve ark., 2018).
Bagka bir calismada, saglikli kopeklerin periferik kanindaki CD4 + FoxP3 + T
hiicreleri tanimlanmistir. Bu ¢alismada T hiicrelerinin %4,3' CD4+ FoxP3+ olarak
belirlenmis ve bu deger kanserden etkilenen kopeklerde %7,5 oraninda tespit
edilmistir. Benzer bir artis, normal ylizdenin %9.8 oldugu ve tiimorli lenf
diigtimlerindeki yiizdenin %17.1 oldugu lenf diigiimlerinde de gosterilmistir (Biller ve
ark., 2007). Garden ve arkadaslarinin (Garden ve ark., 2011) yaptiklar1 bir ¢galismada
tim timor tiirlerinde metastaz varligi, CD4+ FoxP3+ hiicrelerinin yiiksek oranda
infiltrasyonu ile iliskilendirilmistir. Calismamizda histiyositom ve CH olgularinda
diisiik/orta dereceli FoxP3 pozitif lenfosit infiltrasyonlar1 varken, iki HS olgusunda
yiiksek dereceli infiltrasyon goriilmiistiir. Tiimorler arasinda bu tiir bir farklilik
bulunmakla birlikte bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu nedenle FoxP3
pozitif lenfosit infiltrasyonlarinin direk olarak maligniteyle iliskisi olmadigi
diistintilmiistiir. Bununla beraber CD3 pozitif T hiicrelerinin CH ve HS da histiyositom
olgularina gore anlamli derecede yliksek oldugu gozlenmistir. Bu da FoxP3 pozitifligi
gostermese de T lenfosit yogunlugunun malignite ile iliskili olabilecegine isaret
edebilir. Nitekim Marcinowska ve arkadaslar1 (2017) histiyositik sarkomlu 40 kdpekte
yaptiklar1 ¢alismada CD3 ve FoxP3 infiltrasyonlarini degerlendirmis ve FoxP3
infiltrasyonlarinin disemine ve daha malign 6zellik gosteren splenik HS’ya nazaran
daha iyi prognoz gosteren yumusak doku HS’larinda daha yiiksek bir yiizdelikte
bulundugunu gézlemislerdir. Calismamizda diisilk numune sayisi nedeniyle bu tiir bir

karsilagtirma yapilamamakla birlikte, dalakta gézlenen hemofagositik HS olgusunda
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FoxP3 skoru yiiksek olarak tespit edilmistir. Bununla beraber bir yumusak doku
HS’sinda da skor yiiksek olarak bulunmusgtur.

Li ve arkadaglar1 (2018) FoxP3’iin meme tlimdrlerinde angiogenezisi VEGF’yi
downregiile etmek suretiyle baskiladigini bildirmislerdir. Bununla beraber bazi
caligmalarda FoxP3’iin ¢esitli kanserlerde angiogenezisin artisi ile iligkili oldugu da
bildirilmistir (Giatromanolaki ve ark., 2008; Zhan ve ark., 2012) Luznik ve arkadaslar1
(2020) Treg’lerin angiogenezisteki rollerini degerlendirdikleri bir derlemede,
Treg’lerin angiogenezisteki rollerinin doku ve hastalik spesifik olarak degiskenlik
gosterdigini  bildirmislerdir.  Geg¢mis c¢aligmalara  bakildiginda  Treg’lerin
malignitelerde ve reprodiiktif patolojilerde artan angiogenezisle fakat tersine doku
iskemisi, kronik yangi ve okiiler dokularda angiogeneziste disiis ile iligkili oldugunu
belirtmiglerdir. Fakat bu tiir ¢alismalarin genellikle yalnizca korelasyon diizeyinde
kaldig1 ve FoxP3 ile angiogenezis arasindaki iliskinin heniiz tam netlik kazanmadigin1
da vurgulamiglardir. Bizim ¢alismamizda ise kanin histiyositik hastaliklarin tiimiinde
diisiikten yiiksege degisen oranlarda FoxP3 infiltrasyonlar1 goriildii. FoxP3 ve VEGF
skorlamalarinin korelasyon analizi sonucunda ise istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide ve
orta dereceli bir negatif korelasyon belirlendi. Bu bulgu Li ve arkadaslarinin (2018)
caligmasiyla uyumlu olarak kanin histiyositik hastaliklarda FoxP3+ Treg’lerin VEGF
aracili angiogenezisi baskiladigina isaret edebilir. Muir ve arkadaslar1 (2017) kanin B
lenfomalarinda FoxP3+ hiicrelerin varliginin neoplastik hiicre proliferasyonu belirteci
olan Ki67 ile bir iliskisinin olmadigin1 ortaya koymuslardir. Carreras ve arkadaslar
(2006) da folikiiler lenfomalarda FoxP3+ Treg’lerin artan yasam siiresiyle iligkili
oldugunu bildirmislerdir. Bu bilgiler 1s1ginda FoxP3+ Treg’ler bazi kanser tiirlerinde
kotii prognozla iliskiliyken, bazilarinda da belirsiz veya daha iyi bir prognozla iliskili
olabildigi goriilmektedir. Calismamizda prognoz acisindan vaka takibi maalesef
yapilamamis fakat olgularin malignitesi ve angiogenezis diizeyleri agisindan bir

yorumlamaya gidilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mevcut bazi1 kanser tedavilerinin Treg'in varligin1 ve islevini etkiledigi ve
etkilerini azalttig1 gésterilmistir. Bunlara 6rnek olarak bir bagisiklik baskilayic ilag
olan diisiik doz siklofosfamid; hiicresel DNA sentezini inhibe eden fludarabin ve
gemsitabin; mitotik bir inhibitdr olan paklitaksel; ve tirosin-kinaz inhibitorleri olarak
verilebilir (Hatziioannou ve ark., 2017). Treg tarafindan eksprese edilen molekiilleri
hedefleyen spesifik tedaviler de deneysel modellerde tanimlanmistir ve insanlarda
klinik denemeler devam etmektedir (Bulliard ve ark., 2014; Curti ve ark., 2013).
Treg’lerin her ne kadar bircok malignitede artan angiogenezis ile iligkili oldugu
bildirilse de, mevcut bazi ¢aligmalarda goriildiigii gibi hem malignite hem de ¢esitli
hastalik durumlarinda FoxP3+ hiicre infiltrasyonlari, azalmis VEGF ve dolayisiyla da
azalmis angiogenezis ile iligkili olabilir. Bu nedenle FoxP3+ Treg’lerin hedeflenecegi
tedavi segeneklerinin dokuya ve hastaliga spesifik olarak degerlendirilmesi
gerekmektedir. Calismamizda her ne kadar kanin histiyositik tiimorlerde FoxP3 ile
VEGF arasinda negatif bir korelasyon olabilecegi gosterilmisse de, daha yiiksek sayida
timor dokusunda FoxP3+ hiicre infiltrasyonlar1 ile angiogenezis ve prognoz
arasindaki iliskinin net olarak ortaya konulabilecegi, molekiiler diizeyde daha ileri

caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

46



KAYNAKLAR

Abrams VK, Hwang B, Lesnikova M, Gass MJ, Wayner E, Castilla-Llorente C,
Nash RA (2009). A novel monoclonal antibody specific for canine CD25 (P4A10):
selection and evaluation of canine Tregs. Vet Immunol Immunopath., 135, 257-265.
Affolter VK, Leutenegger CM, Berger-Pusterla J (2003). Canine reactive
histiocytosis: a dysregulation of the immune-system, characterization of the cytokine
milieu. In: Loeffler A. (Eds), Proceedings North American Veterinary Dermatology
Forum: Veterinary Dermatology, p:14-216.

Affolter VK, Moore PF (2000a). Canine cutaneous histiocytic diseases. In: Bonagura
JD. (Eds), Kirk’s Current Veterinary Therapy XIII: Small Animal Practice.
Philadelphia, PA: W.B. Saunders, p:588-91.

Affolter VK, Moore PF (2000b). Canine cutaneous and systemic histiocytosis:
reactive histiocytosis of dermal dendritic cells. Am. J. Dermatopathol., 22, 40-48.
Affolter VK, Moore PF (2002a). Localized and disseminated histiocytic sarcoma of
dendritic cell origin in dogs. Vet Pathol., 39, 74-83.

Affolter VK, Moore PF (2002b). Histiocytes in skin disease. In: Thoday KL, Foil CS,
Bond R. (Eds), Advances in Veterinary Dermatology, 4th edn. Oxford, UK: Blackwell
Science, p:111-30.

Allison RW, Brunker JD, Breshears MA, Avery AC, Moore PF, Affolter VK,
Vernau W (2008). Dendritic cell leukemia in a Golden Retriever. Vet. Clin. Pathol.,
37, 190-197.

Anonim  (2008).  Wednesday  Slide  Conference, Conference  24.
https://www.askjpc.org/wsco/ (Erisim Tarihi: 21.05.2019)

Azakami D, Bonkobara M, Washizu T, lida A, Kondo M, Kato R, Niikura Y,
Iwaki S, Tamahara S, Matsuki N, Ono K (2006). Establishment and biological
characterization of canine histiocytic sarcoma cell lines. J. Vet. Med. Sci., 68, 1343—
1346.

Bates GJ, Fox SB, Han C, Leek RD, Garcia JF, Harris AL, Banham AH (2006).
Quantification of regulatory T cells enables the identification of high-risk breast cancer
patients and those at risk of late relapse. J Clin Oncol., 24, 5373-5380.

Belluco S, Sammarco A, Sapin P, Lurier T, Marchal T (2020). FOXP3, CD208,

and CD206 Expression in Canine Cutaneous Histiocytoma. Los Angeles., 57, 599—

47


https://www.askjpc.org/wsco/

607.

Bender WM, Muller GM (1989). Multiple resolving cutaneous histiocytoma in a
dog. J Am Vet Med Assoc., 194, 535-537

Berk E, Muthuswamy R (2011). Treg-mediated angiogenesis and tolerance
isprogrammed by hypoxia in the tumor microenvironment. Immunotherapy., 3,1429.
Beyer M, Schultze JL (2006). Regulatory T cells in cancer. Blood., 108, 804-811.
Biller BJ, EImslie RE, Burnett RC, Avery AC, Dow SW (2007). Use of FoxP3
expression to identify regulatory T cells in healthy dogs and dogs with cancer.
Veterinary Immunology and Immunopathology., 116, 69—78.

Biller BJ, Guth A, Burton JH, Dow SW (2010). Decreased ration of CD8+ T cells
to regulatory T cells is associated with decreased survival in dogs with osteosarcoma.
J Vet Intern Med., 24, 1118-1123.

Bonnette SG, Kittrell FS, Stephens LC, Meyn RE, Medina D (1999). Interactions
of apoptosis, proliferation and host age in the regression of the mouse mammary
preneoplasia, TM3, carrying an unusual mutation in p53. Carcinogenesis., 20, 1715-
1720.

Brown CC, Baker DC, Baker IK (2007). Histiocytic sarcomas. In: Maxie MG. (Eds),
Jubb, Kennedy and Palmer’s Pathology of Domestic Animals, 5th. Ed. Philadelphia:
Saunders Elsevier, p:770

Brunkow ME, Jeffery EW, Hjerrild KA, Paeper B, Clark LB, Yasayko SA,
Wilkinson JE, Galas D, Ziegler SF, Ramsdell F (2001). Disruption of a new
forkhead/winged-helix protein, scurfin, results in the fatal lymphoproliferative
disorder of the scurfy mouse. Nat Genet., 27, 68-73.

Bulliard Y, Jolicoeur R, Zhang J, Dranoff G, Wilson NS, Brogdon JL (2014).
0X40 engagement depletes intratumoral Tregs via activating FcyRs, leading to
antitumor efficacy. Immunology and Cell Biology., 92, 475-480.

Busch MDM, Reilly CM, Luff JA, Moore PF (2008). Feline Pulmonary Langerhans
Cell Histiocytosis with Multiorgan Involvement. Vet. Pathol., 45, 816-824.
Campbell DJ, Koch MA (2011). Phenotypical and functional specialization
ofFOXP3+ regulatory T cells. Nat. Rev. Immunol., 11, 119-130.

Carreras J, Lopez-Guillermo A, Fox BC, Colomo L, Martinez A, Roncador G,

Montserrat E, Campo E, Banham AH (2006). High numbers of tumourinfiltrating

48



FOXP3-positive regulatory T cells are associated with improved overall survival in
follicular lymphoma. Blood., 108, 2957-2964.

Carvalho MI, Pires I, Prada J, Gregorio H, Lobo L, Queiroga FL (2016a).
Intratumoral FoxP3 expression is associated with angiogenesis and prognosis in
malignant canine mammary tumors. Veterinary Immunology and Immunopathology.,
178, 1-9.

Carvalho M, Pires I, Prada J, Queiroga FL (2014). A role for T-lymphocytes in
human breast cancer and in canine mammary tumors. BioMed Research International.,
2014.

Carvalho M1, Silva-Carvalho R, Pires I, Prada J, Bianchini R, Jensen-Jarolin E,
Queiroga FL (2016b). A comparative approach of tumour-associated inflammation
in mammary cancer between humans and dogs. Biomed Res Int., 2016:4917387.
Casares N, Arribillaga L, Sarobe P, Dotor J, Lopez-Diaz de Cerio A, Melero 1,
Prieto J, Borras-Cuesta F, Lasarte JJ (2003). CD4+/CD25+ regulatory cellsinhibit
activation of tumor-primed CD4+ T cells with IFN-gamma-dependentantiangiogenic
activity, as well as long-lasting tumor immunity elicited bypeptide vaccination. J.
Immunol., 171, 5931-5939.

Craig LE, Julian ME, Ferracone JD (2002). The Diagnosis and Prognosis of
Synovial Tumors in Dogs: 35 Cases. Vet. Pathol., 39, 66-73.

Curiel TJ (2007). Tregs and rethinking cancer immunotherapy. J Clin Invest., 117,
1167-1174.

Curti BD, Kovacsovics-Bankowski M, Morris N, Walker E, Chisholm L, Floyd
K, Walker J, Gonzalez I, Meeuwsen T, Fox BA, Moudgil T, Miller W, Haley D,
Coffey T, Fisher B, Delanty-Miller L, Rymarchyk N, Kelly T, Crocenzi T,
Bernstein E, Sanborn R, Urba WJ, Weinberg AD (2013). OX40 is a potent
immune-stimulating target in late-stage cancer patients. Cancer Research., 73, 7189—
7198.

D’Agostino PM, Gottfried-Blackmore A, Anandasabapathy N, Bulloch K (2012).
Brain dendritic cells: biology and pathology. Acta Neuropathol., 124, 599-614.
Danilenko DM, Moore PF, Rossitto PV (1992). Canine leukocyte cell adhesion
molecules (LeuCAMS): characterization of the CD11/CD18 family. Tissue Antigens.,
40, 13-21.

49



Danilenko DM, Rossitto PV, Van der Vieren M, Le Trong H, McDonough SP,
Affolter VK, Moore PF (1995). A novel canine leukointegrin, alpha d beta 2, is
expressed by specific macrophage subpopulations in tissue and a minor CD8+
lymphocyte subpopulation in peripheral blood. J. Immunol., 155, 35-44.

de Brot S, Ntekim A, Cardenas R, James V, Allegrucci C, Heery DM, Bates DO,
Odum N, Persson JL, Mongan NP (2015). Regulation of vascular endothelial growth
factor in prostate cancer. Endocr Relat Cancer., 22, R107-R123.

Elkord E, Alcantar-Orozco EM, Dovedi SJ, Tran DQ, Hawkins RE, Gilham DE
(2010). T regulatory cells in cancer: recent advances and therapeuticpotential. Expert
Opin. Biol. Ther., 10, 1573-1586.

Facciabene A, Peng X, Hagemann IS, Balint K, Barchetti A, Wang LP, Gimotty
PA, Gilks CB, Lal P, Zhang L, Coukos G (2011). Tumour hypoxia
promotestolerance and angiogenesis via CCL28 and T(reg) cells. Nature., 475, 226—
230.

Fontenot JD, Gavin MA, Rudensky AY (2003). Foxp3 programs the development
and function of CD4+CD25+ regulatory T cells. Nat Immunol., 4, 330-336.
Friedrichs KR, Young KM (2008). Histiocytic sarcoma of macrophage origin in a
cat: case report with a literature review of feline histiocytic malignancies and
comparison with canine hemophagocytic histiocytic sarcoma. Vet. Clin. Pathol., 37,
121-128.

Fry MM, McGavin MD (2007). Histiocytic neoplasia. In: McGavin MD, Zachary JF.
(Eds), Pathologic Basis of Veterinary Diseases, 4th. Ed. China; Mosby Elsevier.
p:803-804.

Fulmer AK, Mauldin GE (2007). Canine histiocytic neoplasia: An overview. Can.
Vet. J., 48, 1041.

Garden OA, Pinheiro D, Cunningham F (2011). All creatures great and small:
Regulatory T cells in mice, humans, dogs and other domestic animal species.
International Immunopharmacology., 11, 576-88.

Giatromanolaki A, Bates GJ, Koukourakis Ml, Sivridis E, Gatter KC, Harris AL,
Banham AH (2008). The presence of tumor-infiltrating FOXP3+ lymphocytes
correlates with intratumoral angiogenesis in endometrial cancer. Gynecol Oncol.
Academic Press., 110, 216-21.

50



Grabenbauer GG, Lahmer G, Distel L, Niedobitek G (2006). Tumour-infiltrating
cytotoxic T cells but not regulatory T cells predict outcome in anal squamous cell
carcinoma. Clin Cancer Res., 12, 3355-3360.

Hatziioannou A, Alissafi T, Verginis P (2017). Myeloid-derived suppressor cells and
T regulatory cells in tumors: unraveling the dark side of the force. Journal of Leukocyte
Biology., 102, 407-421.

Hayden DW, Waters DJ, Burke BA, Manivel JC (1993). Disseminated malignant
histiocytosis in  golden retriever: clinicopathologic, ultrastructural, and
immunohistochemical findings. Vet Pathol., 20, 256-264.

Hendrick M, Mahaffey E, Moore PF, Vos (1999). Histological classification of
mesenchymal tumors of skin and soft tissues of domestic animals. In: World Health
Organization Histological Classification of Tumors of Domestic Animals, F.
Schulman. (Eds), Washington DC: Armed Forces Institute of Pathology, p:29-31.
Hirako A, Sugiyama A, Sakurar M, Ozaki K, Sakair H, Takeuch1 T, Morita T,
Moore PF (2015). Cutaneous histiocytic sarcoma with E-cadherin expression in a
Pembroke Welsh Corgi dog. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation., 27, 589-
595.

Ide T, Uchida K, Kagawa Y, Suzuki K, Nakayama H (2011). Pathological and
Immunohistochemical Features of Subdural Histiocytic Sarcomas in 15 Dogs. J. Vet.
Diagnostic Investig., 23, 127-132.

Inoue T, Yoneda K, Kakurai M, Fujita S, Manabe M, Demitsu T (2002). Alteration
of mast cell proliferation/apoptosis and expression of stem cell factor in the regression
of mastocytoma — report of a case and a serial immunohistochemical study. J Cutan
Pathol., 29, 305-312.

Ipek V, Cangul IT, Akkoc A (2021). "Comparative Evaluation of the Cytological,
Histopathological and Immunohistochemical Findings of Canine Cutaneous and
Subcutaneous Masses". Acta Veterinaria., 71, 61-84.

Janeway CA, Travers P, Walport M (1999a). Principles of innate and adaptive
immunity. In Immunobiology: The Immune System in Health and Disease, C.
Janeway, and P. Travers. (Eds), New York: Garland Publ, p:11-20.

51



Janeway CA, Travers P, Walport M (1999b). Infection and innate immunity. In:
Janeway CA, Travers P. (Eds), The Immune System in Health and Disease. New York:
Garland Publ, p:363-374.

Kerlin RL, Hendrick MJ (1996). Malignant fibrous histiocytoma and malignant
histiocytosis in the dog: convergent or divergent phenotypic differentiation. Vet
Pathol, 33, 713-716.

Kim JH, Chon SK, Im KS, Kim NH, Cho KW, Sur JH (2013). Infiltrating Foxp3+
Regulatory T cells and histopathological features in canine classical and spermatocytic
seminomas. Reproduction in Domestic Animals., 48, 218-222.

Kim JH, Hur JH, Lee SM, Im KS, Kim NH, Sur JH (2012). Correlation of Foxp3
positive regulatory T cells with prognostic factors in canine mammary carcinomas.
Veterinary Journal., 193, 222-227.

Klahn SL, Kitchell BE, Dervisis NG (2011). Evaluation and comparison of outcomes
in dogs with periarticular and nonperiarticular histiocytic sarcoma. J. Am. Vet. Med.
Assoc., 239, 90-96.

Kohler C (2007). Allograft inflammatory factor-1/lonized calcium-binding adapter
molecule 1 is specifically expressed by most subpopulations of macrophages and
spermatids in testis. Cell Tissue Res., 330, 291-302.

Kurita M, Hirano K, Ebihara S, Takushima A, Harii K, Fujino T, Fujioka Y
(2007). Spontaneous regression of cervical lymph node metastasis in a patient with
mesopharyngeal squamous cell carcinoma of the tongue: Possible association between
apoptosis and tumor regression. Int J Clin Oncol., 12, 448-454.

Lan RY, Mackay IR, Gershwin ME (2007). Regulatory T cells in the prevention of
mucosal inflammatory diseases: patrolling the border. J Autoimmun., 29, 272-280.
Larregina AT, Morelli AE, Spencer LA, Logar AJ, Watkins SC, Thomson AW,
Falo LD (2001). Dermal-resident CD14+ cells differentiate into Langerhans cells. Nat.
Immunol., 2, 1151-1158.

Li X, Gao Y, Li J, Zhang K, Han J, Li W, Hao Q, Zhang W, Wang S, Zeng C,
Zhang W, Zhang Y, Li M, Zhang C (2018). FOXP3 inhibits angiogenesis by
downregulating VEGF in breast cancer. Cell Death Dis 2018 97. Nature Publishing
Group., 9, 1-12.

52



Liu S, Liu D, Li J, Zhang D, Chen Q (2016). Regulatory T cells in oral squamous
cell carcinoma. Journal of Oral Pathology & Medicine., 45, 635-639.

Looringh van, Beeck FA, Zajonc DM, Moore PF, Schlotter YM, Broere F, Rutten
VPMG, Willemse T, Van Rhijn | (2008). Two canine CDla proteins are
differentially expressed in skin. Immunogenetics., 60, 315-324.

Luznik Z, Anchouche S, Dana R, Yin J (2020). Regulatory T Cells in Angiogenesis.
J Immunol. American Association of Immunologists., 205, 2557—65.

Maeda S, Ohno K, Fujiwara-lgarashi A, Uchida K, Tsujimoto H (2016). Changes
in Foxp3-Positive Regulatory T Cell Number in the Intestine of Dogs With Idiopathic
Inflammatory Bowel Disease and Intestinal Lymphoma. Veterinary Pathology., 53,
102-112.

Marchal T, Dezutter-Dambuyant C, Magnol J (1993). Birbeck granule-containing
dendritic cells present in dog epidermis are equivalent of human epidermal Langerhans
cells. Eur. J. Dermatology., 3, 149-152.

Marcinowska A, Constantino-Casas F, Williams T, Hoather T, Blacklaws B,
Dobson J (2017). T lymphocytes in histiocytic sarcomas of flat-coated retriever
dogs. Veterinary pathology., 54, 605-610.

Marquet F, Bonneau M, Pascale F, Urien C, Kang C, Schwartz-Cornil I, Bertho
N (2011). Characterization of Dendritic Cells Subpopulations in Skin and Afferent
Lymph in the Swine Model. PLoS One., 6, €16320.

Mays MB, Bergeron JA (1986). Cutaneous histiocytosis in dogs. J. Am. Vet. Med.
Assoc., 188, 377-381.

Mehl ML, Withrow SJ, Seguin B, Powers BE, Dernell WS, Pardo AD, Rosenthal
RC, Dolginow SZ, Park RD (2001). Spontaneous regression of osteosarcoma in four
dogs. J Am Vet Med Assoc., 219, 614-617.

Merad M, Ginhoux F, Collin M (2008). Origin, homeostasis and function of
Langerhans cells and other langerin-expressing dendritic cells. Nat. Rev. Immunol., 8,
935-947.

Miller AM, Lundberg K, Ozenci V, Banham AH, Hellstrom M, Egevad L, Pisa P
(2006). CD4+ CD25 high T cells are enriched in the tumour and peripheral blood of
prostate cancer patients. J Immunol., 177, 7398-7405.

Moes N, Rieux-Laucat F, Begue B, Verdier J, Neven B, Patey N, Torgerson TT,

53



Picard C, Stolzenberg MC, Ruemmele C (2010). Reduced expression of FOXP3 and
regulatory T-cell function in severe forms of early-onset autoimmune enteropathy.
Gastroenterology., 139, 770-778.

Moore PF (1984). Systemic Histiocytosis of Bernese Mountain Dogs. Vet. Pathol.,
21, 554-563.

Moore PF (2004). The histiocytic disease complex. Annual Meeting of the American
College of Veterinary Internal Medicine, Minneapolis, Minnesota, USA, 437- 438.
Moore PF (2014). A Review of Histiocytic Diseases of Dogs and Cats. Vet. Pathol.,
51, 167-184.

Moore PF (2017), Canine and Feline Histiocytic Diseases. In: Meuten DJ. (Eds),
Tumors in Domestic Animals, 5th. Ed. lowwa: Wiley Blackwell, p: 322-336.

Moore PF, Affolter V, Olivry T, Schrenzel M (1998). The use of immunological
reagents in defining the pathogenesis of canine skin diseases involving proliferation
of leukocytes. In: Advances in Veterinary Dermatology, K. Kwotchka, T. Willemse,
and C. von Tschamer. (Eds), Oxford, UK: Butterworth-Heinemann, p:77-94.

Moore PF, Affolter VK, Vernau W (2006). Canine Hemophagocytic Histiocytic
Sarcoma: A Proliferative Disorder of CD11d+ Macrophages. Vet. Pathol., 43, 632—
645.

Moore PF, Mariassy A (1986). Dendritic (Langerhans cells) in canine epidermis:
ultrastructure and distribution. Anat. Histol. Embryol., 15, 178-179.

Moore PF, Rosin A (1986). Malignant Histiocytosis of Bernese Mountain Dogs. Vet.
Pathol., 23, 1-10.

Moore PF, Schrenzel MD, Affolter VK, Olivry T, Naydan D (1996). Canine
cutaneous histiocytoma is an epidermotropic Langerhans cell histiocytosis that
expresses CD1 and specific beta2-integrin molecules. Am J Pathol., 148, 1699-1708.
Muir CF, Priestnall SL, Hibbert A, Brown C, Garden OA, Scase T (2017).
Prevalence of FoxP3+ Cells Does Not Correlate With Ki67 Expression in Canine
Diffuse Large B-cell Lymphoma. J Comp Pathol. W.B. Saunders., 157, 15-22.
Mulligan RM (1948). Neoplastic diseases of dogs. 11. Mast cell sarcoma,
lymphosarcoma, histiocytoma. Arch Pathol., 54, 147-166

Nfon CK, Dawson H, Toka FN, Golde WT (2008). Langerhans cells in porcine skin.
Vet. Immunol. Immunopathol., 126, 236-247.

54



Nicholls PK, Moore PF, Anderson DM, Moore RA, Parry NR, Gough GW,
Stanley MA (2001). Regression of canine oral papillomas is associated with
infiltration of CD4+ and CD8+ lymphocytes. Virology., 283, 31-39.

Nishikawa H, Sakaguchi S (2014). Regulatory T cells in cancer
immunotherapy.Curr. Opin. Immunol., 27, 1-7.

O’Neill K, Guth A, Biller B, Elmslie R, Dow S (2009). Changes in regulatory T cells
in dogs with cancer and associations with tumour type. J Vet Intern Med., 23, 875-
881.

Oh SY, Ryu HH, Yoo DY, Hwang IK, Kweon OK, Kim WH (2012). Evaluation of
FOXP3 expression in canine mammary gland tumours. Vet Comp Oncol., 12, 1-9.
Paredes BE (2007). Regression in malignant melanoma. Definition, etiopathogenesis,
morphology and differential diagnosis. Pathologe., 28, 453-463.

Pazdzior-Czapula K, Rotkiewicz T, Otrocka-Domagala I, Gesek M, Smiech A
(2015). Morphology and immunophenotype of canine cutaneous histiocytic tumours
with particular emphasis on diagnostic application. Veterinary Research
Communications., 39, 7-17.

Pierezan F, Mansell J, Ambrus A, Rodrigues Hoffmann A (2014).
Immunohistochemical expression of ionized calcium binding adapter molecule 1 in
cutaneous histiocytic proliferative, neoplastic and inflammatory disorders of dogs and
cats. Journal of comparative pathology., 151, 347-351.

Piersma SJ, Welters MJ, van der Burg SH (2008). Tumor-specific regulatory Tcells
in cancer patients. Hum. Immunol., 69, 241-249.

Pinard J, Wagg CR, Girard C, Kiupel M, Bédard C (2006). Histiocytic Sarcoma
in the Tarsus of a Cat. Vet. Pathol., 43, 1014-1017.

Pires I, Queiroga FL, Alves A, Silva F, Lopes C (2009). Decrease of E-cadherin
expression in canine cutaneous histiocytoma appears to be related to its spontaneous
regression. Anticancer Res., 29, 2713-2717.

Potente M, Gerhardt H, Carmeliet P (2011). Basic and therapeutic aspects of
angiogenesis. Cell., 146, 873-887.

Pucino V, De Rosa V, Procaccini C, Matarese G (2014). Regulatory T cells,
leptinand angiogenesis. Chem. Immunol. Allergy., 99, 155-169.

55



Ramos-Vara JA, Miller MA (2011). Immunohistochemical expression of E-cadherin
does not distinguish canine cutaneous histiocytoma from other canine round cell
tumors. Veterinary Pathology., 48, 758-763.

Ricklin ME, Roosje P, Summerfield A (2010). Characterization of Canine Dendritic
Cells in Healthy, Atopic, and Non-allergic Inflamed Skin. J. Clin. Immunol., 30, 845—
854.

Riedl E, Stockl J, Majdic O, Scheinecker C, Rappersberger K, Knapp W, Strobl
H (2000). Functional involvement of E-cadherin in TGF-beta 1-induced cell cluster
formation of in vitro developing human Langerhans-type dendritic cells. J. Immunol.,
165, 1381-1386.

Rossi S, Gelain ME, Comazzi S (2009). Disseminated histiocytic sarcoma with
peripheral blood involvement in a Bernese Mountain dog. Vet. Clin. Pathol., 38, 126—
130.

Saint-André Marchal I, Dezutter-Dambuyant C, Willett BJ, Woo JC, Moore PF,
Magnol JP, Schmitt D, Marchal T (1997). Immunophenotypic characterization of
feline Langerhans cells. Vet. Immunol. Immunopathol., 58, 1-16.

Sakaguchi S, Sakaguchi N, Asano M, Itoh M, Toda M (1995). Immunologic self-
tolerance maintained by activated T cells expressing IL-2 receptor alpha-chains
(CD25). Breakdown of a single mechanism of self-tolerance causes various
autoimmune diseases. J Immunol., 155, 1151-1164.

Sakaguchi S, Yamaguchi T, Nomura T, Ono M (2008). Regulatory T cells and
immune tolerance. Cell., 133, 775-787.

Sakai K, Maeda S, Yamada Y, Chambers JK, Uchida K, Nakayama H, Yonezawa
T, Matsuki N (2018). Association of tumour-infiltrating regulatory T cells with
adverse outcomes in dogs with malignant tumours. Veterinary and Comparative
Oncology., 1, 1-7.

Schultz RM, Puchalski SM, Kent M, Moore PF (2007). Skeletal lesions of
histiocytic sarcoma in nineteen dogs. Vet. Radiol. Ultrasound, 48, 539-543.

Schulze JO, Quedenau C, Roske Y, Adam T, Schuler H, Behlke J, Turnbull AP,
Sievert V, Scheich C, Mueller U, Heinemann U, Buessow K (2008). Structural and
functional characterization of human Iba proteins. FEBS J., 275, 4627-4640.
Shortman K, Caux C (1997). Dendritic Cell Development: Multiple Pathways to

56



Nature&amp;apos;s Adjuvants. Stem Cells, 15, 409-419.

Shortman K, Liu YJ (2002). Mouse and human dendritic cell subtypes. Nat Rev
Immunol., 2, 151-161.

Shortman K, Naik SH (2007). Steady-state and inflammatory dendritic-cell
development. Nat. Rev. Immunol., 7, 19-30.

Takahashi M, Tomiyasu H, Hotta E, Asada H, Fukushima K, Kanemoto H,
Fujino Y, Ohno K, Uchida K, Nakayama H (2014). Clinical characteristics and
prognostic factors in dogs with histiocytic sarcomas in Japan. J. Vet. Med. Sci., 76,
661-666.

Taylor DO, Dorn CR, Luis OH (1969). Morphologic and biologic characteristics of
the canine cutaneous histiocytoma. Cancer Res., 29, 83-92.

Terme M, Colussi O, Marcheteau E, Tanchot C, Tartour E, Taieb J (2012).
Modulation of immunity by antiangiogenic molecules in cancer. Clin. Dev.Immunol.,
2012: 492920.

Thomas JA, Badini M (2011). The role of innate immunity in spontaneous regression
of cancer. Indian J Cancer., 48, 246-251.

Tominaga M, Horiuchi Y, Ichikawa M, Yamashita M, Okano K, Jikumaru Y,
Nariai Y, Kadosawa T (2010). Flow cytometric analysis of peripheral and tumour
infiltrating regulatory T cells in dogs with oral malignant melanoma. J Vet Diagn
Invest., 22, 438-441.

Vail DM (2001). Histiocytic disorders. In: Stephen JW, MacEwen EG. (Eds), Small
Animal Clinical Oncology, 3rd ed. Philadelphia: WB Saunders Company, p:667—-671.
Van der Vieren M, Le Trong H, Wood CL, Moore PF, St John T, Staunton DE,
Gallatin WM (1995). A novel leukointegrin, alpha d beta 2, binds preferentially to
ICAM-3. Immunity., 3, 683-690.

Walker R, Kasprowicz DJ, Gersuk VH, Benard A, Landeghen MV, Buckner JH,
Ziegler SF (2003). Induction of FoxP3 and acquisition of T regulatory activity by
stimulated human CD4+ CD25-T cells. J Clin Invest., 112, 1437-1443,

Wang W, Hodkinson P, McLaren F, MacKinnon A, Wallace W, Howie S, Sethi
T (2012). Small cell lung cancer tumour cells induce regulatory T lymphocytes, and
patient survival correlates negatively with FOXP3+ cells in tumour infiltrate.

International Journal of Cancer., 131.

57



Whiteside TL (2014). Induced regulatory T cells in inhibitory
microenvironmentscreated by cancer. Expert Opin. Biol. Ther., 14, 1411-1425.

Wolf AM, Wolf D, Steurer M, Gastl G, Gunsilius E, Grubeck-Loebenstein B
(2003). Increase of regulatory T cells in the peripheral blood of cancer patients. Clin
Cancer Res., 9, 606-612.

Woo JC, Moore PF (1997). A feline homologue of CD1 is defined using a feline-
specific monoclonal antibody. Tissue Antigens, 49, 244-251.

Yakovlev A, Boucher K, DiSario J (1999). Modeling insight into spontaneous
regression of tumors. Math Biosci., 155, 45-60.

Yamate J, Maeda M, Tsukamoto Y, Benn SJ, Laithwaite JE, Allan A, Kannan Y,
Ide M, Kuwamura M, Kotani T, Sakuma S, LaMarre J (2001). Macrophage-like
cell line (HS-P) from a rat histiocytic sarcoma. J Comp Pathol., 124, 183-191.

Yan M, Jene N, Byrne D, Millar EK, O’Toole SA, McNeil CM, Bates GJ, Harris
AL, Banham AH, Sutherland RL, Fox SB (2011). Recruitment of regulatory Tcells
is correlated with hypoxia-induced CXCR4 expression, and is associatedwith poor
prognosis in basal-like breast cancers. Breast Cancer Res., 13, R47.

Yu JL, Rak JW (2003). Host microenvironment in breast cancer
development:inflammatory and immune cells in tumour angiogenesis and
arteriogenesis. Breast Cancer Res., 5, 83-88.

Zaba LC, Krueger JG, Lowes MA (2009). Resident and “Inflammatory” Dendritic
Cells in Human Skin. J. Invest. Dermatol., 129, 302-308.

Zhan HL, Gao X, Zhou XF, Pu XY, Wang DJ (2012). Presence of Tumour-
infiltrating FOXP3+ Lymphocytes Correlates with Immature Tumour Angiogenesis in
Renal Cell Carcinomas. Asian Pacific J Cancer Prev. Asian Pacific Journal of Cancer
Prevention., 13, 867-72.

58



