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FATTORI DI CRESCITA E RECETTORI CELLULARI NELLA
COMUNICAZIONE CELLULARE E NELLA TRASDUZIONE
DEL SEGNALE

La comunicazione cellulare € di fondamentale importanza negli organismi
multicellulari. A livelli elementari, i segnali extracellulari stabiliscono se una
cellula vive o0 muore, o se € necessario che rimanga quiescente oppure che
venga stimolata a svolgere la sua specifica funzione. | segnali intercellulari
sono chiaramente importanti nello sviluppo dellembrione e nel
mantenimento dell’organizzazione tissutale (Mitchell et al., 2015). La perdita
della comunicazione e del “controllo sociale” che mantenga la normale
relazione tra le cellule pud portare ad una crescita non regolata e dunque
alla trasformazione neoplastica (Mitchell et al., 2015). Il sequenziamento del
genoma umano ha rivelato che circa il 20% dei 32.000 geni umani
codificanti sono coinvolti nella trasduzione dei segnali cellulari (Blume-
Jensen e Hunter, 2001). | segnali intercellulari si verificano mediante |l
legame di molecole segnale, i ligandi, con specifici recettori cellulari. I
legame induce una modificazione dello stato fisico del dominio intracellulare
recettoriale, inducendo una cascata di eventi biochimici che portano alla
trasduzione del segnale. Indipendentemente dalla natura dello stimolo, i
segnali sono trasmessi alla cellula mediante specifiche proteine recettoriali
(Mitchell et al., 2015). | recettori cellulari sono classificati in diversi tipi sulla

base dei meccanismi segnale che usano e le vie intracellulari biochimiche



che attivano (Mitchell et al., 2015). | recettori con attivita chinasica sono
accomunati dal meccanismo di fosforilazione per mezzo del quale il segnale
viene trasdotto (Mitchell et al., 2015). Alterazioni della geometria recettoriale
sollecitano I'attivita chinasica intrinseca o promuovono l'attivita enzimatica di
chinasi intracellulari, risultando nell’aggiunta di gruppi fosfato su residui
della tirosina (tirosin chinasi), su residui della serina e della treonina (serina
treonina chinasi) o su substrati lipidici (lipide chinasi) (Mitchell et al., 2015).

| recettori tirosin chinasici sono proteine integrali di membrana (Fig. 1); il
legame con il ligando attiva un dominio tirosin chinasico intrinseco,
localizzato nella loro coda citoplasmatica (Mitchell et al., 2015). Nel’'uomo
sono noti 58 recettori tirosin chinasici, che sono categorizzati in 20
sottofamiglie (Lemmon e Schlessinger, 2010). | recettori tirosin chinasici
(RTK) hanno tutti un’architettura molecolare simile, con una regione di
legame per il ligando nel dominio extracellulare, una singola elica
transmembrana, e una regione citoplasmatica contenente il dominio della
proteina tirosina chinasi (TK) e in aggiunta regioni regolatorie carbossi-
terminale supplementari (C-) e juxtamembrana (Lemmon e Schlessinger,
2010). La topologia complessiva, il meccanismo di attivazione e le
componenti chiave delle vie di segnale intracellulari sono altamente
conservate a livello evolutivo dal nematode Caenorhabditis elegans fino

all'uomo (Lemmon e Schlessinger, 2010).
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Figura 1: Categorie di recettori di segnalazione: il secondo da sinistra & il
recettore tirosin chinasico, proteina integrale di membrana, con un dominio
chinasico intrinseco. (Mitchell et al., 2015).

Mutazioni dei RTK e I'aberrante attivazione dei loro segnali intracellulari &
stata associata ai tumori, al diabete, a gravi malattie ossee, arteriosclerosi,
inflammazione ed angiogenesi. Questo pone le basi per lo sviluppo di
farmaci mirati a bloccare o ridurre lattivita di questi recettori (Lemmon e
Schlessinger, 2010).

| recettori cellulari tirosin chinasici si legano a specifici fattori, che sono i
responsabili del cambiamento conformazionale del recettore e
dell'attivazione dello stato dimerico. | fattori di crescita, sono cosi chiamati
perché in grado di stimolare lattivita di geni implicati nella crescita e
divisione cellulare, ma sono inoltre coinvolti nella migrazione,
differenziazione e capacita di sintesi (Mitchell et al, 2015). Una
proliferazione cellulare incontrollata pud essere presente nel momento in cui
I'attivita di fattori di crescita non & regolata; molti fattori di crescita sono
proto-oncogeni e mutazioni geniche degli stessi li possono convertire in

oncogeni in grado di guidare la formazione tumorale (Mitchell et al., 2015).



Lo scopo dello studio di dottorato & stato quello di individuare il rapporto
funzionale di alcuni fattori di crescita e dei loro recettori in tipi di neoplasie e

displasie degli animali domestici, quali:

1. Amplificazione del proto-oncogene ERBB2 (o HER2) in tumori mammari
della gatta e sua correlazione con la sovra-espressione del recettore
tirosin chinasico erbB2.

2. Espressione di erbB2, di recettori ormonali, di citocheratine luminali,
basali e marcatori mioepiteliali in carcinomi mammari a cellule chiare del
cane.

3. Proliferazione microvascolare ed espressione di fattori di crescita
dellangiogenesi e loro recettori tirosin chinasici (PDGF, VEGEF,
PDGFRa, PDGFRB, VEGFR1 e VGFR2) in tumori dei plessi coroidei del
cane.

4. Ruolo di FGF-2 in relazione a proteine strutturali e del ciclo cellulare
nella differenziazione della cartilagine di accrescimento in vitelli affetti da

condrodisplasia di Ellis van Creveld e delezione del gene EVC2.
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2.
| RECETTORI TIROSIN CHINASICI COME ONCOPROTEINE

Un ampio numero di oncogeni codifica per recettori di fattori di crescita, di
cui i piu importanti nelle neoplasie sono i recettori tirosin chinasici (Kumar et
al., 2015).

| recettori tirosin chinasici, quando mutati o alterati strutturalmente, possono
diventare potenti oncoproteine in grado di causare la trasformazione
cellulare (Blume-Jdensen e Hunter, 2001), in quanto associati ad una attivita
tirosin chinasica indipendente (Kumar et al., 2015).

| recettori tirosin chinasici possono essere riattivati nei tumori, grazie a
meccanismi multipli, quali mutazioni puntiformi, riarrangiamenti genici e
amplificazioni geniche (Kumar et al., 2015). Un esempio di riarrangiamento
genico €& quello che riguarda il recettore tirosin chinasico ALK (Chinasi del
linfoma anaplastico). Nei carcinomi polmonari non a piccole cellule
(NSCLC) é stato dimostrato che l'inversione all’interno del cromosoma 2p
determina la fusione del gene EML4 (echinoderm microtubule-associated
protein-like 4) e del gene ALK (Soda et al., 2007). |l prodotto della fusione
risulta nella formazione di una proteina chimerica (proteina EML4-ALK), con
costitutiva attivita chinasica. Un altro esempio di alterazione cromosomica
che puo indurre la formazione di oncoproteine ad attivita chinasica & quello
dell’amplificazione genica. Ampiamente descritta & 'amplificazione genica di
HER?Z2 (recettore 2 per il fattore di crescita epidermico umano) o ERBB2,

che induce la sovraespressione proteica del recettore tirosin chinasico



erbB2, coinvolto nell’evoluzione del tumore alla mammella con
comportamento prognostico infausto e nei carcinomi ovarici (Kumar et al.,

2015).
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2.1.

HER2 NEI CARCINOMI MAMMARI FELINI:
AMPLIFICAZIONE GENICA E SOVRESPRESSIONE
PROTEICA

(Contributo sperimentale)

| recettori della famiglia EGFR sono una classe di recettori mutati e
sovraespressi in vari tumori nelluomo (Lemmon e Schlessinger, 2010).

erbB2 €& un recettore transmembrana con attivita chinasica. erbB2 & un
recettore orfano che fallisce nel formare la struttura tetraedrica presente
normalmente nella regione extracellulare degli altri recettori della famiglia
EGFR (Burgess et al., 2003). | tumori HER2-positivi costituiscono il 20% dei
tumori al seno della donna, secondi per frequenza ai tumori che esprimono i
recettori ormonali (Lester et al., 2015). Nei tumori HER2-positivi, erbB2 &
sovraespresso in conseguenza dell’amplificazione del gene che lo codifica
(ERBB2, anche noto come HERZ2). L’introduzione di Trastuzumab
(Herceptin), un anticorpo monoclonale umanizzato che si lega miratamente
e inibisce HER2 garantisce ampi successi terapeutici in 1/3 dei pazienti con
tumori HER2 positivi (Lester et al., 2015). Prima di questa implementazione
terapeutica, questa classe di tumori veniva considerata con un decorso
clinico altamente sfavorevole e una sopravvivenza <10 anni (Lester et al.,
2015). L’'eccezionale efficacia terapeutica di Trastuzumab, prova inoltre
I'importanza di HER2 come conduttore oncogenetico della neoplasia (Lester

etal., 2015).
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2.1.1.Scopo dello studio

Lo scopo del presente studio sperimentale & stato di valutare lo stato di
amplificazione del gene HERZ2 in tumori mammari felini mediante metodica
di ibridazione in situ a fluorescenza, e di valutarne la correlazione con

I'espressione proteica del recettore tirosin chinasico erbB2.

2.1.2.Materiali e metodi

Collezione della casistica

In questo studio retrospettivo sono stati raccolti 110 tumori mammari,
provenienti da 88 animali. | casi sono stati collezionati dall’archivio del
Servizio di Anatomia Patologica del Dipartimento di Scienze Mediche
Veterinarie, Universita di Bologna. | campioni erano disponibili come
materiale fissato in formalina tamponata al 10% e incluso in paraffina, con

sezioni istologiche routinariamente colorate con ematossilina eosina (EE).

Segnalamento e diagnosi istologica
Ove disponibili, sono stati raccolti dati di segnalamento come razza, eta,
sesso e localizzazione anatomica della neoplasia. Per ogni campione e
stata valuta la dimensione della neoplasia.
| tumori sono stati valutati al microscopio ottico sulla base della

classificazione WHO dei tumori mammari felini (Misdorp et al., 1999).
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Blast

Una ricerca sul data base BLAST (Basic Local Alignment Search Tool —
NCBI) é stata effettuata al fine di valutare 'omologia tra la sequenza
nucleotidica e il trascritto di ERBB2 tra specie felina e specie umana,
considerando [l'allineamento delle sequenze geniche nelle due specie

(Zhang et al., 2000; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Immunoistochimica (IHC)

A partire dai blocchi di paraffina della casistica esaminata, sono state
tagliate al microtomo 110 sezioni, con uno spessore di 3 micron.

Le sezione sono state sparaffinate con Solvent plus, reidratate in alcool a
concentrazione decrescente, con passaggi da 3’, fino al lavaggio in acqua
distillata. Successivamente sono state bloccate le perossidasi endogene,
con immersione dei vetrini in una soluzione di H,0; al 3% in metanolo, per
30’ a temperatura ambiente. Lo smascheramento dei siti antigenici & stato
effettuato in tampone citrato a pH 6,0 con 2 cicli da 5’ in microonde, seguito
da raffreddamento a T° ambiente per 20’.

Le sezioni sono state incubate con [I'anticorpo primario anti-erbB2
(Polyclonal Rabbit Anti-Human c-erbB-2 Oncoprotein, Dako, Denmark)
overnight a 4°C in frigorifero. |l giorno dopo, i siti di legame con I'anticorpo
primario sono stati rivelati dall’'uso di un anticorpo secondario biotinilato anti-
rabbit, diluito 1:200 e sono stati amplificati utilizzando un kit commerciale di

avidina-biotina-perossidasi (VECTASTAIN® ABC Kits, Peterborough, UK).
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La reazione € stata evidenziata con il cromogeno 3,30-diaminobenzidina
(DAB) allo 0,05% per 3’ a temperatura ambiente. | vetrini sono stati
successivamente contro-colorati con ematossilina di Papanicolaou.
La reazione immunoistochimica e stata validata utilizzando un controllo
positivo, costituito da un carcinoma mammario di gatta con positivita di tipo
3+ secondo il sistema di valutazione umano (Wolff et al, 2013) della
Societa Americana di Oncologia Clinica/College dei Patologi Americani
(ASCO/CAP), e inoltre contestualmente sulla base delle linee guida
standard di valutazione di HER2 nei tumori mammari del cane (Pena et al.,
2014). Per il controllo negativo al fine di valutare i legami aspecifici
dell’anticorpo secondario & stato omesso I'anticorpo primario specifico ed &
stato sostituito con un altro anticorpo primario di medesimo isotipo ma di
irrilevante specificita.
L’interpretazione della reazione immunoistochimica é stata valutata con due
metodi di lettura:

1) secondo le linee guida per il test di HER2 nel tumore al seno,

emesse da ASCO/CAP (Wolff et al., 2013).
2) secondo il consensus di valutazione di HER2 nei tumori mammari
canini (Pena et al., 2014).

Le linee guida ASCO/CAP per limmunoistochimica suddividono in 4

categorie la reattivita per erbB2:
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e IHC 0 (Negativo): nessuna colorazione osservata o presenza di una
colorazione di membrana incompleta, debole/appena percettibile in
<10% delle cellule tumorali.

e |HC 1+ (Negativo): colorazione di membrana incompleta, debole/
appena percettibile in > 10% delle cellule tumorali.

e |IHC 2+ (Equivoco): colorazione circonferenziale di membrana
incompleta e/o debole/moderata in > 10% delle cellule tumorali
oppure colorazione circonferenziale di membrana completa, intensa,
in £ 10% delle cellule tumorali.

e |HC 3+ (Positivo): colorazione circonferenziale di membrana
completa, intensa, in > 10% delle cellule tumorali.

L’algoritmo per la valutazione di HER2 secondo ASCO/CAP (Wolff et al.,

2013) é riassunto in Fig. 1.

La valutazione deve essere effettuata con un obiettivo a piccolo

ingrandimento (4x) in una popolazione di cellule invasive omogenea e

contigua (Wolff et al., 2013).
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HER2 testing (invasive component) by validated IHC assay

Batch controls and on-slide controls show appropriate staining

Circumferential Circumferential Incomplete No staining is observed®
membrane staining membrane staining membrane staining or
that is complete, that is incomplete and/or that is faint/barely Membrane staining that
intense, and within weak/moderate and within perceptible and is incomplete and is
> 10% of tumor cells* > 10% of tumor cells* within > 10% of faint/barely perceptible
or tumor cells* and within = 10% of
Complete and tumor cells

circumferential membrane
staining that is intense
and within = 10%
of tumor cells*

|
IHC 3+ IHC 2+ IHC 1+ IHC 0
positive equivocal negative negative

|
Must order reflex test (same specimen using ISH) or order a new test
(new specimen if available, using IHC or ISH)

Figura 1: Algoritmo per la valutazione dell'espressione proteica di HER2 con esame
immunoistochimico (Wolff et al., 2013).

Le linee guida per il consensus di valutazione di HER2 nei tumori mammari
canini (Pena et al.,, 2014), basate sul precedente sistema di valutazione
ASCO/CAP del 2007 (Wolff et al., 2007), suddividono i tumori in 4 categorie
(0, 1+, 2+, 3+) e sono considerati positivi solo i tumori con > 30% di cellule
tumorali con una colorazione di membrana, intensa, uniforme e

circonferenziale (chicken wire pattern), come riassunto in Tabella 1.
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Tabella 1: Criteri di interpretazione dellimmunoistochimica di HER2 in tumori

mammari canini (Pena et al., 2014).

IHC Score Criteri di interpretazione

3 Colorazione di membrane intensa, completa e omogenea in >30% delle
cellule (chicken-wire pattern)

2 Colorazione di membrane intensa e completa (chicken-wire pattern) in < 30%
delle cellule o colorazione di membrane eterogenea completa debole o
moderata in almeno il 10% delle cellule

1 Colorazione di membrana debole o incompleta in una qualsiasi percentuale di
cellule
0 Colorazione assente

Tissue microarray

Sulla base dei risultati immunoistochimici 68 tumori sono stati selezionati
per libridazione in situ a fluorescenza, collezionando tutti i 3+ e i 2+, undici
1+ e uno 0. Due dei 68 tumori sono stati esaminati come sezioni intere, e 66
casi sono stati inclusi in 11 tissue microarray (TMA). Ogni TMA era costituto

da 12 core, con due core per caso (TMA dual core), e un tessuto di controllo

(Fig. 2).

1/3|5
1 (3|5
2 |46

2 ' 4 6 | polmone

Figura 2: Schema di un TMA dual core, con
un totale di 12 core e un tessuto di controllo.
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In primo luogo €& stata disegnata una mappa di settore, indicativa della
localizzazione specifica di ogni campione in ogni TMA, utilizzata come guida
sia nella costruzione e nellassemblaggio del TMA, che nella assegnazione
dei punteggi durante la valutazione (Voduc et al., 2008; Muscatello et al.,
2015). La mappa di settore € composta da un semplice foglio di Exel,
contente lI'esatta localizzazione dei casi all'interno dei TMA. |l layout del
TMA é stato formulato in maniera asimmetrica e in ogni blocco €& stato
aggiunto un tessuto aspecifico (polmone) come core di orientamento e
come controllo negativo.

La costruzione dei TMA & basata sul metodo di Kononen (1998), secondo
cui un core cilindrico viene estratto da un blocco di paraffina donatore e
viene inserito in un blocco di paraffina ricevente. L’estrazione dei 13 core
per TMA é stata effettuata manualmente con un punch da biopsia cutanea
del diametro di 3 mm. Prima dell'estrazione, I'area di interesse & stata
selezionata sul vetrino di IHC, mediante osservazione al microscopio e
marcatura con un pennarello. Sono stati inclusi tutti i casi positivi (3+), tutti
gli equivoci (2+) e alcuni negativi (1+ e 0). | criteri di selezione dell’area,
erano la presenza di tessuto neoplastico con espressione di HERZ2,
secondo il punteggio valutato, maggiormente rappresentativo della sezione
stessa, lassenza di necrosi, inflammazione e desmoplasia.
Successivamente all’estrazione dai blocchi donatori, i core di tessuto sono
stati reinseriti nei cilindri vuoti previamente creati nei blocchi riceventi, e

sottoposti a reinclusione.
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A costruzione ultimata, di ogni TMA sono state tagliate due sezioni seriali,
una colorata con EE, per revisionare la presenza/assenza del tessuto
atteso, come controllo di qualita (Rimm et al., 2001); l'altra per I'ibridazione

in situ a fluorescenza.

Ibridazione in situ a fluorescenza

L’ibridazione in situ a fluorescenza (FISH) & stata standardizzata ed
effettuata presso il laboratorio di citogenetica del’Ospedale Bellaria di S.
Lazzaro (BO), con l'aiuto e la supervisione del Dott. Enrico Di Oto e della
Prof.ssa Maria Pia Foschini.

Undici sezioni di TMA, costituite da un totale di 68 casi dual core, e in
aggiunta due sezioni intere sono state sottoposte ad analisi FISH. Le
sezioni sono state incubate a 60°C per 10’ in stufa e in aggiunta in piastra
termica per 10’ a 75°C. Successivamente sono state sparaffinate in xilene
con 3 passaggi da 15’, e reidratate in etanolo assoluto con due passaggi da
2’ (Baldovini et al., 2011). Le sezioni venivano lasciate asciugare e si
procedeva con la selezione dellarea d’interesse con penna vetrografica.
Successivamente si procedeva con il trattamento termico in tris EDTA
(acido etilendiamminotetraacetico) pH 9.00, a 98°C per 1h, seguito da un
raffreddamento a temperatura ambiente per 20’. Le sezioni venivano poi
immerse in 2xSSC (tampone sodio citrato ph7.00) per 2’.

La disidratazione delle sezioni € stata poi effettuata con passaggi da 2’ in

etanolo 70%, all'85% e al 100%. Le sezioni venivano fatte asciugare e
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veniva applicata la sonda per ERBB2 sulla base delle istruzioni del
produttore (Her2/Neu (17q12) / SE 17, Kreatech™ FISH probes). La sonda
per ERBB2 & una sonda dual-color, designata nella specie umana ad
identificare il gene (colore rosso) sul cromosoma 17q12 (Fig. 3). La regione

centromerica del cromosoma € utilizzata come controllo (colore verde).

Cat.# KBI-10701 ERBB2, Her2/Neu (17q12) / SE 17

o~

RH 112805 —
D17z1 2 £ @ Control
_/17q12 I \
ERBB2 I 460 KB
17 /

17

D175700 —

\

Figure 3: Sonda Kreatech™ per il gene ERBB2, localizzato nell'uomo sul
cromosoma 17.

L’area di ibridazione € stata poi coperta con un vetrino coprioggetto e poi
sigillata con cemento di rubber. Le sezioni sono state incubate a 75°C per
10’ per effettuare la denaturazione cromosomiale e della sonda, ed
overnight a 37°C per la fase di ibridazione. Il giorno successivo le sezioni
sono state incubate in NP40 0.5%/2xSSC (pH 7,0-7,5) a 75°C per 2, a cui
seguiva un lavaggio in 2xSSC per 2’ a temperatura ambiente. Le sezioni
sono state poi reidratate in etanolo. La contro-colorazione & stata effettuata
con 4', 6'-diamidino-2-fenilindolo sospeso in antifade. Carcinomi mammari di
donna amplificati per HER2 sono stati utilizzati come controllo positivo. |

core IHC 1+ e 0, e il polmone sono stati utilizzati come controlli negativi
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interni al TMA. La specificita della reazione & stata inoltre valutata
considerando I'euploidia di linfociti e fibroblasti adiacenti.
L’analisi delle sezioni € stata effettuata utilizzando un microscopio ad epi-
fluorescenza. Un software di analisi di immagine, specifico per la
citogenetica (The CytoVision®), & stato utilizzato per la valutazione del
numero di copie di DNA. Sono state contate il numero di copie per ogni
nucleo, in almeno 60 nuclei per ogni caso. Il sistema di analisi utilizzato per
I'interpretazione delle sezioni FISH & quello basato sulle linee guida
ASCO/CAP (Wolff et al., 2013). Nonostante sia stata utilizzata una sonda
dual-probe (HER2/CEP17) dual color (rosso/verde), essendo la regione
centromerica del cromosoma 17, aspecifica per il gatto, & stata effettuata
una conta su matrice ISH-single probe, pertanto il segnale verde non € mai
stato considerato. ERBBZ2 nel gatto € invece localizzato sul cromosoma E1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/751824). Le linee guida di ASCO/CAP
categorizzano il test di ibridazione in situ (ISH) di HERZ2 in 3 classi:

e |ISH positivo: numero medio di copie di HER2 = 6 segnali per

cellula.
e ISH equivoco: numero medio di copie di HER2 = 4 e < 6 segnali
per cellula.
¢ |ISH negativo: numero medio di copie di HER2 < 4 segnali per

cellula.
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L’algoritmo di valutazione dellamplificazione genica di HERZ2 con
ibridazione in situ a fluorescenza (ISH) single probe, secondo il corrente

sistema ASCO/CAP e riassunto in Fig. 4.

HER2 testing (invasive component) by validated single-probe ISH assay

Batch controls and on-slide controls show appropriate hybridization

Average HER2 copy number Average HERZ copy number Average HERZ2 copy number
= 6.0 signals/cell* > 4.0 and < 6.0 signals/cell* < 4.0 signals/cell
| | |
ISH ISH ISH
positive equivocal negative

|
Must order a reflex test (same specimen using dual-probe ISH or using IHC) or order a new test
(new specimen if available, using ISH or IHC)

Figura 4: Algoritmo di valutazione di HERZ2 con ISH single probe (Wolff et al.,
2013).

Se erano presenti problemi tecnici, quali artefatti o variabili pre-analitiche,
che interferivano con la determinazione di uno o entrambi i test (IHC e

FISH) i casi venivano classificati HER2 indeterminati (Wolff et al., 2013).

Analisi statistica

L’analisi statistica & stata effettuata con il software GraphPad Prism 5. La
normalita di distribuzione dei dati & stata valutata con il test D'agostino e
Pearson omnibus, il test Kolmogorov-Smirnov, ed il test di Shapiro-Wilk. Per
i dati di statistica descrittiva normalmente distribuiti & stato indicato il valore

medio e la deviazione standard; per i dati non normalmente distribuiti &
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stata indicata la mediana. | dati continui, non normalmente distribuiti, sono
stati analizzati con il test di Mann—Whitney fino a 2 gruppi, e con il test di
Kruskal-Wallis per piu di 2 gruppi. Sui dati & stato effettuato il coefficiente di
correlazione di Spearman. Un valore di P < 0,05 era considerato

significativo.

2.1.3. Risultati

Segnalamento e diagnosi istologica

Di 88 animali esaminati con 110 carcinomi mammari, I'eta media al
momento della diagnosi era di 11,8 anni + 2,8 (media e deviazione
standard); i dati riguardo I'eta degli animali avevano distribuzione normale.
La razza principalmente presente era I'Europeo; meno frequenti erano il
Soriano, seguito dal Persiano, Siamese, Birmano, Certosino, Norvegese.
Gli animali esaminati erano femmine intere e femmine sterilizzate. Le
neoplasie erano localizzate a livello di linee mammaria destra e sinistra, con
una frequenza analoga. Meno frequenti erano le neoplasie a livello di 1°
mammella, seguite con progressivo aumento di frequenza a livello di 3°, 2°
e 5° mammella, quest'ultima con sede piu frequente. La dimensione
mediana dei tumori esaminati era di 15 mm (range 3-120 mm).

Sono stati esaminati 110 carcinomi mammari, di cui la diagnosi piu
frequente era quella di carcinoma semplice tubulo-papillare, seguita dal

carcinoma semplice solido; in minor numero in ordine di frequenza sono
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stati diagnosticati il carcinoma mucoso, il carcinoma micropapillare
infiltrante, il carcinoma duttale, il carcinoma cribriforme e il carcinoma

Squamaoso.

Blast

L’allineamento ha dimostrato un omologia del 92% per i trascritti (MRNA) e
un omologia del 82% per la sequenza genomica, tra gatto e uomo. Di
seguito la rappresentazione grafica delle sequenze esaminate.
L’allineamento viene tradotto graficamente in chiavi di colore: differenti
colori hanno un significato diverso. Le barre rosse sono indicative di una
sequenza equivalente; le barre rosa sono omologhe; le barre verdi, blue e
nere sono indicative di un omologia piu distante. Nel grafico sotto riportato

erano presenti barre rosse e rosa.
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Figure 5: Distribuzione grafica di 28 Blast Hits, per la sequenza di ERBB2
richiesta.
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Immunoistochimica

| due sistemi di valutazione utilizzati (Wolff et al., 2013; Pefia et al., 2014)
per 'assegnazione del punteggio di immunoreattivita per erbB2 hanno dato
dei risultati sovrapponibili in tutti i tumori mammari esaminati, con un
coefficiente di correlazione elevato (R=1) altamente significativo
(p<0,0000000).

| carcinomi negativi per erbB2 erano 53 su un totale di 110 casi (48%), di
questi, quelli con punteggio 0 (Fig. 6) erano 17/110 (15%) e quelli con
punteggio 1+ (Fig. 7) erano 36/110 (33%).

| carcinomi 2+ equivoci (Fig. 8) per erbB2 erano 49 su 110 (45%). |
carcinomi 3+ (Fig. 9) positivi per erbB2 con pattern di membrana chicken-
wire inequivocabile e visibile a piccolo ingrandimento erano 8 su 110 (7%).

| risultati immunoistochimici sono riassunti in Tabella 2. La colorazione
citoplasmatica era presente, ma considerata aspecifica. L’espressione
percentuale di erbB2 nei quattro gruppi di punteggio € rappresentata nel

Grafico 1.
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Figura 7: Carcinoma mammario con punteggio 1 per erb-B2, occasionale
presenza di membrana incompleta, 40x, DAB.
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Figura 8: Carcinoma mammario con punteggio 2+, membrana completa
moderatamente intensa, 40x, DAB.

Figura 9: Carcinoma mammario con punteggio 3+, membrana completa
fortemente intensa, 40x, DAB.
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Tabella 2: Risultati IHC per erbB2 in 110 carcinomi felini valutati secondo Wolff et
al., 2013; Pena et al., 2014.

0 1+ 2+ 3+

n % n % N % N %

17 15% 36 33% 49 45% 8 7%

erb-B2 IHC
50-
0
40- 3 1+
= 2+
o 3+

Score ASCO/CAP 2013

Grafico 1: Percentuale di espressione di erbB2 nei gruppo di punteggio (0, 1+, 2+,
3+) secondo ASCO/CAP 2013 nei 110 carcinomi mammari felini.

Epidemiologicamente, il gruppo di espressione piu rappresentato era il
gruppo degli equivoci (2+), seguito dai negativi (0,1+) ed in ultimo dai

positivi (3+).
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Ibridazione in situ a fluorescenza

Sono stati sottoposti ad analisi FISH un totale di 68 tumori di cui 66 con
TMA e 2 sezione intere. | casi presi in esame erano 8 tumori erbB2 IHC
positivi (3+), 48 tumori IHC equivoci (2+), 12 tumori IHC negativi, 11 con
punteggio 1+ e 1 con punteggio 0.

Su 68 tumori esaminati, 6 tumori (9%) sono stati considerati HERZ2
indeterminati, perché tecnicamente invalutabili. Sono risultati negativi (Fig.
10) per amplificazione di HERZ2, con un numero medio di copie <4, un totale

di 55 casi (81%).

Figura 10: FISH negativo, numero di copie medio di HERZ2 per nucleo pari a 2,91; in rosso
ibridazione con HER2, 100x.
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Un numero di copie medio 24 e <6, pertanto equivoco (Fig. 11) per
amplificazione di HERZ2, era presente in 4/68 casi esaminati (6%).
L’amplificazione di HER2, con un numero di copie medio >6, & stata
riscontrata in 3/68 casi (4%). In due di essi era presente un amplificazione a

zolle (Fig. 12).

Figure 11: FISH equivoco, numero di copie medio di HER2 per nucleo pari a 4,17, in rosso
ibridazione con HER2, 100x.
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Figure 12: FISH positivo, numero medio di copie di HER2 per nucleo pari a 11,27 con
amplificazione a zolle, in rosso ibridazione con HER2, 100x.

Tutti i casi IHC negativi (1+), 10/10, erano anche negativi per
I'amplificazione di HER2, con un numero di copie <4 (Grafico 2).

La maggior parte dei casi equivoci (2+) per I'espressione di erbB2 all'lHC,
41/44 (93%), non erano amplificati, con un numero di copie <4; due su 44
casi (5%) con espressione proteica equivoca, avevano un numero di copie
24 e <6 e pertanto con amplificazione di HERZ2 equivoca; un caso su 44
(2%) con espressione proteica equivoca, aveva un numero di copie >6, e

presentava un amplificazione di HERZ2 a zolle (Grafico 3).
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Grafico 2: Stato di amplificazione di HERZ in casi negativi (1+) per I'espressione di
erbB2 all’'lHC; tutti i casi negativi non mostrano amplificazione genica (numero di
copie <4).
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Grafico 3: Stato di amplificazione di HERZ2 in casi equivoci (2+) per I'espressione
di erbB2 all'lHC; il 93% non presenta amplificazione(<4 copie), il 5% presenta
amplificazione equivoca (24 e <6) e il 2% amplificazione a zolle (>6 copie).
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| carcinomi positivi (3+) per l'espressione di erbB2 al'l[HC avevano un
numero di copie >6 in 2 di 8 casi (25%) e pertanto presentavano un
amplificazione genica di HERZ2; un’amplificazione equivoca, con un numero
di copie =24 e <6 era presente in 2 di 8 casi (25%) con sovraespressione
proteica di erbB2 (3+). Quattro di 8 casi (50%) erbB2 positivi (3+), inoltre,
presentavano un numero di copie <4, e dunque con assenza di

amplificazione genica (Grafico 4).

erb-B2 IHC 3+
60-

%

204

HER2 FISH STATUS

Grafico 4: Stato di amplificazione di HERZ2 in casi positivi (3+) per I'espressione di
erbB2 alllHC; il 25% presentava amplificazione genica (>6 copie), il 25%
presentava amplificazione equivoca (24 e <6) ed il 50% non presenta
amplificazione(<4 copie).

Il coefficiente di regressione lineare tra lo stato di amplificazione ed
espressione proteica nei casi esaminati era di R=0,325 (p=0,001). Il

coefficiente di regressione lineare aumentava se veniva escluso il gruppo
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con correlazione maggiormente variabile, cioeé il gruppo degli equivoci
(R=0,5387; p=0,021).

| risultati della comparazione tra stato di amplificazione di HERZ2 (positivo,
equivoco e negativo) e espressione proteica di erbB2 (positivo, equivoco,

negativo) sono riassunti in Tabella 3.

Tabella 3: Risultati della comparazione tra stato di amplificazione di HER2 (FISH
positivo, equivoco e negativo) ed espressione proteica di erbB2 (IHC positivo,
equivoco, negativo).

IHC 3+ IHC 2+ IHC 1+
n % n % n %
FISH positivo >6 2 25% 1 2% 0 0%
FISH equivoco 4-6 2 25% 2 5% 0 0%
FISH negativo <4 4 50% 41  93% 10 100%
Totale 8 44 10

Considerando i tre gruppi di espressione proteica di erbB2 (3+, 2+ e 1+) e
comparando il numero di copie con analisi FISH negli stessi gruppi, i valori

mediani e i range del numero di copie per gruppo erano i seguenti:

e gruppo con IHC 1+: mediana 2,389 e range 2,171 - 3,4,
e gruppo con IHC 2+:mediana 2,711 e range 2,321- 11,27

e gruppo con IHC 3+: mediana 3,564 e range 2,533 — 7,692.

Lo stato di amplificazione di HER2 nei tre gruppi (3+, 2+, 1+) di espressione

proteica erbB2 & rappresentato nel Grafico 5.
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Grafico 5: Stato di amplificazione di HER2 nei tre gruppi (3+, 2+, 1+) di
espressione proteica erbB2;

2.1.4.Discussione

L’ortologo felino del gene HER2 umano € stato sequenziato nel 2005 con
un’omologia del dominio chinasico del 92% (De Maria et al., 2005).
Contestualmente, nello stesso studio & stato riscontrato un aumento
del’mRNA su colture cellulari e carcinomi felini, ma senza un’associazione
con I'amplficazione genica (De Maria et al., 2005). Il livello di espressione
proteica & stato successivamente studiato nei carcinomi mammari della
gatta, con riscontro di livelli di espressione variabili a seconda delle
metodiche e del sistema di valutazione utilizzato (De Maria et al., 2005;
Burrai et al., 2010; Rasotto et al., 2011; Brunetti et al., 2013; Maniscalco et
al., 2013; Santos et al., 2013). Recentemente sono state proposte delle
linee guida standard per la valutazione immunoistochimica dei marcatori
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epiteliali e mioepiteliali, di HER2 e dei recettori ormonali dei carcinomi
mammari del cane (Pefia et al, 2014). Queste, linee guida per la
valutazione di HERZ2, suggeriscono di considerare come positivi i campioni
che hanno un pattern di membrana completa e intensa di tipo “chicken wire”
in una percentuale di cellule neoplastiche >30% (Pefa et al., 2014). Le piu
recenti linee guida fornite da ASCO/CAP per i carcinomi al seno della donna
forniscono un algoritmo di valutazione che sotto-classifica i tumori in classi
di espressione proteica negativi (0,1+), equivoci (2+) e positivi (3+) con un
cut-off di espressione del 10% (Wolff et al., 2013). Secondo queste linee
guida i tumori equivoci (2+) allimmunoistochimica sono routinariamente
sottoposti ad esame di ibridazione in situ a fluorescenza (FISH) per valutare
il reale grado di amplificazione genica (Wolff et al., 2013). Pertanto la FISH
€ considerata il sistema golden standard di riscontro dell’amplificazione di
HERZ2, e di essa sono raccomandate le linee guida di valutazione (Wolff et
al, 2013). Nel presente studio sperimentale abbiamo effettuato
'immunoistochimica di erbB2 su 110 carcinomi felini effettuando la
valutazione sia con il sistema suggerito nel cane (Peia et al., 2014), che
con quello indicato da ASCO/CAP per i tumori al seno (Wolff et al., 2013). |
due sistemi di valutazione hanno riportato risultati sovrapponibili, con un
coefficiente di regressione lineare pari a R=1 (p<0,0000000). Inoltre i casi
positivi, equivoci e alcuni casi negativi sono stati sottoposti ad esame FISH
al fine di valutare lo stato di amplificazione di HERZ2. E stata riscontrata la

presenza di amplificazione di HERZ2 nel 25% dei casi erbB2 positivi (3+).
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Una parte dei casi (25%) erbB2 positivi € risultata equivoca per HERZ2 (con
un numero medio di copie per nucleo = 4 e <6); nella donna secondo la
diagnostica di routine, in questo gruppo di amplificazione viene rieffettuato il
campionamento in vista dell’eterogeneita d’espressione di HER2 nei tumori
mammari (Wolff et al., 2013), ma i pazienti sono comunque ritenuti eleggibili
per la terapia. Inoltre, un gruppo di tumori con espressione proteica 3+ &
risultato con assente amplificazione di HER2 (50%). Nelluomo lindice di
concordanza tra amplificazione genica con analisi FISH e la
sovraespressione proteica con IHC & pari all’'80% dei tumori (Ross et al.,
2009), sebbene differenti studi riportino una maggiore concordanza nei
tumori 0 e 1+ (negativi), rispetto ad un incremento di discordanza tra FISH e
IHC nei tumori 2+ e 3+ (Dendukuri et al., 2007). La presenza di discordanza
nei nostri casi con IHC 3+ non amplificati alla FISH, &€ da ricondurre ad un
possibile eccesso della proteina erbB2 in assenza di amplificazione genica,
giustificabile con un meccanismo di alterazione post-trasduzionale di non
degradazione del recettore. Un'altra ipotesi potrebbe essere basata sulla
presenza di problemi tecnici di tipo pre-analitico come la durata di fissazione
del campione. Secondo ASCO/CAP la fissazione del campione non
dovrebbe superare le 72h (Wolff et al, 2013), variabile difficile da
controllare nei nostri campioni di diagnostica collezionati.

Nelluomo & stato dimostrato che la conferma dello stato di HER2 mediante
ibridazione in situ a fluorescenza nei casi con score IHC 3+, annulla la

percentuale di falsi positivi e incrementa I'accuratezza dello stato di HER2
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nei casi equivoci riducendo inoltre il numero di falsi negativi (Dendukuri et
al., 2007), come nella nostra casistica dove era presente un 2% di casi
equivoci per IHC ma amplificati alla FISH e un 5% con amplificazione
equivoca.

Soares et al., (2013), indagano lo stato di HERZ2 in tumori mammari felini
con erbB2 sovraespresso mediante ibridazione in situ a fluorescenza
(FISH), cromogenica (CISH) e silver (SISH), ma nel loro studio nessuna
amplificazione é stata riscontrata (Soares et al., 2013). In un altro studio, lo
stato di amplificazione di HER2 mediante CISH é stata valuta in 30
carcinomi mammari felini ed & stata identificata nel 16% dei casi (Ordas et
al., 2007). Nel nostro studio sono stati sottoposti ad esame FISH 68 tumori,
e nel 25% dei campioni con punteggio immunoistochimico 3+ & stata trovata
amplificazione genica di HERZ; inoltre il 25% dei campioni con punteggio
immunoistochimico 3+ avevano amplificazione genica equivoca.
L’amplificazione di HERZ & stata identificata con la metodica (FISH) e con le
linee guida standard proposte da ASCO/CAP (Wolff et al, 2013).
L’identificazione dello stato di amplificazione di HERZ2 nella gatta pone le
basi per una terapia specifica di supporto alla sola terapia chirurgica
correntemente utilizzata nella specie felina.

Un approccio terapeutico mirato in particolare per il tumore al seno HER2
positivo, ha condotto alla formulazione di un vasto range di terapie dirette
contro 'oncoproteina p185 HER2 (Nanni et al., 2013). Trastuzumab, il primo

anticorpo monoclonale umanizzato diretto contro HERZ2, si lega al
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subdominio IV del dominio extracellulare di HER2 ed esercita il suo effetto
antitumorale bloccando il clivaggio di HER2, stimolando un’immunotossicita
cellulo-mediata anticorpo-dipendente, e inibendone [Iattivita mitogenica
(Molina et al., 2001; Scheuer et al, 2009; Junttila et al, 2009).
Trastuzumab in combinazione con pertuzumab, un anticorpo monoclonale
che si lega su un epitopo differente rispetto a quello di trastuzumab,
aumenta la sopravvivenza complessiva di pazienti affetti da carcinoma
mammario metastatico HERZ2 positivo (Baselga et al., 2012). L'utilizzo di un
inibitore tirosin chinasico, il lapatinib, che agisce sull'attivita chinasica di
HERZ2, in associazione con trastuzumab, & associato ad una maggiore
sopravvivenza nel trattamento del tumore al seno in uno stadio precoce (de
Azambuja et al., 2014).

La prevenzione del cancro viene convenzionalmente suddivisa in primaria,
secondaria e terziaria (Lollini et al., 2015). La prevenzione primaria, che per
definizione consta nella riduzione del rischio della malattia, &
convenzionalmente considerata come una ridotta esposizione agli agenti
cancerogeni (Dos Santos Silva et al., 1999). Di recente & stata introdotta la
viroterapia oncolitica che consta nell'utilizzo di vettori virali in grado di
veicolare un vaccino tumorale diretto verso molecole target e somministrato
preventivamente dello sviluppo della neoplasia, in fase di prevenzione
primaria (Lollini et al., 2015). Un herpesvirus oncolitico ingegnerizzato per
mirare le cellule tumorali esprimenti HER2 somministrato pre-clinicamente,

ossia prima dell'impianto intraperitoneale di carcinoma ovarico umano e
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carcinoma mammario esprimenti HER2 in topi immunodeficienti, consente
di proteggere dalla carcinomatosi peritoneale e dalla crescita metastatica
del carcinoma mammario (Nanni et al., 2013). L’immunoprevenzione
tumorale e nello specifico del carcinoma mammario, &€ basata su una
risposta immunomediata di tipo citotossico, con rilascio di interferone y da
parte dei linfociti T-helper (Lollini et al., 2010).

La variabilita terapeutica adottata nel trattamento del tumore al seno della
donna, complica l'interpretazione dei dati riguardo la risposta alla terapia e |l
puro valore predittivo degli stessi, pertanto il riscontro nel gatto dello stato di
amplificazione di HERZ2 associato ad una sovraespressione proteica della
proteina erbB2 lo rende eleggibile come modello spontaneo traslazionale in
assenza di somministrazione terapeutica. In ultimo, la presenza di
amplificazione genica e di sovraespressione proteica nei tumori mammari
della gatta, pone le basi per una proposta di formulazione di farmaci

specifici per la specie felina.

2.1.5.Conclusione

I gene HERZ nella gatta risulta amplificato e la proteina erbB2 é
sovraespressa, in un sottoinsieme di carcinomi mammari. L’ibridazione in
situ a fluorescenza €& un metodo ottimale per [lidentificazione
dell’amplificazione genica e lindividuazione di falsi negativi e falsi positivi

ottenuti con I'immunoistochimica.
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2.2,
CARCINOMI MAMMARI A CELLULE CHIARE DEL CANE

(Contributo sperimentale)

| carcinomi mammari a cellule chiare sono descritti nella donna, come
tumori caratterizzati da cellule neoplastiche con citoplasma chiaro
otticamente vuoto (Hull et al., 1989). Nella specie umana le principali
diagnosi differenziali da considerare in questo gruppo eterogeneo di tumori
sono il carcinoma lipid rich, il carcinoma glycogen-rich, il carcinoma
apocrino e il carcinoma secretorio (Rosen et al, 2001). In letteratura
veterinaria, in accordo con la classificazione WHO (Misdorp et al., 1999) e
la piu recente classificazione (Goldschmidt et al., 2011) dei tumori mammari
del cane, € considerato un solo tipo di carcinoma mammario a cellule
chiare: il carcinoma lipid rich. Un caso di carcinoma secretorio € stato
riportato in un Pastore Tedesco di 3 anni (Cassali et al., 1999), ma sono
poche le informazione riguardo questo tipo istologico. Il carcinoma
glycogen-rich & un raro sottotipo di carcinoma mammario con un incidenza
del 3% dei tumori al seno della donna, in cui almeno il 90% delle cellule
neoplastiche hanno un citoplasma chiaro contenente glicogeno (Tavassoli
et al., 2003). Il carcinoma glycogen-rich nella donna & considerato un tipo
istologico aggressivo, con una elevata incidenza di metastasi al linfonodo
ascellare, un elevato grado istologico ed una sopravvivenza breve
(Tavassoli et al., 2003). Il carcinoma glycogen-rich condivide le
caratteristiche morfologiche descritte per il carcinoma a cellule chiare di

polmone, endometrio, cervice, ovaio, rene e ghiandole salivari (Rosen et al.,
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2001). Le diverse caratteristiche istologiche del tumore mammario sono
considerate le manifestazioni esterne visibili di complesse alterazioni
genetiche ed epigenetiche, che guidano la carcinogenesi (Lester et al.,
2015). A tale scopo un approccio che vada ad investigare i meccanismi
molecolari € fondamentale per l'individuazione ontogenica della malattia. |
carcinomi mammari su base molecolare sono suddivisi in:

e Tumori ER-positivi ed HER2-negativi, anche noti come “Luminal’.

e Tumori HER2-positivi, anche noti come “HER2-enriched”

e Tumori ER-negativi ed HER2-positivi, anche noti come “Basal-like” o

“Triple negative”.

2.2.1 Scopo dello studio

Lo scopo di questo studio & stato di valutare I'espressione di erbB2, di
recettori ormonali, di citocheratine luminali, basali € marcatori mioepiteliali in
carcinomi mammari a cellule chiare del cane e di formulare un algoritmo
con colorazioni di istochimica e immunoistochimica in grado di investigare le
componenti chimiche delle cellule neoplastiche, con supporto dei dati

morfologici ed ultrastrutturali.

2.2.2 Materiali e Metodi
Casistica
Sono stati collezionati retrospettivamente 9 casi con diagnosi morfologica di

carcinoma mammario lipid-rich nel cane, dagli archivi dei Servizi di
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Anatomia Patologica del Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie
dell’'Universita di Bologna, del Dipartimento di Patologia Animale Profilassi
Igiene degli Alimenti della Facolta di Medicina Veterinaria dell’'Universita di
Pisa e del Dipartimento di Scienze Veterinarie e Sanita Pubblica, Universita
di Milano.

| campioni erano disponibili come materiale fissato in formalina tamponata e

incluso in paraffina, con sezioni colorate con Ematossilina-Eosina.

Diagnosi Istologica, stadio e grado Istologico

| campioni sono stati analizzati singolarmente al microscopio ottico al fine di
definirne il tipo istologico in accordo al sistema classificativo WHO (Misdorp
et al, 1999) e secondo il sistema di Goldschmidt et al, (2011), e di
confermare l'effettiva presenza di metastasi a livello linfonodale. Il sistema
di stadiazione istologica adottato per valutare linvasivita & quello di
Gilbertson et al. (1983).

Il sistema di Gilbertson et al. (1989) consente la distinzione di quattro
gruppi:

. Stadio istologico 0: tumore maligno non infiltrante, in cui la
proliferazione neoplastica non supera la membrana basale.

. Stadio istologico 1: tumore maligno infiltrante con superamento della

membrana basale e invasione stromale.
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. Stadio istologico 2: tumore maligno infiltrante con emboli nei vasi
linfatici o ematici e/o metastasi al linfonodo regionale (inguinale superficiale
o ascellare ipsilaterale).
. Stadio istologico 3: tumore maligno infiltrante con metastasi extra-
linfonodali.
Il grado istologico & stato calcolato secondo Pena et al., 2013. Il grado &
basato sulla valutazione morfologica di tre criteri istologici di malignita, quali:
e la formazione tubulare,
¢ il pleomorfismo nucleare

¢ il numero di mitosi in 10 campi a forte ingrandimento.

Secondo questo sistema di grading, ad ognuno dei tre parametri viene
assegnato un punteggio da 1 a 3. | criteri per la formulazione del grado

istologico sono riassunti in Tabella 1.
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Tabella 1. Grado istologico dei tumori mammari canini (Pefa et al., 2013).

Punti

Formazione tubulare

formazione tubulare >75%
formazione tubulare 10-75%

formazione tubulare <10%

Pleomorfismo nucleare

=W N -

nuclei uniformi e regolari e nucleoli occasionalmente
evidenti

moderata variazione nella forma e nella dimensione
nucleare, con nuclei ipercromatici e nucleoli
occasionalmente prominenti

marcata variazione nella forma e nella dimensione

nucleare, con nuclei ipercromatici e presenza di =1

nucleoli per nucleo

Mitosi in 10 HPF 0-9 mitosi/10 HPF
10-19 mitoses/10 HPF

20 mitoses/10 HPF

Punteggio totale Grado | (basso);
Grado Il (intermedio)

Grado Il (alto)

0 O W W N =
| I |
© N O

Immunoistochimica

Per ogni campione di materiale incluso in paraffina sono state effettuate 7
sezioni seriali dello spessore di 3 pym. Il pannello di anticorpi testati & il
seguente: anti-recettore degli Estrogeni (ER), -recettore del progesterone
(PR), -anti-recettore 2 del fattore di crescita epidermico (erbB2), -
citocheratina 5/6 (CK 5/6), -citocheratina 14 (CK 14), -citocheratina 19 (CK
19), -p63, vimentina, calponina. Le sezioni, sono state sparaffinate con
Solvent Plus e reidratate in alcool a concentrazione decrescente.
L’inibizione delle perossidasi endogene é stata effettuata con H,O, al 3% in

metanolo per 30 minuti a T° ambiente. Lo smascheramento dei siti
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antigenici, per il riscontro di ER, PR, erbB2, CK14, CK19, p63, calponina &
stata effettuato in tampone Citrato a pH 6 e per CK 5/6 in Tampone EDTA a
pH 8, in microonde a 750 W, con 2 cicli da 5’ e successivo raffreddamento
per 20 minuti a T° ambiente. Le sezioni sono state incubate over night a
4°C con gli anticorpi primari anti-CK14, CK19, p63, calponina. Le specifiche
tecniche degli anticorpi sono riassunte in Tabella 2. Un’incubazione per 1 h
a T° ambiente era prevista per ER, PR ed erbB2. Come sistema di
rivelazione della reazione immunoistochimica & stato utilizzato un kit
commerciale Streptoavidina-Biotina-Perossidasi (DAKO, LSAB+System-
HRP). Il cromogeno utilizzato & la Diaminobenzidina (DAB, SIGMA). | vetrini
sono stati controcolorati con Ematossilina di Papanicolau. Come controlli
positivi per ER e PR ¢é stato usato utero di cane, cute per CK5/6, -CK14, -
CK19, -p63, mammella normale di cane per calponina e carcinoma
mammario umano per erbB2. Il controllo negativo € stato ottenuto con
omissione sulle sezioni di utero, cute, mammella normale di cane e
carcinoma mammario umano dell’anticorpo specifico e sua sostituzione con
altro anticorpo primario di medesimo isotipo ma di irrilevante specificita.
La reazione immunoistochimica & stata valutata secondo le recenti linee
guida di valutazione sulla valutazione dei marcatori epiteliali, mioepiteliali,
HERZ2, e recettori ormonali dei tumori mammari del cane (Pefa et al., 2014).
| sottotipi tumorali sono definiti come:

e Luminal A: ER+ e/o PR+, ERBB2-, indipendentemente dai risultati

delle CK5/6, CK14, p63.

49



e Luminal B: ER+ e/o PR+, ERBB2+, indipendentemente dai risultati

delle CK5/6, CK14, p63.

e erbB2 arricchito: ER-, PR-, ERBB2+, indipendentemente dai risultati

delle CK5/6, CK14, p63.

o Basal-like: ER- e PR-, ERBB2-, CK5/6 + e/o CK14+ e/o p63+.

¢ Null-type: Negativo a tutti i marcatori.

Tabella 2: Specifiche tecniche degli anticorpi utilizzati.

ANTICORPO CLONE PRODUTTORE DILUIZIONE
. Zymed Laboratories Inc., S. .
ER Policlonale Francisco, CA, USA 1: 50
Oncogene TM Res Prod., Boston, .
PR PR4-12 MA. USA 1: 100
erbB2 Policlonale Dako, (Glostrup, Denmark) 1: 250
CK5/6 D5/16B4 Zymed (South San Francisco, Ca) 1: 300
CK14 Ab-1 NeoMarkers (Fremont, Ca) 1: 300
(LLOO2) ’ '
CK19 BA 17 Dako (Glostrup, Denmark) 1: 50
p63 4A4 Dako (Glostrup, Denmark) 1:50
Vimentina V9 Dako (Glostrup, Denmark) 1:600
Calponina CALP Dako (Glostrup, Denmark) 1:2000
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Istochimica
Le colorazioni istochimiche utilizzate per la formulazione di un algoritmo
finalizzato ad individuare la componente chimica dei carcinoma mammari a

cellule chiare erano:

e acido periodico-reattivo di Schiff (PAS):
e PAS diastasi (dPAS):
e Alcian Blu

e Sudan lll

Quest'ultimo & stata effettuato solo su sezioni fissate in formalina e
congelate.
| controlli positivi utilizzati erano intestino per PAS, fegato con glicogenosi

per dPAS, cartilagine per Alcian Blu e un lipoma per Sudan lll.

Microscopia elettronica

| campioni erano disponibili come materiale fissato in formalina e incluso in
paraffina. Sui blocchi di paraffina & stata identificata I'area di interesse e
'eccesso di paraffina € stato eliminato. Le sezioni sono state sparaffinate in
xilene e sono stati effettuati dei passaggi in etanolo a concentrazione
decrescente (100%, 95%, 70%) fino alla reidratazione delle sezioni in acqua
distillata e immersione overnight in tampone cacodilato 0,15 M. | campioni
reidratati sono stati post-fissati in tetrodossido di osmio (OsO4) all’'1% in

tampone cacodilato, disidratate in etanolo ed inserire in Araldite. Le sezioni
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fini, colorate con acetato di uranile e citrato di piombo, sono state esaminate

con un Microscopio Elettronico a Trasmissione Philips 400T.

Algoritmo Istochimico e Ultrastrutturale per la diagnosi dei carcinomi

a cellule chiare

Basandosi su quanto riportato in letteratura per la differenziazione dei
carcinomi a cellule chiare nella donna (Rosen et al., 2001) sono state
riassunte in Tabella 3, le principali colorazioni istochimiche e le
caratteristiche ultrastrutturali utilizzate nella diagnosi del carcinoma
apocrino, del carcinoma glycogen-rich, del carcinoma lipid rich e del
carcinoma secretorio. In diagnosi differenziale & stato inoltre aggiunto, nel
cane, il mioepitelioma, individuato con metodica immunoistochimica per la

positivita a p63, CK14, e calponina (Pefia et al., 2014).
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Tabella 3: Algoritmo istochimico, immunoistochimico e ultrastrutturale per la
differenziazione dei carcinoma mammari a cellule chiare del cane.

PAS PAS ALCIAN SUDAN TEM IHC
DIASTASI BLU ]

MIOEPITELIOMA \ \ \ \ Sottili filamenti p63,
delle cellule CK14,
muscolari lisce calponina

CARCINOMA Positive  resistente / / Granuli  secretori \

APOCRINO osmiofili e
numerosi
organelli

CARCINOMA Positive  labile positivo  negativo Glicogeno non \

GLYCOGEN- focale bordato da

RICH membrana

CARCINOMA negativo negativo / positivo  Gocciole lipidiche \

LIPID-RICH

CARCINOMA positivo  positivo positivo  / Secrezioni in \

SECRETORIO vacuoli bordati da
membrana

3.2.3 Risultati

Stadio e grado istologico

| casi esaminati con diagnosi di lipid rich, avevano invasione dello stroma

tumorale in 5 di 9 casi (Stadio istologico | secondo Gilbertson et al., 1983) e

in 4 di 9 casi era presente oltre all'invasione anche la presenza di emboli

linfovascolari (1/4) o metastasi linfonodali (3/4) (Stadio istologico Il secondo

Gilbertson et al., 1983). Otto su 9 tumori avevano un grado istologico lll

(alto grado), 1/9 tumori aveva un grado istologico Il (grado intermedio)

secondo Pena et al., 2013. Morfologicamente le neoplasie esaminate erano

multilobulari, scarsamente demarcate, non capsulate, densamente cellulari,

supportate da un moderato stroma fibrovascolare. Le neoplasie erano

generalmente composte da lobuli, cordoni e tappeti solidi di cellule
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poligonali, con limiti citoplasmatici variabilmente distinti, una quantita di
citoplasma da moderata ad abbondante variabilmente granulare chiara o
con vacuoli netti otticamente vuoti (Fig. 1); il rapporto nucleo-citoplasmatico
era da intermedio a basso. | nuclei erano ovali con cromatina finemente

granulare e nucleoli evidenti.

Figura 1: Carcinoma a cellule chiare: vacuolizzazioni citoplasmatiche otticamente
vuote, 20x. EE.

Immunoistochimica e profilo molecolare
Dei casi esaminati tutti i tumori (9/9) presentavano assenza di espressione
nucleare del recettore per gli estrogeni (ER). In 2/9 era presente
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espressione nucleare del recettore per il progesterone (PR). L’espressione
del recettore tirosin chinasico erbB2 era presente con un positivita di
membrana debole, incompleta (Pena et al., 2014), e pertanto con punteggio
1+, in 4/9 tumori. In 5/9 casi I'espressione di erbB2 era completamente
assente (0). La CK19, citocheratina luminale, era espressa a livello
citoplasmatico e di membrana (Fig. 2) in 7/9 casi. Le citocheratine basali,
CK14 e CK5/6 (Fig. 3), erano espresse in 5/9 e 4/9 casi, rispettivamente. ||

marcatore mioepiteliale p63, era presente solo in un caso su 9.

Figura 2: Carcinoma a cellule chiare con reattivita citoplasmatica e di membrana
per CK19, 40x, DAB.
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Figura 3: Carcinoma a cellule chiare con reattivita citoplasmatica e di membrana
per CK5/6, 40x, DAB.

La vimentina era assente in 8/9 tumori e ed era invece espressa in maniera
forte ed intensa nel citoplasma delle cellule neoplastiche di un singolo caso.
In questo caso & stata effettuata I'immunoistochimica per calponina,
presente con una espressione moderata e diffusa nel citoplasma della
totalita delle cellule neoplastiche. In 2 di 9 casi € stato possibile formulare la
diagnosi di mioepitelioma, con positivita per CK19 assente o <10% in
entrambi i casi e positivita per vimentina e calponina in un caso e per p63
nel secondo caso. Nelle metastasi linfonodali, la CK19 era espressa in tutti i
casi, la CK14 in 2/3 e la CK5/6 in 1/3 casi, ER, PR, ed erbB2 erano negativi

in tutte le metastasi linfonodali.
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| fenotipi molecolari ottenuti sulla base degli algoritmi noti in medicina
veterinaria (Sassi et al., 2010; Beha et al., 2012) sono: 2 Luminal A, 6 basal
like ed 1 null-type. | tre casi con metastasi linfonodale presentavano un
fenotipo basal-like nel tumore primario, che veniva mantenuto nella
metastasi linfonodale in 2/3 casi e diventava di tipo null-type per la perdita di

espressione di CK14 in un caso.

Istochimica

La natura della vacuolizzazioni & stata investigata con le colorazioni PAS,
dPAS, Sudan Ill ed Alcian Blu. La colorazione di PAS era fortemente
positiva in un caso, con colorazione citoplasmatica granulare diffusa e con
effetto di polarizzazione eccentrica del materiale PAS positivo (Fig. 4) sia
nel tumore primario che nelle metastasi linfonodali. Successivamente al
trattamento con diastasi la PAS positivita veniva abolita (Fig. 5), e pertanto
il materiale & stato interpretato come glicogeno. Le altre neoplasie erano
negative per PAS, dPAS. Nessuna neoplasia era positiva per Alcian blu. In
4/9 casi, in cui é stato possibile congelare il materiale, & stato effettuato il
Sudan lll, che ha evidenziato i lipidi, con una percentuale di colorazione

variabile.

57



1"./."."2

Figure 4: Carcinoma a cellule chiare: presenza di materiale PAS positivo
citoplasmatico granulare, 40x, PAS.

Figura 5: Carcinoma a cellule chiare: assenza di materiale PAS positivo,
successivamente a digestione con diastasi 40x, dPAS.

58



Microscopio elettronica

Il materiale disponibile per la microscopia elettronica era di 5/9 tumori. In 3
su 5 & stata confermata la diagnosi di lipid-rich, per la presenza di numerosi
globuli lipidici moderatamente elettrondensi non delineati da membrana
oppure presenti come aree elettronlucenti a causa dell’'estrazione dei lipidi
durante la processazione. In un caso il citoplasma delle cellule neoplastiche
era fortemente dilatato dalla presenza di abbondante materiale
elettrondenso composto da numerosi granuli liberi di 15-30 nanometri,

interpretato come glicogeno di tipo beta (Fig. 6).
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Figura 6: Cellule neoplastiche, con presenza di abbondante materiale granulare
elettrondenso, riferibile a glicogeno, TEM.

3.2.4 Discussione

| carcinomi a cellule chiare di tipo glycogen-rich sono un raro sottotipo di
carcinoma mammario invasivo, in cui almeno il 90% delle cellule
neoplastiche hanno citoplasma chiaro contenete glicogeno (Tavassoli et al.,
2007). Nel presente lavoro sperimentale €& stato descritto per la prima volta
il sottotipo istologico glycogen-rich nel cane, caratterizzato da cellule
neoplastiche contenenti materiale granulare PAS positivo e granuli PAS

labili dopo digestione con diastasi.
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| carcinomi lipid-rich del cane sono le uniche neoplasie a cellule chiare che
rientrano nella classificazione dei tumori mammari del cane (Goldschmidt et
al., 2011). | lipid-rich sono descritti come neoplasie composte da cellule da
rotonde ad ovali con abbondante citoplasma contenente uno o piu vacuoli
otticamente vuoti che dislocano perifericamente il nucleo (Goldschmidt et
al., 2011). Sulla base della morfologia, nei casi che abbiamo esaminato,
solo 5 di 9 neoplasie, calzavano strettamente queste -caratteristiche
citologiche. Nel caso risultato PAS positivo e dPAS labile, le cellule avevano
un rapporto N:C intermedio, con una moderata quantita di citoplasma
debolmente eosinofilo finemente granulare con vacuolizzazioni
citoplasmatiche che solo occasionalmente dislocavano perifericamente il
nucleo, il quale era generalmente centrale. La caratteristica tipica dei
carcinomi glycogen-rich umani, sono il cosiddetto aspetto “a uovo fritto”, con
citoplasma chiaro e nuclei piccoli e ipercromatici (Rosen et al., 2001).

Nella maggior parte dei casi osservati era presente un fenotipo basal-like,
come occorre nei carcinomi lipid-rich (Russo et al., 2009) e nei glycogen-
rich umani (Kim et al., 2012), indicativo di un comportamento biologico
aggressivo e di una prognosi infausta (Russo et al., 2009; Kim et al., 2012).
L’assenza di reattivita per erbB2, confermava quanto riportato in letteratura
nel cane (Rezaie et al, 2011) e nella donna (Kim et al, 2012).
L’espressione delle citocheratine luminali dimostrava l'origine ghiandolare
delle neoplasie (Abd EI-Rehim et al., 2004) in 7/9 carcinomi a cellule chiare.

In 2 casi 'assenza di espressione della CK19, e la diffusa espressione di
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CK14, calponina e p63, era indicativo di un fenotipo mioepiteliale (Pefa et
al., 2014).

Il riscontro diagnostico di mioepiteliomi e del carcinoma glycogen-rich PAS
positivo e dPAS labile, in tumori precedentemente diagnosticati come
carcinomi lipid-rich, suggerisce che la presenza di vacuolizzazioni
citoplasmatiche sono un parametro istologico poco specifico e che é
necessario I'utilizzo di PAS, PAS diastasi, Sudan Ill e marcatori mioepiteliali
come strumento diagnostico differenziale per i carcinomi mammari a cellule

chiare del cane.

3.2.5 Conclusione

Il carcinoma glycogen-rich pud essere considerato un nuovo sottotipo
istologico di carcinoma mammario del cane, con presenza di citoplasma
chiaro, granuli PAS positivi e dPAS labili, esprimenti un fenotipo triplo
negativo. L'utilizzo di marcatori mioepiteliali, di PAS, dPAS e Sudan III,
viene raccomandato come strumento diagnostico differenziale nei carcinomi

mammari a cellule chiare del cane.
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3.

I FATTORI DI CRESCITA COME PROMOTORI
DELL’ANGIOGENESI TUMORALE

La vascolarizzazione dei tumori € essenziale per la crescita tumorale.
Nonostante i tumori maligni possiedano tutte le aberrazioni genetiche per la
trasformazione maligna, non possono crescere piu di 1-2 mm di distanza
dal vaso, se non possiedono la capacita di promuovere I'angiogenesi
(Kumar et al., 2015). Oltre la crescita del tumore, 'angiogenesi promuove
inoltre la disseminazione metastatica delle cellule neoplastiche (Kumar et
al., 2015).

Normalmente I'angiogenesi non tumore-associata, come ad esempio nella
riparazione delle ferite, occorre attraverso un bilancio tra promotori e inibitori
dellangiogenesi stessa (Kumar et al., 2015). In generale la formazione di
vasi nelle neoplasie avviene mediante un meccanismo detto “angiogenic
switch” attraverso il quale termina lo stadio di quiescenza vascolare e si ha
una maggiore produzione di fattori pro-angiogenici con perdita degli inibitori
dell’angiogenesi (Kumar et al., 2015).

I meccanismi di vascolarizzazione tumorale sono numerosi. Il meccanismo
maggiormente descritto € quello di “sprouting angiogenesis” letteralmente,
angiogenesi per gemmazione, attraverso il quale le cellule tumorali
inducono la propria vascolarizzazione attraverso la gemmazione di capillari
neoformati a partire dai vasi preesistenti, in risposta all'attivita di numerosi

fattori di crescita, tra i cui il fattore di crescita dell’endotelio vascolare
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(VEGF), 'angiopoietina, il fattore di crescita trasformante (TGF), il fattore di
crescita dei fibroblasti (FGF) e il fattore di crescita delle piastrine (PDGF)
(Dome et al., 2007). Un altro meccanismo di angiogenesi & quello di “vessel
co-option”, durante il quale le cellule neoplastiche invadono i vasi dell’'ospite
e crescono in stretto contatto con la superficie degli stessi, sotto stimolo di
VEGF ed angiopoietina (Dome et al., 2007). Inoltre, I'angiogenesi tumorale
pud accadere mediante il proscesso di “Intussusceptive microvascular
growth”, in cui la formazione della rete vascolare avviene con l'inserzione di
colonne di tessuto connettivo (pilastri di tessuto) che determinano Il
frazionamento del lume vascolare (Dome et al., 2007). | principali fattori per
questo tipo di angiogenesi sono il PDGF, TGF-3 ed angiopoteina (Dome et
al., 2007). Diverso dall’angiogenesi €& il meccanismo di vasculogenesi,
definito come la differenziazione in situ delle cellule endoteliali vascolari a
partire da precursori primitivi, la quale normalmente avviene durante
'embriogenesi (Dome et al., 2007). Un meccanismo di vasculogenesi post-
natale & quello della “vasculogenic mimicry”, cosi chiamato per la capacita
delle cellule neoplastiche di formare strutture simil-capillari mimanti il pattern
vascolare embrionale (Folberg et al., 2004).

La proliferazione microvascolare glomeruloide, composta da aggregati
vascolari disordinati e complessi descritti in associazione a neoplasie ad
alto grado come il glioblastoma (Louis et al, 2007), non trova ancora

paternita eziologica ed & oggetto di dibattito.
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3.1.

PROLIFERAZIONE MICROVASCOLARE GLOMERULOIDE E
FATTORI DI CRESCITA DELL’ANGIOGENESI NEI TUMORI
DEI PLESSI COROIDEI DEL CANE

(Contributo sperimentale)

| tumori dei plessi coroidei sono neoplasie intraventricolari derivate
dall’epitelio dei plessi coroidei, costituenti il 7% delle neoplasie primarie
cerebrali del cane (Vandevelde et al., 2012). Macroscopicamente, queste
neoplasie, sono ben demarcate, a crescita espansiva, localizzate nel
sistema ventricolare, hanno un aspetto da granulare a papillare, di colore da
grigiastro a roseo (Fig. 1), e causano compressione del parenchima
cerebrale adiacente (Louis et al. 2007; Vandevelde et al., 2012). | tumori dei
plessi coroidei nel cane occorrono piu frequentemente a livello del IV
ventricolo, ma posso essere presenti a livello dei ventricoli laterali e del lll

ventricolo (Vandevelde et al., 2012).

Figura 1: Aspetto macroscopico di un tumore dei plessi coroidei
localizzato a livello di IV ventricolo (cortesia della Prof.ssa Anna
Oevermann).
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La crescita estrusiva unilaterale attraverso [I'apertura laterale del IV
ventricolo (Fig. 1) & comune nel cane.

| tumori dei plessi coroidei, nelluomo, sono classificati secondo il sistema
classificativo WHO dei tumori del sistema nervoso centrale (Louis et al.
2007) in papillomi dei plessi coroidei (CPP, grado |), papillomi atipici dei
plessi coroidei (aCPP, grado Il) e carcinomi dei plessi coroidei (CPC, grado
[l1). Questo sistema classificativo & stato assunto nel cane, per via delle
omologie istopatologiche con i tumori umani (Westworth et al., 2008). Poco
€ noto riguardo il valore predittivo del sistema umano rispetto al
comportamento biologico, la recidiva e la prognosi dei tumori dei plessi
coroidei del cane. Uno studio di meta-analisi su 566 tumori dei plessi
coroidei umani ha rivelato che l'indice di sopravvivenza in 10 anni, era del
77% per i CPP e del 35% per i CPC. | CPC sono tumori altamente
aggressivi e necessitano di essere distinti dai papillomi e dai papillomi
atipici, di fatto correntemente il grado istologico risulta indicativo per terapie
appropriate, come la terapia neoadiuvante (Sun et al., 2014). In carcinomi
non completamente asportabili chirurgicamente, una combinazione di
chemioterapia e radioterapia pu0 risultare di beneficio terapeutico (Sun et
al., 2014).

L’apporto vascolare & di fondamentale importanza per la crescita e la
disseminazione metastatica dei tumori maligni (Zecchin et al., 2015; Akslen

etal., 2011).
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La proliferazione microvascolare si verifica frequentemente negli
oligodendrogliomi e negli astrocitomi ad alto grado (oligodendrolgioma llI,
glioblastoma multiforme), e per questo viene utilizzata come elemento
istopatologico caratteristico di malignita (Fig. 2) (Louis et al. 2007).

L’indice che valuta lo stato angiogenico della vascolarizzazione tumorale &
denominato densita microvascolare (Brem et al., 1972). Un elevato indice di
densita microvascolare € un fattore prognostico correlato nel’'uomo a tumori
dei plessi coroidei ad alto grado (Tena-Suck, 2015).

La proliferazione microvascolare-tumore associata (MVP) morfologicamente
e costituita da cellule endoteliali, pericitarie e muscolari lisce, multistrato e
mitoticamente attive (Louis et al. 2007). La proliferazione microvascolare,
nei gliomi umani e canini, & spesso definita di tipo glomeruloide, o corpi
glomeruloidi (glomeruloid bodies), cosi chiamata per la somiglianza con i
glomeruli renali (Louis et al. 2007; Cantile e Youssef, 2015).

L’analisi ultrastrutturale dei corpi glomeruloidi ha dimostrato che essi sono
costituiti da aggregati di capillari neoformati, delineati da endotelio
iperplastico e circondati da una lamina basale ed uno strato incompleto di

periciti (Brat et al., 2001).
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Una semplice iper-vascolarita, come stadio precursore della proliferazione
microvascolare di tipo glomeruloide, & stata descritta negli astrocitomi
infiltranti a basso grado (grado Il), caratterizzata da strutture vascolari
normali ma di densita aumentata se comparata con i vasi normali del

cervello (Brat et al., 2001) .

Normal I Infiltrating I Anaplastic I Glioblastoma
Astrocytoma Astrocytoma Multiforme
(WHO Grade Il) (WHO Grade lI) (WHO Grade V)

Figura 2: Schema che mostra la progressione istopatologica da astrocitoma infiltrante
(grado Il) al glioblastoma multiforme (grado IV). Nel grado Il, le cellule tumorali sono
singole e sparse all'interno del neuropilo; I'architettura dei vasi sanguigni e la densita sono
simili alla sostanza bianca cerebrale normale. Nell’astrocitoma anaplastico (grado Ill) le
cellule sono piu numerose ed atipiche. Nel glioblastoma multiforme, &€ prominente
l'iperplasia microvascolare, in particolare la proliferazione vascolare glomeruloide (freccia
bianca) presente in prossimita della la necrosi “pseudopalizzata” (frecce nere). (Brat et al.,
2001).

La principale teoria sulla patogenesi dei corpi glomeruloidi descrive la loro
formazione mediante un meccanismo di cooptazione dei vasi preesistenti
da parte delle cellule neoplastiche, che inducono l'apoptosi dei vasi per un
meccanismo autocrino di resistenza, la necrosi e l'ipossia delle cellule

neoplastiche e dunque l'up-regolazione del fattore di crescita dell’endotelio
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vascolare (VEGF) (Fig. 3), con successiva angiogenesi per gemmazione

(sprouting angiogenesis) (Brat et al., 2001; Gerhardt et al., 2008).

Tumor cells
become hypoxic

Co-option of existing
vessels by tumor cells

Ang-2 mediated apoptosis of endothelial
cells results in tumor cell death

Glomeruloid
Vascular
Proliferation

Figura 3: Cooptazione dei vasi preesistenti da parte delle cellule neoplastiche; le cellule
endoteliali resistono alla cooptazione rilasciando Ang-2, che agisce in maniera autocrina e
causa apoptosi endoteliale e Ila regressione vascolare in assenza di
VEGF. Le cellule neoplastiche nelle immediate vicinanze del vaso degenerato, iniziano ad
andare in contro a necrosi disponendosi a pseudopalizzata. Le cellule neoplastiche
circostanti divengono ipossiche e up-regolano [l'espressione di VEGF, che induce
l'iperplasia vascolare e la formazione della proliferazione glomeruloide. (Brat et al., 2001).

L’iniezione locale di un vettore adenovirale, ingegnerizzato per esprimere
VEGEF, in orecchie di topi atimici, &€ responsabile della formazione dei corpi
glomeruloidi, e delle loro regressione alla sospensione dellinoculo
(Sundberg et al., 2001).

In aggiunta a VEGF, anche il fattore di crescita derivato dalle piastrine
(PDGF) si pensa sia implicato nellontogenesi della proliferazione
microvascolare (Nupponen et al., 2010; Yang et al, 2010). I| PDGF e

secreto dalle cellule endoteliali durante 'angiogenesi e attiva il suo recettore
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tirosin chinasico PDGFRp presente sui periciti (Gerhardt et al., 2008). La
produzione locale di PDGF e la ritenzione del suo ligando sono essenziali
per il reclutamento dei periciti sia durante la normale angiogenesi che
durante la formazione del microambiente tumorale.

In questo studio sperimentale & stata osservata l'occorrenza della
proliferazione microvascolare glomeruloide in un sottoinsieme dei tumori dei
plessi coroidei (CPT) del cane. La proliferazione microvascolare di tipo
glomeruloide non & ancora stata descritta nei CPT, né nel cane, né

nelluomo.

3.1.1. Scopo dello studio

Lo scopo di questo studio sperimentale €& stato di descrivere le
caratteristiche e la prevalenza della proliferazione microvascolare (MVP) nei
tumori dei plessi coroidei (CPT) del cane e di investigare la sua
associazione con il grado istologico e con I'espressione di fattori di stimolo

dell’angiogenesi (VEGF, PDGF) e loro recettori tirosin chinasici.

3.1.2. Materiali e metodi

Il lavoro sperimentale & stato svolto nell’lstituto Neurocenter della Facolta di
Medicina Veterinaria di Berna (CH), sotto la supervisione della Prof.ssa
Anna Oevermann e durante il programma di ricerca Marco Polo della durata

di 5 mesi.
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Collezione della casistica
In questo studio retrospettivo sono stati raccolti un totale di 54 casi di CPT
canini. | casi sono stati collezionati dagli archivi di neuropatologia del:
¢ Neurocenter, Divisione di Ricerca Clinica Sperimentale, Universita di
Berna,
e Dipartimento di Patologia, Microbiologia e Immunologia, Scuola di
Medicina Veterinaria, Davis, Universita della California

¢ Dipartimento di Medicina Veterinaria, Universita di Perugia.

| criteri di selezione dei casi erano una diagnosi istologica di tumore dei
plessi coroidei e la presenza di tessuto cerebrale adiacente al tumore, al
fine di valutare la presenza/assenza della proliferazione microvascolare.
Tutti i tessuti sono stati ottenuti da casi necroscopici, ad eccezione di due
casi bioptici.

Sei plessi coroidei normali (NCP), provenienti da pazienti senza disordini

neurologici, sono stati inclusi come materiale di controllo.

Istologia e grado

| tumori erano disponibili come materiale fissato in formalina ed incluso in
paraffina. Sezioni di 3 micron di spessore sono state tagliate al microtomo a
partire da blocchi di paraffina e routinariamente colorate con Ematossilina e
Eosina (EE).

| tumori sono stati graduati in accordo con il sistema classificativo WHO del
2007 (Tabella 1).
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Microscopicamente, i CPP sono strettamente similari ai plessi coroidei
normali non neoplastici, e sono costituiti da delicate fronde di tessuto
connettivo fibrovascolare, rivestite da un singolo strato di cellule epiteliali
uniformi da cuboidali a colonnari con un nucleo da rotondo ad ovale in
posizione basale (Louis et al., 2007). Gli aCPP sono definiti come papillomi
aventi piu di 2 mitosi in un totale di 10 campi a forte ingrandimento (40x) e
addizionalmente con 2 di 4 caratteristiche di malignita, come un aumento
della cellularita, pleomorfismo nucleare, perdita del pattern papillare e aree
di necrosi (Louis et al.,, 2007). | CPC mostrano palesi segni di malignita,
includenti la presenza di almeno 4 delle seguenti 5 -caratteristiche
istologiche: piu di 5 mitosi in 10 campi a 40x, aumento della densita
cellulare, pleomorfismo nucleare, perdita del pattern papillare con
formazione di tappeti solidi e/o presenza di aree di necrosi (Louis et al.,
2007).

Nel parenchima adiacente alla neoplasia e all'interno dello stroma tumorale

€ stata ricercata la presenza/assenza della proliferazione microvascolare.
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Tabella 1: Grado istologico (secondo Westworth et al., 2008)

Grado Parametri istologici

Grado | <2 di figure mitotiche in 10 campi a forte ingrandimento,
(Papilloma) cambiamenti cellulari e invasione minimi.

Grado Il =2 mitosi in 10 campi a forte ingrandimento, e pud includere

(Papilloma atipico) fino a 2 delle seguenti caratteristiche: aumento della
cellularita, atipie nucleari, perdita del pattern papillare e
aree di necrosi.

Grado lll Almeno 4 delle seguenti caratteristiche istologiche: =5 figure
(Carcinoma) mitotiche in 10 campi a forte ingrandimento, atipia nucleare,
epitelio multistrato, aumento della densita cellulare, perdita
del pattern papillare con formazione di tappeti solidi, e/o
multifocali aree di necrosi.

Western Blot

| campioni di tessuto utilizzati sono stati: plessi coroidei normali, sostanza
bianca cerebrale, midollo osseo e polmone. Ogni campione, composto da
80 mg di tessuto, € stato sospeso e centrifugato in 1 ml di soluzione WB1. |
campioni sono stati successivamente risospesi in Laemmli buffer e
centrifugati e sottoposti a trattamento termico a 99°C per 5. Gel di
poliacrilammide in presenza di sodio dodecil solfato (SDS-PAGE Sodium
Dodecyl Sulphate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) al 15% per il
riscontro di VEGF e PDGF e all8% per il riscontro di PDGFRa e
PDGFRpB, VEGFR1 e VEGFR2 sono utilizzati per [lelettroforesi delle
proteine, ottenuta a 100 Volt per 10’ per il gel di impaccamento (stacking

gel) seguito da un secondo ciclo a 200 Volt per 50’ per il gel di separazione
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(resolving gel). Il trasferimento su membrane di nitrocellulosa & stato
ottenuto a 85 Volt per 1 ora. | siti di legame aspecifici sono stati bloccati con
una soluzione di 1% di latte in polvere in PBS per 1 ora. Le membrane di
nitrocellulosa sono state incubate overnight a 4°C con gli anticorpi primari
anti -VEGF, -PDGF, -PDGFRa, -PDGFRp, -VEGFR1 e -VEGFR2 diluiti
1:200 in soluzione di blocking. Le proteine d’interesse sono state individuate
con l'incubazione delle membrane di nitrocellulosa per 3 ore con I'anticorpo
secondario (anti-rabbit HRP) diluito 1:5000 in soluzione di blocking. | siti di
legame sono stati rivelati con un kit commerciale con substrato
chemiluminescente (Novex® ECL Chemiluminescent Substrate Reagent
Kit, Invitrogen). Una membrana di nitrocellulosa sottoposta al medesimo
protocollo con omissione dell’anticorpo primario & stata utilizzata come

controllo negativo.

Immunoistochimica

Venticinque CPT sono stati selezioni per 'esame immunoistochimico. Per
ogni caso esaminato sono state tagliate 8 sezioni seriali dello spessore di 3
micron. Sono stati utilizzati anticorpi anti-actina muscolare liscia (aSMA),
fattore di von Willebrand (VWF), ki67, fattore di crescita derivato dalle
piastrine (PDGF), Recettore alfa del fattore di crescita derivato dalla
piastrine (PDGFRa), Recettore beta del fattore di crescita derivato dalla
piastrine (PDGFRp), Fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF)

(Tabella 2). Le perossidasi endogene sono state bloccate mediante
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immersione delle sezioni in una soluzione di H,O, al 3% in metanolo, per
30’ a temperatura ambiente.

Per il riscontro di PDGF, PDGFRo, PDGFRf e VWF ¢ stato effettuato uno
smascheramento dei siti antigenici di tipo enzimatico con Proteinasi K (03
115 828 001 Roche 19.2mg/ml) 50ul in 50ml TBS 1x per 15 minuti a 37°C in
bagno termostatico. Lo smascheramento termico €& stata effettuato in
tampone citrato a pH 6,0 in microonde a 95°C, per 20’ al fine di identificare
Ki67 e aSMA, e per 45 per identificare VEGF, entrambi seguiti da
raffreddamento a T° ambiente per 20’.

Le sezioni sono state incubate con gli anticorpi anti-aSMA, -vWF, -ki67, -
PDGF, -PDGFRa, -PDGFRp, -VEGF, overnight a 4°C in frigorifero. Le
specifiche tecniche degli anticorpi utilizzati sono riassunti in Tabella 2.

Il giorno dopo, i siti di legame con 'anticorpo primario sono stati rivelati con
un kit commerciale streptoavidina-biotina-perossidasi (LSAB DAKO Kit
K500). AEC (DAKO Kit K500) e stata utilizzata come cromogeno. | vetrini
sono stati successivamente contro-colorati con ematossilina di Ehrlich.
Come controllo negativo, su sezioni di cervello normale I'anticorpo é stato
omesso e sostituito da PBS, al fine di verificare siti di legame aspecifici
dell’anticorpo secondario. Al fine di valutare la specificita della reazione
immunoistochimica sono stati utilizzati come controlli positivi 6 plessi
coroidei normali provenienti da 6 differenti animali morti per cause non
neurologiche. Inoltre, come controlli positivi sono stati utilizzati i seguenti

tessuti di cane, sottoposti agli analoghi protocolli delle sezioni patologiche
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esaminate: linfonodo (per l'anticorpo anti-ki67), vasi di tessuto cerebrale
normale (per I'anticorpo anti-PDGFRp) e polmone di cane (per gli anticorpi

anti-PDGF, -PDGFRa, -VEGF, -aSMA, -vWF).

Tabella 2: Specifiche tecniche degli anticorpi.

Anticorpo Clone Produttore Diluizione
aSMA 1A4 DAKO, Glostrup, Denmark  1:100
vWF Polyclonal DAKO, Glostrup, Denmark 1:400
Ki67 MIB-1 DAKO, Glostrup, Denmark 1:100

VEGF (147) sc-507 Polyclonal Santa Cruz Biotechnology 1:100
PDGF-B (N-30) sc-127 Polyclonal Santa Cruz Biotechnology 1:200
PDGFRp (958) sc-432  Polyclonal  Santa Cruz Biotechnology 1:100

PDGFRa Polyclonal ~ Santa Cruz Biotechnology 1:100

| risultati immunoistochimici di PDGF,PDGFRa, PDGFRp, VEGF sono stati
valutati nelle cellule epiteliali tumorali, nei plessi coroidei normali, nella
proliferazione microvascolare, ove presente, e nei vasi normali del cervello.
La valutazione € stata condotta in maniera semi-quantitativa, valutando la
percentuale di cellule immunoreattive e assegnando un punteggio da 0 a 4:
0 (assente), 1 (<10%), 2 (10-50%), 3 (51-80%), 4 (81-100%). Inoltre, & stata
valutata I'intensita di colorazione a cui & stato assegnato un punteggio da 0
a 3: 0 (assente), 1 (debole), 2 (distinto) e 3 (forte). | due punteggi venivano

in ultimo moltiplicati tra di loro, per ottenere un punteggio finale, che poteva
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avere come massimale complessivo 12 (Nupponen et al., 2008). | punteggi
ottenuti sono stati ulteriormente suddivisi in 3 gruppi:

e Basso (1-4)

¢ Intermedio (5-8)

e Alto (9-12)

L'immunoreattivita di «SMA and VWF ¢& stata valutata come positiva o
negativa. Per I'anticorpo anti-Ki67, € stato calcolato l'indice di proliferazione,
ottenuto dalla conta dei nuclei positivi sul totale dei nuclei, in 10 campi a
forte ingrandimento (40x). La conta é stata effettuata utilizzando un software

di anali di immagine: ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/index.html).

Analisi statistica

L’analisi statistica & stata effettuata con il software GraphPad Prism 5. La
normalita di distribuzione dei dati € stata valutata con il test D'agostino e
Pearson omnibus, il test Kolmogorov-Smirnov, ed il test di Shapiro-Wilk. |
dati non erano normalmente distribuiti. | dati continui sono stati analizzati
con il test di Mann—Whitney fino a 2 gruppi, e con il test di Kruskal-Wallis
per piu di 2 gruppi. | dati categorici sono stati esaminati con i test Chi-
square and Fisher exact, variabilmente sulla base della dimensione del

campione. Un valore di P < 0,05 era considerato significativo.
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3.1.3. Risultati

Grado istologico e indice di proliferazione nei tumori

In accordo con il Sistema classificativo WHO (Louis DN et al., 2007), su un
totale di 54 tumori, 23 (42%) erano papillomi (Fig. 4) e 31 (58%) erano
carcinomi (Fig. 5). Nessun papilloma atipico (aCPP) e stato identificato. La
localizzazione anatomica dei tumori € stata specificata in Tabella 3; Fig. 6.
In due biopsie (1 papilloma e 1 carcinoma) non €& stato possibile identificare
la localizzazione anatomica.

| papillomi avevano un indice mitotico <2 in 10 campi a 40x e un moderato
numero di essi presentava un aumento della densita cellulare (13/23).
Occasionalmente era presente perdita del pattern papillare, epitelio
multistrato e focolai di necrosi. La desmoplasia & stata osservata in soli 2
papillomi. Una minima invasione stromale & stata osservata in 4/23 casi e
solo un papilloma mostrava diffusione metastatica intraventricolare,
evenienza occasionale nei papillomi dei plessi coroidei, seppur con
caratteristiche citologiche benigne, come gia riportato in letteratura
(Giannuzzi et al., 2013).

L’indice mitotico dei carcinomi era <2 in 14 casi (45%),> 2 in 10 (32%),> 5 in
7 (23%), con un range da 1 a 9 mitosi in 10 campi a 40x. | carcinomi erano
contraddistinti da importanti caratteristiche di malignita, quali 'aumento della
densita cellulare (97%), epitelio multistrato (94%), atipie nucleari (71%) e
perdita del pattern papillare (87%). La desmoplasia e la necrosi sono state

osservate nel 65% e nel 61% dei casi rispettivamente. L'invasivita locale nel
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tessuto cerebrale adiacente € stata osservata in 20/26 casi (77%). Inoltre, 7
casi presentavano diffusione intraventricolare metastatica rispetto al sito
primario e due di essi avevano diffusione metastatica extraventricolare
subaracnoidea spinale. Cinque casi avevano localizzazione subaracnoidea
spinale come sede primaria di localizzazione tumorale, senza alcuna
evidenza di una sede primaria cerebrale ventricolare.

Il grado istologico non influenzava la dimensione del tumore. La dimensione

media era di 10 mm per i papillomi e di 9,84 mm per i carcinomi.

Figura 4: Papilloma dei plessi coroidei: formazioni papillari rivestite da epitelio
monostrato, con assenza di atipie cellulari e similarita con i plessi coroidei normali,
4x, EE.

82



Figure 5: Carcinoma dei plessi coroidei, cellule epiteliali in multistrato con perdita
del pattern papillare e formazione di vaste aree di necrosi, 4x, EE.

Tabella 3: Localizzazione anatomica dei tumori dei plessi coroidei

CPT CPP CPC
N % n % n %
IV ventricolo 25 46% 11 48% 14 45%
lll ventricolo 7 13% 1 4% 6 19%
Ventricoli laterali 15 28% 10 43% 5 16%
Midollo spinale 5 9% 0 0% 5 16%
Biopsie 2 4% 1 4% 1 3%
Totale 54 100 23 100 31 100

CPT: tumori dei plessi coroidei; CPP: papillomi dei plessi coroidei; CPC: carcinomi dei
plessi coroidei; n: numero di casi; %: percentuale di casi
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Figure 6: Carcinoma dei plessi coroidei, localizzazione anatomica a livello di IV
ventricolo,1x, EE.

L’indice di proliferazione ki67 era di 1,031+0,441% (media + deviazione
standard) per i papillomi, con un valore mediano di 0.9435% (range 0,5930-
1,644%). | carcinomi avevano un indice di proliferazione ki67 di
8,316+7,385% (media * deviazione standard), con un valore mediano di
5,149% (range 1,55-24,75%). Il grado istologico dei tumori dei plessi
coroidei correlava significativamente con l'indice di proliferazione (Mann-
Whitney test P= 0,0033), essendo marcatamente piu elevato nei carcinomi
rispetto ai papillomi (Grafico 1). Assumendo il piu alto indice ki67 dei
papillomi (1.644%), come valore di cut-off nella distinzione tra papillomi e
carcinomi, questo valore ha un accuratezza per la diagnosi di carcinoma di

una sensibilita del 94,44% e una specificita del 99,99%.
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| carcinomi con proliferazione microvascolare glomeruloide hanno un indice
Ki67 tendenzialmente piu alto (11.5 + 8.6, media + DS) rispetto ai carcinomi
in cui questa caratteristica € assente (4.9 £ 4.1) (P=0.07).

Ki67 nei plessi coroidei normali era espresso solo raramente, con un indice

di proliferazione di 0.17 £ 0.1759% (media + DS).
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Grafico 1: Indice di proliferazione Ki67 nei papillomi (CPP) e nei carcinomi (CPC)
dei plessi coroidei. L’indice € significativamente piu alto nei carcinomi (P= 0,0033).
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Proliferazione microvascolare

La proliferazione microvascolare associata al tumore & stata osservata in
35/54 (65%) tumori. Sono stati osservati due tipi di proliferazione
microvascolare: la semplice ipervascolarita ed i corpi glomeruloidi. La
semplice ipervascolarita era caratterizzata da un aumento della densita dei
vasi, composti da un singolo lume vascolare, delineato da un endotelio
vascolare rigonfio e circondati da cellule murali (Fig. 7). Questo tipo di
proliferazione microvascolare occorreva in 12/23 papillomi (52%) e in 23/31
carcinomi (74%).l corpi glomeruloidi descrivevano strutture glomerulari
aberranti ed erano caratterizzati da canali vascolari multipli caoticamente
rivestititi da un esuberante proliferazione di cellule murali rigonfie e

disorganizzate (Fig. 8).
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Figure 7: Proliferazione microvascolare di tipo semplice ipervascolare, 20x, EE.
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Figura 8: Proliferazione microvascolare di tipo glomeruloide, 40x, EE.
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| canali vascolari multipli erano delineati da un monostrato di cellule
endoteliali appiattite, solo occasionalmente evidenti. | corpi glomeruloidi
occorrevano in un solo papilloma su 23 (4%), e in 12/31 carcinomi (39%).
Su un totale di 54 tumori, 19 non avevano la proliferazione microvascolare,
di cui 11 erano papillomi e 8 carcinomi. Dunque, la presenza dei corpi
glomeruloidi era significativamente (p=0,0140 Chi Square test) associata
con i carcinomi dei plessi coroidei, rispetto alla semplice ipervascolarita o
'assenza di proliferazione microvascolare, combinatamente (Grafico 2), o
anche se comparata unicamente con [lassenza di proliferazione
microvascolare (p=0,0079 Fisher's exact test). L’ipervascolarita semplice
era rappresentata in entrambi i gruppi, piu elevata nei carcinomi ma con una
associazione non statisticamente significativa (p=0,1492 Fisher's exact
test). Ogni caso che presentava la ipervascolarita semplice mostrava allo
stesso tempo i corpi glomeruloidi. Entrambi i tipi di proliferazione
microvascolare erano principalmente localizzati a livello sub-ependimale nel
parenchima cerebrale adiacente alla neoplasia (Fig. 9) o erano solo
occasionalmente presenti all'interno dellasse stromale delle papille
tumorali. In alcuni casi (5/54) la proliferazione microvascolare di tipo
glomeruloide era localizzata a livello sub-ependimale in siti distanti rispetto
al sito ventricolare primario, andando in alcuni di essi a delineare il completo
sistema ventricolare. Le cellule ependimali in prossimita della proliferazione

microvascolare erano atrofiche, con assenza delle ciglia.
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Le caratteristiche istologiche e la prevalenza della proliferazione

microvascolare nei CPT é riassunta in Tabella 4.

25-
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Grafico 2: Correlazione tra il grado e la proliferazione microvascolare: CPP:
papilloma; CPC: carcinoma; SH: semplice ipervascolarita; GB: corpi glomeruloidi;
NO MVP: assenza di proliferazione microvascolare. Notare la prevalenza dei corpi
glomeruloidi nei carcinomi (p=0,0140 Chi Square test).

livello sub-ependimale nel parenchima cerebrale adiacente alla neoplasia, 4x,
EE.

89



Tabella 4: Caratteristiche istologiche e frequenza della proliferazione
microvascolare dei tumori dei plessi coroidei del cane.

CPT CPP CPC
n % N % n %
Invasione cerebrale 24/49*  49%  4/23  22% 20/26 77%
Indice mitotico <2 36/54 67% 22/23 96% 14/31 45%
Indice mitotico >2 11/54  20% 1/23 4% 10/31 32%
Indice mitotico >5 7/54 13%  0/23 0% 7/31 23%
Aumento della cellularita 43/54 80% 13/23 57% 30/31 97%
Atipie nucleari 23/54  43% 1/23 4% 22/31 1%

Assenza del pattern papillare <50%  35/54 65% 8/23 35% 27/31 87%

Assenza del pattern papillare >50% 1/54 2% 0/23 0% 1/31 3%
Epitelio multistrato 34/54  63% 5/23 22% 29/31 94%
Necrosi 26/54 48%  7/23  30% 19/31 61%
Metastasi intraventricolari 6/50 12% 1/23 4% 7/26 27%
Metastasi subaracnoidee 7/54 13%  0/23 0% 7/31 23%
Desmoplasia 22/54  41%  2/23 9% 20/31 65%
Corpi glomeruloidi 13/54  24% 1/23 4% 12/31 39%
Ipervascolarita semplice 35/54 65% 12/23 52% 23/31 74%
Proliferazione microvascolare 35/54 65% 12/23 52% 23/31 74%
No proliferazione microvascolare 19/54  35% 11/23  48% 8/31 26%
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| tumori dei plessi coroidei con proliferazione microvascolare glomeruloide,
avevano una quantita di necrosi significativamente (p= 0,0256) piu alta
rispetto ai tumori senza i corpi glomeruloidi (Grafico 3). La necrosi era
ristretta all'interno del tumore e non era presente alcuna co-localizzazione
con la proliferazione microvascolare glomeruloide. Per contro i tumori con la
semplice ipervascolarita non mostravano nessuna associazione con la

necrosi (p=0,1935).
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Grafico 3: Correlazione tra i tumori con o senza proliferazione microvascolare
glomeruloide (GB: corpi glomeruloidi) e presenza/assenza di necrosi. | tumori con
corpi glomeruloidi avevano una percentuale di necrosi significativamente piu alta
rispetto ai tumori con assenza di questa caratteristica istologica (p= 0,0256
Fisher's exact test).

Angiofenotipo

La semplice ipervascolarita e | corpi glomeruloidi erano entrambi composti
da cellule murali fortemente positive ad oSMA (Fig. 10). Le cellule
endoteliali che delineavano i canali vascolari erano fortemente positive a

VWF nella semplice ipervascolarita, ma debolmente e non ovviamente
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positive nei corpi glomeruloidi (Fig. 11). Le cellule murali nei corpi
glomeruloidi erano la componente cellulare prevalente, se comparate con
I'esiguo numero di cellule endoteliali.

Ki67 colorava i nuclei delle cellule endoteliali e delle cellule murali dei corpi
glomeruloidi (Fig. 12) e della semplice ipervascolarita. | vasi normali solo

raramente esprimevano Ki67.

Figura 10: Corpi glomeruloidi con numerose cellule murali fortemente
positive per aSMA, 20x, AEC.

92



Figura 11: Corpo glomeruloide con un esiguo numero di cellule
endoteliali debolmente reattive per vWF, 40x, AEC.

® o
@
»
.

.
“e
7
L
“
)
[) 2
N
F B
o®
L
-
.
o ®ay

v

(..

)
b )
; @
. .
.
(T
[ 4
&
L ]
e
o
4. se
to »
o
L S
>
o0
k4
o
..

O
3
1®h 2

».

'.‘{;‘ S o W Mo 5
b \ = S 5 R ¢ o
" ? . (c ‘QQ > f :; ’q ",ef* 28"e S‘\i " ﬁ o %a's’
. 2 o‘o ‘@) o .\’.4 e -“'5‘»1,' ?,' ¢ &O.. « P :
SR e 0% TN 950000 a P 5 ‘el
¢ A o NH® oo asYe A

8e.® w» - .
T ',5'. .,..Oa,':, %)‘g‘ §s_' 2ol ay :

o4 S WD ¢ g ® "\\3.‘
e *s% o/t ¢ oA..".. 0“1” 5"? ‘& o ) .." '6““"'f ; e
MR IR s o Nl SR -0

* 2 set g0l 4 . $ b

L e
e 4 ° :z: % ..‘o?'. L
: - R Y (2 oy R e X o i o

Figura 12: Proliferazione microvascolare glomeruloide immunoreattiva
per Ki67, 20x, DAB.

93



Western Blot

VEGF, PDGF, PDGFRa and PDGFRp sono stati trovati a livello del loro
peso molecolare atteso, verificando la cross-reattivita per la specie canina.
Per contro, nessuna banda é stata evidenziata per VEGFR1 e VEGFR2,
pertanto esclusi dallo studio immunoistochimico. VEGF €& stato trovato in
campioni di cervello, sia nella forma monomerica (24 kDa) che nella forma
dimerica (42 kDa). PDGF e stato riscontrato in campioni di cervello, nella
forma dimerica, con due bande a 31 e 42 kDa. PDGFRa € stato trovato
nella forma monomerica (170 kDa) nei plessi coroidei normali. PDFGFRp &
stato riscontrato nei plessi coroidei normali e nel polmone, nella forma
monomerica ad un peso molecolare di 190 kDa. Le bande aspecifiche sono

state evidenziate grazie al controllo negativo.
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Fattori di crescita e recettori tirosin chinasici nei tumori
PDGF, VEGF, PDGFRo e PDGFRp erano espressi nella maggior parte dei

tumori dei plessi coroidei.

Fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF)

PDGF era diffusamente espresso nel citoplasma di tutti i controlli (6 di 6), ed
era inoltre presente in 7 casi di plessi coroidei normali adiacenti alla
neoplasia. PDGF era espresso in 24 di 24 tumori con due differenti pattern
di colorazione: colorazione citoplasmatica diffusa granulare da lieve a
moderata o aggregati cellulari multifocali con intensa colorazione
citoplasmatica (Fig. 13). Il punteggio di colorazione era significativamente
piu basso nei carcinomi e nei papillomi rispetto ai plessi coroidei normali

(Kruskal-Wallis test p=0,0040) (Grafico 4).

Figura 13: Espressione di PDGF forte e intensa nel citoplasma di un
carcinoma, 40x, AEC.
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Nessuna correlazione tra i gruppi di espressione (basso, intermedio, alto) e

il grado € stata evidenziata (test di Spearman R=0.486480)
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Grafico 4: punteggio di espressione di PDGF nei plessi normali (NCP), nei
papillomi (CPP) e nei carcinomi (CPC). L’espressione si riduce significativamente
nei tumori rispetto ai NCP (p=0,0040).

Recettore alfa del fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGFRa)

PDGFRa era espresso in tutti i controlli (6 di 6), ed era inoltre presente in 7
casi con plessi coroidei normali adiacenti alla neoplasia. L’espressione era
membranosa in 2/10 controlli e citoplasmatica in 7/10 controlli. La maggior
parte dei CPT (24/25) esprimeva PDGFRa. | papillomi presentavano
espressione membranosa in 2/6 casi (33%) ed espressione citoplasmatica
in 4/6 (67%). | carcinomi avevano espressione membranosa (Fig. 14) in
10/18 casi (56%) ed espressione citoplasmatica in 8/18 (44%). Il punteggio

di espressione di PDGFRa era lievemente aumentato nei carcinomi e nei
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papillomi se comparato con i plessi coroidei normali, ma senza
un’associazione significativa (Kruskal-Wallis test p=0,8426). PDGFRa
aveva un punteggio di espressione elevato (9-12), nei papillomi e nei
carcinomi (Grafico 5), assente nei plessi normali, sebbene non fosse
presente una correlazione significativa (test di Spearman R= 0, 248 p=

0,149).

Figura 14: Espressione membranosa di PDGFRa in un
carcinoma, 20x, AEC.
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Grafico 5: Score di espressione di PDGFRa basso (0-4), intermedio (5-8), alto (9-
12) in plessi coroidei normali (NCP), papillomi (CPP) e carcinomi (CPC). In rosso
espressione alta nei carcinomi e nei papillomi, assente nei plessi normali.

Recettore beta del fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGFR/3)

PDGFRp era espresso in 4/6 controlli, ed era inoltre presente in 4 casi con
plessi coroidei normali adiacenti alla neoplasia. L’espressione era
membranosa in 7/8 controlli e citoplasmatica in un solo controllo. Ventuno di
25 CPT esprimevano PDGFRp. | papillomi presentavano espressione
membranosa in 3/4 casi (75%) ed espressione citoplasmatica in 1/4 (25%).
| carcinomi avevano espressione membranosa (Fig. 15) in 15/17 casi (88%)
ed espressione citoplasmatica in 2/17 (12%). Il punteggio di espressione di
PDGFRpB era lievemente aumentato nei carcinomi e nei papillomi se
comparato con i plessi coroidei normali, ma senza un’associazione

significativa (Kruskal-Wallis test p= 0,2944). Solo i carcinomi avevano un
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punteggio alto, che invece era assente in plessi normali e papillomi (Grafico
6) sebbene non fosse presente una correlazione statisticamente

significativa (test di Spearman R=0,248 p=0,149).

Figura 15: Espressione membranosa intensa del PDGFRf
in un carcinoma, 20x, AEC.
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Grafico 6: Score di espressione di PDGFRp basso (0-4), intermedio (5-8), alto (9-
12) in plessi coroidei normali (NCP), papillomi (CPP) e carcinomi (CPC). In rosso
espressione alta nei carcinomi, assente nei papillomi e nei plessi normali.

Fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF)

VEGF era espresso intensamente nel citoplasma di tutti i plessi coroidei
normali (6/6), e in 4 plessi coroidei normali localizzati in prossimita della
neoplasia. VEGF era moderatamente presente nel citoplasma (Fig. 16) di
24/25 CPT. Il punteggio di espressione di VEGF era significativamente
ridotto nei carcinomi e nei papillomi se comparato con i plessi coroidei
normali (Grafico 7) (Kruskal-Wallis test p=0,0008). VEGF aveva un
punteggio di espressione elevato (9-12), nei plessi coroidei normali con una
correlazione significativa (test di Spearman R=0, 561183 p=0,0004). Non &

stata individuata alcuna co-localizzazione dell’espressione di VEGF da
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parte delle cellule neoplastiche e la presenza di necrosi (Kruskal-Wallis test

p=0,1966) (Grafico 8).

Figure 16: espressione citoplasmatica di VEGF, moderata nel
carcinoma (sinistra), intensa nei plessi normali (a destra), 20x,
AEC.
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Grafico 7: punteggio di espressione di VEGF nei plessi normali (NCP), nei
papillomi (CPP) e nei carcinomi (CPC). L’espressione si riduce significativamente
nei tumori rispetto ai NCP (Kruskal-Wallis test p=0,1966).
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Grafico 8: Punteggio di espressione di VEGF in tumori con presenza e assenza di
necrosi. Nessuna evidenza di associazione (p=0,1966).
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| valori mediani del punteggio di espressione dei fattori di crescita e recettori
tirosin chinasici nei plessi coroidei normali, nei papillomi e nei carcinomi

sono riassunti in Tabella 5.

Non & stata trovata nessuna associazione tra I'espressione di fattori
dell’angiogenesi né con l'indice di proliferazione Ki67, né con le dimensioni

della neoplasia.

Tabella 5: Punteggio (score) di espressione mediano dei fattori di crescita e
recettori nei plessi normali (NCP), nei papillomi (CPP) e nei carcinomi (CPC).

Score NCP Score CPP Score CPC

(mediana) (mediana) (mediana)
PDGF 8 4 4
PDGFRa 8 7 8
PDGFRpB 3,5 3,5 4
VEGF 12 5 6

Fattori di crescita e recettori tirosin chinasici nella proliferazione

microvascolare

Fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF)

PDGF era espresso dalla maggior parte dei vasi normali (80%) a livello
endoteliale e pericitario con intensita da debole a moderata. Per contro, la
proliferazione microvascolare generalmente non esprimeva PDGF (negativa
in 23/25 casi; 92%). Solo in due casi era presente una colorazione
citoplasmatica debole e inconsistente a livello dei periciti e delle cellule

muscolari lisce della proliferazione microvascolare. Pertanto, I'espressione
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di PDGF, era significativamente piu bassa nella proliferazione
microvascolare rispetto ai vasi normali (Grafico 9) (Mann Whitney test

P<0.0001).
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Grafico 9: Punteggio di espressione di PDGF nella proliferazione microvascolare
(MVP) e nei vasi normali (NV), notare la piu alta espressione nei NV rispetto alla
MVP.
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Recettore alfa del fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGFR«)

Endotelio e periciti dei vasi cerebrali normali esprimevano PDGFRa in
24/25 casi. Endotelio e periciti della proliferazione microvascolare
esprimevano debolmente PDGFRa solo in 11/18 casi. Il punteggio di
espressione era significativamente piu basso nella proliferazione
microvascolare rispetto ai vasi normali (Grafico 10) (Mann Whitney test p=

0,0011).

PDGFRa
10-
8- EEEEEER
o 6- [ ] ]
(]
8 44 (XXX X %
° ENEEEEE
2- [ ] ]
i -
01l—eo-o0900o »
Q Q
& S

Grafico 10: Punteggio di espressione di PDGFRa nella proliferazione
microvascolare (MVP) e nei vasi normali (NV), notare la piu alta espressione nei
NV rispetto alla MVP.
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Recettore beta del fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGFR/3)

PDGFR} era espresso da endotelio e periciti dei vasi normali del cervello in
14/25 casi (56%), con una punteggio di colorazione (Grafico 11)
sostanzialmente piu debole rispetto alla proliferazione microvascolare
(Mann Whitney test p=0,0131). In questa, PDGFRp era espresso in 16/18
CPT (89%), prevalentemente a livello di cellule murali, € occasionalmente

da cellule endoteliali.
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Grafico11: Punteggio di colorazione di PDGFRp significativamente piu alto nella
proliferazione microvascolare (MVP) rispetto ai vasi normali (NV) (p=0,0113).
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Fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF)

In tutti i casi esaminati (25/25) i vasi cerebrali avevano un’espressione
endoteliale di VEGF, con un punteggio di colorazione (Grafico 12)
significativamente piu alto rispetto alla proliferazione microvascolare (Mann
Whitney test p=0,0015). In questa, VEGF era espresso dall’endotelio e

occasionalmente dalle cellule murali di 17/18 CPT.
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Grafico 12: Punteggio di espressione di VEGF piu basso nella proliferazione
microvascolare (MVP) rispetto ai vasi normali (NV) (p= 0,0015)
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| valori mediani del punteggio di espressione dei fattori di crescita e recettori
tirosin chinasici nella proliferazione microvascolare e nei vasi normali sono

riassunti in Tabella 6.

MVP NV
(mediana) (mediana)
PDGF 0 2
PDGFRa 1,5 3
PDGFRp 8 2,5
VEGF 4 7

Tabella 6: Punteggio di espressione mediano dei fattori di crescita e recettori
tirosin chinasici nella proliferazione microvascolare (MVP) e nei vasi normali (NV).

3.1.4.Discussione

| tumori dei plessi coroidei sono rare neoplasie intraventricolari,
frequentemente localizzate nel cane a livello del IV ventricolo (Westworth et
al., 2008; Nentwig et al, 2012). In base alle somiglianze istologiche
osservate con i tumori dei plessi coroidei delluomo, nel cane e
correntemente applicato il sistemo di classificazione e grading WHO umano
(Louis et al., 2007; Westworth et al., 2008). | nostri i risultati riguardo l'indice
di proliferazione Ki67 correlavano significativamente con il grado, indicativo
di una piu alta attivita proliferativa nei carcinomi. Questi risultati sono in
linea su quanto riportato nei tumori dei plessi coroidei dell’uomo, in cui &
descritto un progressivo aumento dell'indice di proliferazione dai plessi
coroidei normali ai carcinomi (Rickert et al., 2001; Carlotti et al., 2002;

Wrede et al., 2009). Nelluomo l'indice di proliferazione & considerato un
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importante indice prognostico, associato all’aggressivita del tumore, al
decorso clinico e terapeutico (Sun et al., 2014). | nostri dati suggeriscono
che il Ki67 potrebbe essere un promettente marcatore in grado di stimare il
comportamento biologico dei tumori dei plessi coroidei del cane, ma sono
necessari studi prospettici in grado di validare il valore predittivo del
comportamento biologico del grado WHO umano nei tumori del cane.

La vascolarizzazione tumorale € fondamentale per la crescita e la diffusione
metastatica delle neoplasie (Kumar et al, 2015). La proliferazione
microvascolare € una caratteristica istopatologica degli astrocitomi di grado
IV (glioblastoma) e degli oligodendrogliomi di alto grado nel’'uomo (Louis et
al., 2007) e nel cane (Lipsitz et al., 2006). La proliferazione microvascolare
glomeruloide €& associata con un comportamento biologico tumorale
aggressivo, una ridotta sopravvivenza, e un aumento dei tassi di recidiva in
melanomi, carcinomi mammari, prostatici ed endometriali (Straume et al.,
2002). Inoltre, la proliferazione microvascolare glomeruloide € correlata con
una mancanza di risposta alla chemioterapia nel carcinoma mammario
(Akslen et al., 2011). Nel nostro lavoro i corpi glomeruloidi sono
significativamente e chiaramente prevalenti nei carcinomi (p=0,0140),
suggestivo che i corpi glomeruloidi possono essere utilizzati come marcatori
istologici di malignita nei tumori dei plessi coroidei del cane. Il meccanismo
patogenetico sottostante la genesi dei corpi glomeruloidi € materia di
dibattito. | corpi glomeruloidi probabilmente originano mediante un

meccanismo di captazione dei vasi pre-esistenti (vessel co-option) (Brat et
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al., 2001; Dome et al., 2003). In un modello murino, la proliferazione
microvascolare € indotta dal VEGF, mediante un meccanismo di “sprouting
angiogenesis”, che porta alla formazione di corpi glomeruloidi composti da
un vaso madre circondato da numerose cellule endoteliali altamente
proliferative e da un ridotto numero di periciti (Sundberg et al., 2001). In un
altro studio, in cui sono state indotte sperimentalmente metastasi cerebrali
in un modello murino, i corpi glomeruloidi originano effettuando una trazione
sui vasi pre-esistenti e portando ad un processo di rimodellamento degli
stessi, formando una rete capillare ripiegata caotica ed aggrovigliata, senza
evidenza di attivita di ramificazione ed angiogenesi (Dome et al., 2003). I
meccanismo classico descritto per la formazione dei corpi glomeruloidi negli
astrocitomi avviene attraverso la captazione dei vasi capillari pre-esistenti,
che resistono alla captazione attraverso il rilascio di Angiostatina-2, che
causa l'apoptosi delle cellule endoteliali (Brat et al., 2001). Le cellule
astrocitarie adiacenti vanno incontro a necrosi e creano il tipico pattern di
necrosi a pseudo-palizzata. Le cellule neoplastiche in prossimita della
necrosi vanno incontro ad ipossia e up-regolano 'espressione di VEGF, che
stimola l'iperplasia vascolare tra cui la proliferazione glomeruloide (Brat et
al., 2001). Nei casi da noi osservati, i tumori con proliferazione
microvascolare di tipo glomeruloide, erano piu frequentemente associati alla
presenza di necrosi, rispetto ai tumori senza corpi glomeruloidi (p=0,0256).
Comunque non era presente una co-localizzazione spaziale della necrosi e

della proliferazione microvascolare, e a differenza dei gliomi, nei nostri casi
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sembra che questi due eventi occorrano indipendentemente 'uno dall’altro.
Questa caratteristica & avvalorata dalla conformazione anatomica dei corpi
glomeruloidi, che sono strutturalmente caratterizzati da un ridotto numero di
cellule endoteliali, debolmente positive al VvWF, suggestivo di una
proliferazione endoteliale non dipendente da VEGF. Questi dati sono
indicativi del fatto che la formazione della proliferazione glomeruloide nei
tumori dei plessi coroidei del cane & guidata da un meccanismo differente
rispetto a quello dei gliomi. Nelluomo, analogamente, la formazione dei
corpi glomeruloidi nei melanomi, carcinomi endometriali (Straume et al.,
2002) e nei tumori polmonari non a piccole cellule & indipendente
dall’espressione di VEGF (Tanaka et al, 2003). La proliferazione
microvascolare era principalmente localizzata a livello sub-ependimale nel
parenchima cerebrale. La localizzazione sub-ependimale suggerisce una
possibile permeabilita dei fattori di crescita presenti nel liquido
cefalorachidiano, ma sono necessari ulteriori studi per confermare questa
ipotesi.

L’espressione di aSMA e PDGFRp indicano che i corpi glomeruloidi nei
tumori dei plessi coroidei del cane, sono principalmente composti da periciti
reattivi (Armulik et al., 2011). Generalmente i periciti quiescenti, nel sistema
nervoso centrale non esprimono aSMA, che viene espressa solo in
condizioni patologiche come I'angiogenesi tumorale, la fibrosi tissutale e
I'infammazione (Armulik et al., 2011). Il PFGRp & considerato un marcatore

specifico per i periciti cerebrali (Armulik et al., 2011). | corpi glomeruli nella

111



nostra casistica erano costituiti da un basso numero di cellule endoteliali,
con un rapporto cellule endoteliali : periciti sbilanciato, suggestivo di
un’abbondanza pericitaria (Armulik et al., 2011). | periciti iperplastici sono
stati descritti come componente principale nella proliferazione
microvascolare glomeruloide nei gliomi umani ad alto grado (Sun et al.,
2014). Una via di segnale che opera nella comunicazione tra cellule
endoteliali e periciti € quella del PDGF/PDGFRs (Ribatti et al., 2011).
Normalmente durante l'angiogenesi iI PDGF & prodotto dalle cellule
endoteliali e attiva il recettore beta espresso dai periciti, indicativo di un tipo
di comunicazione paracrina tra questi due tipi cellulari (Ribatti et al., 2011;
Armulik et al., 2005; Armulik et al., 2011). Il PDGF promuove dunque il
reclutamento e la proliferazione dei precursori dei periciti (Ribatti et al.,
2011). Nella nostra casistica il PDGF era quasi del tutto assente nella
proliferazione microvascolare, ma era espresso dalle cellule neoplastiche,
rappresentando potenzialmente una risorsa che pu® agire sui periciti della
proliferazione microvascolare esprimenti il recettore beta.

Oltre ad essere coinvolto nell’angiogenesi tumorale e nel reclutamento dello
stroma tumorale, la via PDGF/PDGFR & stata descritta inoltre per la
stimolazione autocrina delle cellule neoplastiche (Nupponen et al., 2008).
PDGF e VEGF erano espressi dalla maggior parte dei tumori, sebbene con
una riduzione rispetto ai plessi normali. Questi risultati possono essere
giustificati con la conformazione anatomica e funzionale dei plessi coroidei

normali. | plessi coroidei sono strutture papillari composte da cellule
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epiteliali cuboidali ependimali modificate, che rivestono un asse stromale
con endotelio fenestrato (Markland et al., 2010; Maharaj et al., 2006). Al fine
di mantenere la fenestratura i plessi coroidei presentano un fenotipo
“angiogenico”, mostrando dunque elevati livelli di fattori pro-angiogenici
come il VEGF (Maharaj et al.,, 2006; Maharaj et al., 2008). Il blocco di
VEGEF, insieme al blocco del TGF-B (Transforming growth factor beta),
induce I'assenza delle fenestrature e l'ispessimento dell’endotelio capillare,
con perdita dei microvilli e lo sviluppo di edema peri-ventricolare (Maharaj et
al., 2008). Dunque, non & sorprendente trovare una riduzione dei fattori di
crescita nei tumori rispetto ai plessi normali, ulteriormente aggravata dalla
dedifferenziazione cellulare che occorre nelle neoplasie. Una elevata
espressione di PDGFRa € stata riscontrata nei carcinoma rispetto ai plessi
coroidei normali, sebbene in assenza di un’associazione statisticamente
significativa (p=0,8426). Il piu alto punteggio di espressione di PDGFRp &
stato riscontrato unicamente nei carcinomi, senza perd un’associazione
statisticamente significativa (p=0,2944). | recettori o e p di PDGF sono
espressi nei papillomi, nei papillomi atipici € nei carcinomi dei plessi coroidei
del’l'uomo (Nupponen et al., 2008), ma la fosforilazione del recettore 3 &
significativamente aumentata nei carcinomi rispetto ai papillomi (Koos et al.,
2009; Safaee et al., 2013). La sovraespressione del recettore € inoltre
correlata con lo stato di amplificazione del gene PDGFRB. Nel presente
studio & stata riscontrata una concomitante espressione di PDGF e di suoi

recettori tirosin chinasici nei tumori dei plessi coroidei. La sovraespressione
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dei recettori di PDGF, & associata con una ridotta sopravvivenza, una
maggiore progressione tumorale e diffusione metastatica in una serie di
tumori umani (Raica e Cimpean, 2010). L'impossibilitd di una resezione
chirurgica totale unitamente all’assenza di un protocollo chemioterapico
unitario (Sun et al., 2014), fa si che l'identificazione dei recettori tirosin
chinasici sia una promettente possibilita terapeutica nel trattamento dei
tumori dei plessi coroidei dei bambini (Nupponen et al., 2008). L’utilizzo di
inibitori tirosin chinasici (imatinib mesylate) nelluomo ha raggiunto successi
terapeutici nel dermatofibroma protuberans, nel glioblastoma, nei carcinomi
prostatici ed ovarici (Raica e Cimpean, 2010). L’inibizione dei recettori di
PDGF & mirata non solo verso le cellule tumorali ma anche verso le cellule
endoteliali, inducendo un aumento combinato dell'indice apoptotico del

tumore ed una ridotta densita microvascolare (Raica e Cimpean, 2010).

2.1.5. Conclusione

In conclusione il grado istologico dei tumori dei plessi coroidei, con
particolare riferimento ai carcinomi, correla significativamente con I'indice di
proliferazione e con la proliferazione microvascolare di tipo glomeruloide.
Mentre nessuna associazione €& stata riscontrata tra semplice
ipervascolarita e grado tumorale. Ovviamente, € necessario che questi dati
vengano confermati da studi prospettici, dato che non & chiaro quanto il
sistema classificativo umano rifletta realmente il comportamento biologico
dei tumori dei plessi coroidei del cane. La via PDGF/PDGFRs nei tumori dei

plessi coroidei del cane, si pensa possa essere coinvolta nel reclutamento
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dei periciti e nella formazione dei corpi glomeruloidi. Nelluomo non &
ancora chiaro se la proliferazione glomeruloide sia una forma accelerata di
angiogenesi, o una forma disfunzionale abortiva (Dome et al., 2007). | nostri
risultati suggeriscono che lo “switch” angiogenico sia guidato da una non
regolata ed aberrante via di PDGF, coinvolta nella formazione dei corpi
glomeruloidi. | nostri dati forniscono le prime prove che la proliferazione
microvascolare glomeruloide e l'indice di proliferazione possano servire

come marcatori di malignita nei tumori dei plessi coroidei del cane.
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4.

| FATTORI DI CRESCITA NELLA DIFFERENZIAZIONE
CELLULARE

| fattori di crescita sono fondamentali per la differenziazione cellulare. Da

studi su cellule staminali pluripotenti umane é stato evidenziato che i fattori
di crescita possono essere suddivisi in 3 grandi classi in grado di produrre

un effetto di differenziazione e selezione cellulare (Schuldiner et al., 2000):

e Fattori in grado di indurre una differenziazione mesodermica: Activina
A e fattore di crescita trasformante-beta 1 (TGF- 1).

e Fattori in grado di indurre una differenziazione sia mesodermica che
ectodermica: acido retinoico, fattore di crescita epidermico (EGF),
proteina morfogenica dellosso (BMP-4), e fattore di crescita basico
dei fibroblasti (bFGF o FGF2)

e Fattori in grado di indurre una differenziazione verso tutti e tre i
foglietti embrionali, incluso I'endoderma: fattori di crescita dei nervi
(NGF) e fattore di crescita degli epatociti (HGF).

Durante I'embriogenesi e la crescita, numerosi fattori di crescita,
intervengono nella differenziazione cellulare. Ad esempio nella
differenziazione ossea sono fondamentali 'FGF, il TGF, e le BMP (Craig et
al., 2015). Una mutazione puntiforme del gene che codifica per il recettore
del fattore di crescita dei fibroblasti-3 (FGFR3) & responsabile di
condrodisplasia su base genetica nelle pecore (Beever et al., 2006; Craig et

al., 2015).
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4.1.

CONDRODISPLASIA BOVINA DI ELLIS VAN CREVELD

(Contributo Sperimentale)

La sindrome di Ellis-van Creveld (EvC) & una sindrome clinica complessa,
primariamente descritta nei bambini, che si presenta con arti accorciati,
ritardo nella crescita ossea, polidattilia post-assiale, difetti ectodermici e
difetti cardiaci (Ellis et al., 1940). Epidemiologicamente, questa sindrome &
estremamente diffusa nella comunita Amish della contea di Lancaster
(USA), a causa dellendogamia (Mckusick et al., 1964). In uno studio su 52
pazienti Amish, 30 soggetti sono morti sotto i 6 mesi di etd a causa di
questa sindrome (Mckusick et al., 1964). La sindrome di Ellis-van Creveld &
un disordine autosomico recessivo, causato da una mutazione del gene
EVC, localizzato nelluomo sul cromosoma 4 (Polymeropoulos et al., 1996).
Takeda et al, hanno mappato il locus responsabile di nanismo
condrodisplasico in bovini di razza Bruna Giapponese in una regione
ortologa al cromosoma umano 4p16 (Takeda et al., 2002). Gli Autori, negl
animali affetti da nanismo, hanno riscontrato due mutazioni in un gene
contiguo al gene EVC, chiamato LIMBIN (Takeda et al, 2002).
Successivamente, in pazienti umani, sono state identificate mutazioni
nell’ortologo umano di LIMBIN, denominato EVC2, responsabile di ulteriori
fenotipi della sindrome clinica (Galdzicka et al., 2002). L’assenza di
mutazioni funzionali nelle proteine codificate dai geni EVC and EVC2, porta

alla sindrome di Ellis van Creveld, un disordine recessivo. In contrasto, a
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causa di mutazioni funzionali nella porzione terminale di una delle proteine
codificate dai geni EVC and EVC2, porta alla sindrome di Weyers, un
disordine autosomico dominante, a generalmente meno grave, con
dominanza incompleta (Ruiz-Perez et al., 2009). Questi disordini sono
inclusi in un gruppo di malattie chiamate ciliopatie, caratterizzate da
anomalie nelle cilia primarie. Mutazioni dei geni EVC ed EVC2 pud causare
disfunzione ciliare, a ragion del fatto che questi geni sono coinvolti nello
sviluppo delle cilia primarie (Kamal et al., 2010). | geni EVC ed EVC2
codificano per le proteine EVC e LIMBIN, rispettivamente, proteine
transmembrana localizzate nei corpi basali delle cilia primarie (Kamal et al.,
2010). L’analisi di modelli murini con sindrome di Ellis-van Creveld ha
dimostrato un segnale abnorme per le proteine Hedgehog (Ruiz-Perez et
al., 2007). Le Hedgehog (Hh) appartengono a una famiglia di peptidi
secretori, aventi un ruolo importante nello sviluppo dei vertebrati, in quanto
controllano numerose fasi della differenziazione cellulare. Difetti genetici e
anomalie nel pathway delle Hh causa gravi anomalie scheletriche craniali,
assili e appendicolari, nelluomo e in altri vertebrati (Tavella et al., 2004).
Topi transgenici che sovraesprimono Sonic hedgehog (SHH) sono affetti da
grave craniorachischisi e difetti ossei costali, sternali e a livello di ossa
lunghe con disorganizzazione della cartilagine di accrescimento (Tavella et
al., 2004).

| condrociti nella cartilagine di accrescimento sono soggetti all'influenza di

una miriade di fattori extracellulari, sia sistemici che fattori solubili locali,
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cosi come componenti della matrice extracellulare (Little et al., 2005). |
principali componenti della matrice extracellulare cartilaginea sono |l
collagene ll-cartilagine fibrillare specifico, con acido ialuronico e aggregati di
proteoglicano-aggrecano, i quali conferiscono alla cartilagine le sue speciali
proprieta fisiche. Nel momento in cui avviene l'ipertrofia dei condrociti, la
sintesi del collagene |l € soppressa ed inizia la sintesi del collagene X (Little
et al, 2005). Il collagene X & primariamente riscontrato nella zona
ipertrofica e il suo ruolo & di facilitare la deposizione di calcio all'interno della
matrice (Burdan et al., 2009). Dunque, il collagene Il pu0 essere utilizzato
come marcatore di formazione della matrice cartilaginea e il collagene X,
come marcatore di ipertrofia condrocitaria (Shibata et al., 1997).

Il Fibroblast growth factor (FGF) & essenziale per 'ossificazione encondrale.
Mutazioni di FGF causano acondroplasia, la piu comune displasia
scheletrica umana. Recentemente, é stata identificata una forma di nanismo
condrodisplasico nei bovini di razza Grigia Alpina (Murgiano et al., 2014).
Uno studio di re-sequenziamento completo del genoma ha evidenziato un
singolo gene causale della malattia: il gene EVC2. |l sequenziamento di
Sanger, ha evidenziato la delezione di due paia di basi nell’esone 19 di
EVC2, considerata dunque l'eziologia del nanismo condrodisplasico nei

bovini di razza Grigia Alpina (Murgiano et al., 2014).
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4.1.1.Scopo dello studio

Lo scopo dello studio sperimentale € stato di:

1) descrivere le caratteristiche macroscopiche ed istologiche della
sindrome di Ellis-van Creveld in bovini di razza Grigia Alpina,
spontaneamente affetti e con mutazione nota del gene EVC2.

2) Valutare il grado di differenziazione e l'indice di proliferazione della
cartilagine di accrescimento, al fine di individuare il meccanismo
patogenetico sottostante la sindrome di Ellis-van Creveld.

3) Determinare il livello di espressione del’lmRNA di EVC ed EVC2

nelle ossa dei bovini con condrodisplasia.

4.1.2. Materiali e metodi
Lo studio e stato realizzato in collaborazione con I'Universita di Berna (CH),

con l'universita di Massey (NZ) e TAUSL di Bolzano.

Esame necroscopico ed istologico

Cinque vitelli (3 femmine e 2 maschi, di eta compresa tra i 2 mesi e 1 anno),
con diagnosi clinica di condrodisplasia sono stati sottoposti ad esame
necroscopico. La diagnosi di sindrome di EvC, & stata preventivamente
identifica, dato che gli stessi animali erano stati inclusi nello studio che ha
trovato la delezione sul gene EVC2 (Murgiano et al., 2014). Le ossa di due

bovini di razza Grigia Alpina, di 4 e 6 mesi di eta, regolarmente macellati,
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sani e non affetti dalla mutazione genica, sono state utilizzate come
controlli. Le ossa e i tessuti molli sono state campionate e fissate in
formalina tamponata al 10%. Le sezioni di ossa, di 1 cm di spessore,
ottenute dal sezionamento longitudinale con sega rotante a nastro verticale,
successivamente alla fissazione sono state decalcificate in una soluzione di
EDTA al 10%.

| campioni sono stati processati e inclusi in paraffina, secondo procedure
routinarie. Sezioni di 4 micron di spessore, di tessuti molli e tessuti duri
campionati, sono state tagliate al microtomo e colorate con ematossilina-

eosina (EE).

Immunoistochimica

Dai campioni di osso decalcificato ed incluso in blocchi paraffina sono state
tagliate al microtomo cinque sezioni seriali, su cui €& stata effettuata
'immunoistochimica con anticorpi per collagene Il, collagene X, sonic
hedgehog (SHH), fibroblast growth factor-2 (FGF2), e Ki67. | campioni di
0sso esaminato provenivano da femore, omero, vertebra e costola di ogni
animale esaminato all’esame necroscopico.

Le sezione sono state sparaffinate con Solvent plus, reidratate in alcool a
concentrazione decrescente, con passaggi da 3’, fino al lavaggio in acqua
distillata. Successivamente sono state bloccate le perossidasi endogene,
con immersione dei vetrini in una soluzione di H,O, al 3% in metanolo, per
30’ a temperatura ambiente. Per il riscontro di collagen Il, collagen X e

SHH é stato effettuato uno smascheramento dei siti antigenici di tipo
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enzimatico con ialuronidasi testicolare bovina al 2,5% (Type I-S, 400-1000
units/mg solid, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 0,01 M di tampone
fosfato salino (PBS/ phosphate buffered saline) a pH 7,4, contenente Triton
X-100 (0,025%), per 60’ a 37°C (Soeta et al., 2007). Per identificare Ki67 e
FGF2, lo smascheramento é stata effettuato in tampone citrato a pH 6,0,
per 40’ in bagno termostatico a 95°C, seguito da raffreddamento a T°
ambiente per 20’

Le sezioni sono state incubate con gli anticorpi anti- collagene I, -collagene
X, -SHH, -FGF2 e Ki67, overnight a 4°C in frigorifero.

Il giorno dopo, i siti di legame con l'anticorpo primario sono stati rivelati
dalluso di un anticorpo secondario biotinilato, diluito 1:200 e sono stati
amplificati utilizzando un kit commerciale di avidina-biotina-perossidasi
(VECTASTAIN® ABC Kits, Peterborough, UK). La reazione & stata
evidenziata con il cromogeno 3,30-diaminobenzidina (DAB) allo 0,05% per
3’ a temperatura ambiente. | vetrini sono stati successivamente contro-
colorati con ematossilina di Papanicolaou.

Per tutti gli anticorpi testati sono state utilizzate sezioni di osso di controllo
di due bovini di razza Grigia Alpina di 4 e 6 mesi. Le sezioni di controllo,
comprendenti epifisi, cartilagine di accrescimento e metafisi omerale, sono
state utilizzate al fine di valutare la cross-reattivita degli anticorpi utilizzati
con il tessuto della specie bovina e di individuare inoltre la specificita della
reazione immunoistochimica. | due controlli positivi sono stati sottoposti alle

stesse procedure di fissazione e decalcificazione dei tessuti patologici.
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Inoltre, al fine di valutare gli artefatti secondari alla procedura di
decalcificazione, per ogni anticorpo testato, sono stati utilizzati controlli
positivi di tessuti molli non decailcificati di bovino, con reattivita
immunoistochimica nota, quali: vescica urinaria per SHH, polmone e
cartilagine bronchiale per collagene I, intestino tenue per Ki67 e tessuto di
granulazione per FGF2. Per il collagene X non sono noti in letteratura
tessuti molli con reattivita specifica, pertanto & stato utilizzato come
controllo positivo unicamente I'osso di vitelli sani, con reattivita specifica nel
citoplasma dei condrociti della zona ipertrofica della cartilagine di
accrescimento. L’omissione dell’anticorpo primario su sezioni di osso di
controllo, ha permesso di ottenere i controlli negativi, atti a valutare i legami
aspecifici dell’anticorpo secondario e dunque la validita della reazione
immunoistochimica. Le specifiche tecniche degli anticorpi utilizzati sono

riassunte in Tabella 1.

Tabella 1: Specifiche tecniche degli anticorpi.

Anticorpo Clone Produttore Diluizione
Collagen Il 11-4C11 Novus Biologicals, Cambridge, UK 1:500
Collagen X Polyclonal Bioss Inc., Woburn, Massachusetts, USA 1:100
SHH Polyclonal Bioss Inc., Woburn, Massachusetts, USA 1:500
FGF2 Polyclonal Santa Cruz Biotechnology, Inc. Texas U.S.A.  1:400
Ki67 MIB-1 DAKO, Glostrup, Denmark 1:600
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La valutazione della colorazione immunoistochimica & stata eseguita
primariamente in modo semi-quantitativo (positivo o negativo); inoltre in
ogni campione positivo, all'interno della cartilagine di accrescimento sono

state valutate:

e la localizzazione: zona di riserva, zona proliferativa, e zona
ipertrofica;
e la distribuzione: diffusa, focale, multifocale e localmente estesa;

¢ intensita: forte, moderata, debole;

Per I'anticorpo anti-Ki67, & stato calcolato l'indice di proliferazione, ottenuto
dalla conta dei nuclei positivi sul totale dei nuclei, in 5 campi a forte
ingrandimento (40x). La conta & stata effettuata utilizzando un software di

analisi di immagine: ImageJ (ImageJ, http://imagej.nih.gov/ij/index.html).

Analisi molecolare

Durante 'esame necroscopico sono stati collezionati e conservati in RNA-
later (Life technologies, Gaithersburg, MD) campioni di tibia, fibula, omero,
femore, tarso, lamina dellunghiello, costola, vertebra, cuore, trachea,
testicolo e denti di un soggetto affetto da condrodisplasia e un vitello di
controllo.

Presso [listituto di genetica della Facolta di Medicina Veterinaria
dell’Universita di Berna, & stato estratto 'RNA dai campioni ed & stata

effettuata la Reazione a catena delle polimerasi-trascrittasi inversa (RT-
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PCR). L'RNA ¢ stato estratto utilizzando il kit RNeasy Mini (Qiagen GmbH,
Germania). | tessuti (100 mg) sono stati finemente schiacciati con I'impiego
di mezzi meccanici (tre cicli da 1’ in Tissue Lyser, Retsch, Qiagen) in un
tubo di 2 ml contenente perline di acciaio inossidabile e 1 ml di TRIZOL
(Ambion, Austin, TX, USA). Successivamente sono stati aggiunti 200
microlitri di cloroformio e I'RNA & stato separato mediante centrifugazione
(12000 g, 15 min, 4° C). Ulteriori passaggi sono stati effettuati come
raccomandato dal produttore. La rimozione del DNA genomico e la sintesi di
cDNA ¢é stata eseguita utilizzando il kit Quantitect Reverse Transcription
(Qiagen GmbH, Germany), 200 ng RNA, e oligo dT mix. Il prodotto cDNA &
stato amplificato utilizzando i primer EVC, EVC2. La PCR ¢ stata effettuata
utilizzando AmpliTag Gold 360 Mastermix (Life Technologies, Carlsbad,
Stati Uniti d'America) con le seguenti condizioni: 10 minuti a 95° C per
preriscaldamento, poi 1 min a 95°C, 40 secondi a 60° C e 1 mina 72° C per
34 cicli. | prodotti di PCR ottenuti sono stati separati su un gel di agarosio al
2% con 0,5 mg/ml di bromuro di etidio e visualizzati sotto luce UV con un
transilluminatore. | prodotti di RT-PCR sono stati purificati mediante
ExoSAP-it® (Affymetrix Santa Clara, CA, USA) e direttamente sequenziati
utilizzando i primer PCR su un sequenziatore capillare ABI 3730 (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA). | dati della sequenza sono stati

analizzati utilizzando Sequencher 5.1 (GeneCodesCorporation).
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4.1.3. Risultati

Caratteristiche necroscopiche

Al’'esame necroscopico, gli arti di tutti i vitelli erano corti e voluminosi in
maniera sproporzionata, ruotati ad arco con una forma tipo a “manubrio”.
Femore e tibia presentavano una rotazione angolare mediale verso
'esterno, suggestiva di un ginocchio varo. Le ossa lunghe erano
gravemente ridotte in lunghezza, con una diafisi molto corta (Fig. 1; Fig. 2).
| risultati morfometrici di ossa lunghe con condrodisplasia e ossa lunghe

normali sono stati riassunti in Tabella 2.

[ LLLU] ‘wl!\ytwluflm{ll UL

6 7 8

Figura 1: Femore di un soggetto affetto da EvC. Notare il marcato accorciamento della
diafisi. Foto pubblicata su Jubb Kennedy and Palmer’s Pathology of Domestic Animals, 6h
edition, chapter 1, page 40, proveniente dall’archivio delle immagini del Servizio di
Anatomia Patologica, DIMEVET, Universita di Bologna.
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Figura 2: Sezioni di osso normale (in alto) e osso di vitello EvC (in
basso) con marcato accorciamento della diafisi. Foto pubblicata su
Muscatello et al., 2015.

Tabella 2: Risultati morfometrici di femore e omero di vitelli affetti da EvC e vitello
di controllo.

Femore Omero
ID Delezione Sesso Eta Lunghezza Lunghezza Lunghezza Lunghezza
EVC2 (mesi) totale (cm) diafisi (cm) totale (cm) diafisi (cm)
1 Si F 2 21 8 15 5.5
2 Si F 3 18.5 5 12 4
3 Si F 5 21 6 17 4
4 Si M 2 21 5 14.5 4
5 Si M 12 25 6 20 4.5
6 No M 6 23 10 23 7.5
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Negli animali EvC sottoposti ad esame necroscopico, 'omero era 'osso piu
gravemente accorciato e malformato, suggestivo di una condrodisplasia di
tipo rizomelico. In termini di gravita il femore, era secondo allomero per
alterazioni morfologiche. Il radio, I'ulna, tibia, fibula, metacarpo e metatarso,
falangi prossimali e distali, vertebre e coste non presentavano alterazioni
macroscopicamente evidenti riguardo forma e lunghezza. La cartilagine
epifisaria articolare del femore di un vitello (n° 5), presentava un’area
localmente estesa di 9x6 cm di ulcerazione. Nei soggetti esaminati, a
dispetto di quanto noto nella sindrome EvC umana, non erano presenti
polidattilia e displasia ectodermica, con assenza di alterazioni a carico di
unghielli, peli e denti.

Il vitello n° 3 presentava alterazioni cardiache, caratterizzate da
endocardiosi valvolare mitralica e associate lesioni di fibrosi sub-
endocardica atriale (jet impact lesions). Il vitello n° 4 aveva cardiomegalia,
dilatazione del tronco comune dell’arteria polmonare e forame ovale pervio
(2-3 mm di diametro). Il vitello n® 5 presentava criptorchidismo monolaterale
destro, con la presenza di un testicolo intraddominale atrofico delle

dimensioni 5,5 cm, rispetto al testicolo sinistro normale di 8,5 cm.

Caratteristiche Istopatologiche

La principale alterazioni osservate consistevano in un ispessimento
irregolare con lingue di cartilagine costituite da condrociti proliferativi e
ipertrofici che si estendevano fino alla metafisi. Occasionalmente, le lingue
di cartilagine formavano isole, con separazione dalla cartilagine di
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accrescimento. La matrice cartilaginea, multifocalmente, si presentava
eosinofilica, caratteristica indicativa di degenerazione della matrice. Nel
femore prossimale del vitello n°® 2, l'ossificazione encondrale occorreva
all'interno della cartilagine di accrescimento, risultando in una duplicazione
della fisi. Multifocalmente alcune fisi mostravano rarefazione della matrice
cartilaginea con esposizione delle fibre di collagene (condrolisi).

Nei soggetti di controllo, la cartilagine di accrescimento era costituita da una
zona di riserva, una zona proliferativa, una zona ipertrofica, quest’'ultima con
ulteriore suddivisione in una zona pre-ipertrofica e ipertrofica (Fig. 3). La
zona proliferativa presentava un maggiore spessore rispetto alle altre. La
cartilagine di accrescimento si continuava bruscamente nella spongiosa
primaria, sequenzialmente alla quale originava la spongiosa secondaria.

La spessore della fisi era variabilmente alterato, caratterizzato
generalmente da una marcata espansione della zona di riserva e da una
riduzione dello spessore della zona proliferativa e della zona ipertrofica
(Fig. 4), rispetto al normale (Fig. 3), con perdita di demarcazione tra una
zona e laltra. Occasionalmente, lo spessore delle zone della fisi era
normale, se comparato a quello dei soggetti di controllo; tuttavia i condrociti
erano spesso disposti in maniera disordinata e in piccoli gruppi, con perdita
della normale disposizione colonnare (Fig. 5). La lesione principale a carico
della spongiosa primaria era un troncamento della trabecole metafisarie,
con lieve disorganizzazione della spongiosa primaria e mancata fusione

delle spicole di cartilagine con le trabecole della spongiosa secondaria.

136



Nella spongiosa secondaria le trabecole erano marcatamente sottili con
disposizione in un pattern “a nido d’ape”, con assenza di allineamento lungo

le linee di forza applicate sull'osso.

ZONA DI RISERVA

ZONA
PROLIFERATIVA

ZONA IPERTROFICA

Figura 3: Cartilagine di accrescimento di un vitello di controllo. Notare la
suddivisione in 3 zone e la normale prominenza della zona proliferativa. Foto
pubblicata su Muscatello et al., 2015.
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Figura 4: Vitello EvC, espansione della zona di riserva, riduzione dello spessore

della zona proliferativa e troncamento delle trabecole metafisarie. Foto pubblicata

su Muscatello et al., 2015.

perdita della disposizione colonnare e formazione di gruppi

(

Figura 5: Vitello EvC
di condrociti ipertrofici

linea di arresto di crescita (freccia

freccia verticale);

2015.

orizzontale). Foto pubblicata su Muscatello et al.
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Risultati immunoistochimici
Collagene Il

Nelle sezioni di osso dei vitelli controllo, il collagene Il era espresso
diffusamente e intensamente nella matrice cartilaginea di tutte e tre le zone
della cartilagine di accrescimento, della spongiosa primaria e della
spongiosa secondaria (Fig. 6). Analogamente ai vitelli di controllo, nei casi
n°1, 2, 3, I'espressione di collagene Il era forte e diffusa nella matrice
cartilaginea di tutte e tre le zone della cartilagine di accrescimento, nella
matrice della spongiosa primaria e nelle spicole di cartilagine ritenute nelle
trabecole ossee della spongiosa secondaria. Una reattivita di collagene Il
forte e intensa, nel caso n° 4, & stata riscontrata solo a livello di matrice
cartilaginea delle fisi costale. In omero e femore del caso n° 4, ed in femore
e vertebra del caso n° 5, la reattivita di collagene Il era assente nella zona
di riserva e debole nelle zone proliferativa ed ipertrofica (Fig. 7). In queste
sezioni, per contro, una forte positivita era visibile nelle spicole di cartilagine
ritenute nelle trabecole della spongiosa secondaria. Nel vitello n° 5, il
collagene Il mostrava un pattern cellulare particolare: quando era espresso
nella matrice formava un anello peri-condrocitario e il citoplasma dei
condrociti era negativo; viceversa, quando era espresso nel citoplasma era

assente I'anello peri-condrocitario (Fig. 8).
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Figura 6: Vitello di controllo, Figura 7: Vitello EvC, perdita di

espressione intensa e forte nella espressione nella zona di riserva e

matrice cartilaginea, 4x, DAB. ridotta espressione nella zona

Muscatello et al., 2015. proliferativa, 4x, DAB. Muscatello et al.,
2015.

Figura 8: Vitello EvC, pattern peri-condrocitario/citoplasmatico di
collagene 11, 40x, DAB. Muscatello et al., 2015.



Collagene X

Nelle sezioni dei soggetti di controllo, il collagene X era presente
restrittivamente a livello della zona ipertrofica, dove era espresso a livello
della matrice cartilaginea attorno ai condrociti ipertrofici formando un anello
peri-condrocitario (Fig. 9). Inoltre, era presente immunoreattivita nel
citoplasma dei condrociti pre-ipertrofici ed ipertrofici. In tutti i soggetti
condrodisplasici, I'espressione peri-condrocitaria di collagene X era
generalmente assente, mentre era multifocalmente presente la positivita
citoplasmatica e una debole aspecifica espressione nella matrice della zona
ipertrofica (Fig. 10). Una reattivita forte era presente nella matrice
cartilaginea della spongiosa primaria e nelle spicole di cartilagine ritenute

nelle trabecole ossee della spongiosa secondaria.

/
"

Figura 9: Vitello di controllo: positivita  Figura 10: Vitello EvC, assenza di
per collagene X, con formazione di un reattivita peri-condrocitaria per
anello peri-condrocitario nella matrice collagene X, 20x, DAB. Muscatello et
dei condrociti ipertrofici, 20x, DAB. al, 2015.

Muscatello et al., 2015.
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Sonic Hedgehog (SHH)

SHH, nelle sezioni di controllo, era difftusamente espresso nel citoplasma
dei condrociti pre-ipertrofici ed ipertrofici e aveva una debole espressione
nella matrice della spongiosa primaria e nelle spicole di cartilagine della
spongiosa secondaria. Nei vitelli affetti da condrodisplasia, SHH era
presente analogamente ai controlli nei condrociti pre-ipertrofici ed ipertrofici
ma con una espressione multifocale (Fig. 13); variabilmente intensa era

'espressione nella matrice cartilaginea della spongiosa primaria e

secondaria.
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Figura 13: vitello EvC, espressione di SHH nel

citoplasma dei condrociti pre-ipertrofici ed

ipertrofici e nella matrice cartilaginea, 20x,

DAB.
Fibroblast growth factor-2 (FGF-2)
FGF2 era espresso in entrambi i controlli nel citoplasma dei condrociti di
tutte le zone della fisi. Nei soggetti affetti da EvC nella maggior parte delle

sezioni non era presente immunoreattivita per FGF2 (Fig. 14), eccezion

fatta per una occasionale espressione in due vitelli. Il vitello n° 4 presentava
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multifocale immunoreattivita nel citoplasma dei condrociti proliferativi e di
riserva, e il vitello n° 1 reattivita nel citoplasma dei condrociti ipertrofici, ma

non dei proliferativi e di quelli di riserva.

o

Figure 14: Vitello EvC, assenza di reattivita
per FGF, 20x, DAB.

Ki67

Nei vitelli di controllo, il ki67 era espresso con positivita nucleare nel
citoplasma dei condrociti della zona proliferativa e solo raramente della
zona di riserva. Gli indici di proliferazione nei due soggetti erano il 19,7% e il
12,1%. Il ki67 era espresso piu raramente nei condrociti della zona
proliferativa dei vitelli condrodisplasici, dimostrato da un indice di

proliferazione medio del 7,4%.

| risultati immunoistochimici complessivi dei marcatori utilizzati nei soggetti

affetti da EvC e nei soggetti di controllo, sono riassunti in Tabella 3.
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Tabella 3: Risultati immunoistochimici in relazione alla sede anatomica nella fisi e

nella metafisi.
coLL 1l COLL X SHH FGF2 Ki67
CTR EVC2 CTR EVC2 CTR EVC2 CTR EVC2 CTR EVC2
Condrociti + +/- - - - - + -+ +/- +/-
di riserva
Condrociti + + - - - - + -+ + +/-
proliferativi
Condrociti + + + + + + + -+ - -
pre-
ipertrofici
Condrociti + + + +/- + + + -+ . .
ipertrofici
Matrice zona | + + - +- +/- +/- - - - -
ipertrofica
Spongiosa + + +/- + +/- +/- - - - -
primaria
Spongiosa + + +/- + +/- +/- - - - -
secondaria
+ positivo; - negativo; +/- variabilmente positivo; -/+ principalmente negativo ma

occasionalmente positivo;

Trascritti di EVC ed EVC2

La RT-PCR con primer target verso una regione che includeva gli esoni da

17 a 19 per EVC, e da 18 a 20 per EVC2 (mirando la regione contenente la

delezione ¢.2993 2994ACdel), ha evidenziato la presenza del trascritto

EVC ma anche di EVC2, confermata dal Sanger sequencing.
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4.1.4. Discussione

La condrodisplasia bovina ad eziologia genetica, causata da un mutazione
autosomica recessiva del gene LIMBIN (ortologo dellumano EVC2) é stata
descritta per la prima volta nei bovini di razza Bruna Giapponese (Takeda et
al., 2002). Di recente Murgiano et al., (2014) hanno individuato una
delezione sul gene EVC2, come causa responsabile di condrodisplasia in
vitelli di razza Grigia Alpina. In questi bovini con delezione nota di EVC2, nel
presente studio sono state descritte le caratteristiche macroscopiche,
istologiche, immunoistochimiche e molecolari, ed investigato il ruolo del
fattore di crescita dei fibroblasti-2 (Fibroblast Growth Factor-2) in relazione a
proteine strutturali e del ciclo cellulare nella differenziazione della cartilagine
di accrescimento in vitelli affetti da condrodisplasia di Ellis van Creveld. |
rilievi macroscopici nei vitelli con delezione di EVC2 hanno portato ad una
diagnosi di nanismo disarmonico (condrodisplasia). Sono descritti nel vitello
numerosi tipi di nanismo su base genetica, quali la condrodisplasia di tipo
Bulldog, Telemark, i tipi bracefalico, dolicocefalico e rizomelico (Thompson
et al., 2007). Basandosi sui rilievi macroscopici, la condrodisplasia nei
bovini di razza Grigia Alpina, non sono riconducibili ad un fenotipo
brachicefalico, a causa dell’assenza di brachicefalia e un minore o assente
coinvolgimento dei metacarpi. | nostri casi sono suggestivi di un fenotipo
rizomelico, con principali alterazioni a carico delle ossa lunghe e in
particolare con prominente accorciamento degli arti anteriori, come descritto

nei bovini di razza Bruna Giapponese (Thompson et al., 2007).
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Nelluomo la sindrome EvC & una patologia multifattoriale, caratterizzata da
malformazioni cardiache nel 60% dei pazienti (Sund et al., 2009), con
particolari alterazioni a carico del setto atrioventricolare (Ruiz-Perez et al.,
2009). La prognosi di EvC nelluomo é correlata alla gravita delle lesioni
cardiovascolari (Ruiz-Perez et al., 2009). In due dei vitelli dello studio erano
presenti patologie cardiache, quali endocardiosi valvolare mitralica in un
caso, e difetto del setto interatriale con foro ovale pervio nell'altro caso.
Patologie genitali sono riportate nella sindrome umana, quali
criptorchidismo, ipospadia e mucometra (Baujat et al, 2007);
analogamente, nel vitello n° 5 era presente criptorchidismo.

Le principali alterazioni istologiche nelle ossa dei bovini affetti da EvC erano
centrate sulla cartilagine di accrescimento.

La cartilagine di accrescimento dei mammiferi, anche nota come fisi, € una
struttura mesodermica altamente specializzata. Ogni fisi € una struttura di
tipo “sandwich-like”, caratterizzata da strati multipli di zone funzionali quali:
la zona di riserva, la zona proliferativa, la zona ipertrofica (Burdan et al.,
2009). Sequenzialmente alla zona ipertrofica avviene la mineralizzazione
della cartilagine e la formazione della spongiosa primaria che poi si
rimodella a formare la spongiosa secondaria (Burdan et al., 2009).

| condrociti sono cellule metabolicamente attive, che sintetizzano vari
elementi della matrice extracellulare (Johnstone et al., 2000), come il
collagene IlI. Il collagene ll-cartilagine fibrillare specifico rappresenta il

principale componente della matrice cartilaginea (Mackie et al., 2008) ed e
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espresso dalla matrice cartilaginea stessa, dunque utilizzato come
marcatore di differenziazione della cartilagine (Huch et al., 2002).

L’analisi immunoistochimica di cartilagini articolari di feti umani e di bambini
di 18 mesi di eta, ha dimostrato una colorazione omogenea per collagene Il
(Huch et al., 2002). In vitelli di razza Bruna Giapponese € stata riscontrata
immunoreattivita per collagene Il nella matrice della fisi (Soeta et al., 2007).
Analogamente, in 3 di 5 dei casi del presente studio, il collagene Il era
espresso con una colorazione diffusa e intensa in tutte le zone, nella
spongiosa primaria e nelle spicole di cartilagine ritenute nella spongiosa
secondaria. Negli altri due casi, era assente colorazione nella zona di
riserva. Durante l'ossificazione encondrale, I'aggrecano e il collagene Il
sono riassorbiti (Little et al., 2005). Nel momento in cui avviene lipertrofia
dei condrociti, la sintesi di collagene Il € soppressa e inizia la sintesi di
collagene X (Mackie et al., 2008). | nostri dati suggeriscono che essendoci
una riduzione dell’espressione di collagene Il, in due soggetti di 2 e 12 mesi,
sia presente una prematura degradazione del collagene non eta-correlata,
ma che bensi sia dovuta ad una accelerata differenziazione dei condrociti
della fisi, ad una ipertrofia ed ossificazione encondrale precoce.

Il collagene X, & invece un marcatore di differenziazione della cartilagine, un
componente non-fibrillare specifico della matrice dei condrociti ipertrofici
(Nagai et al., 2002). La maturazione dei condrociti avviene in conseguenza
di cambiamenti fisici e biochimici, che avvengono in un pattern spaziale e

temporale (Burdan et al., 2009). Il Collagene X, fisiologicamente, ha il ruolo
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di facilitare la deposizione di calcio all’interno della matrice (Alvarez et al.,
2001). Nel momento in cui termina la differenziazione dei condrociti
ipertrofici, il gene che codifica per Collagene X, Col10a1, cessa, di essere
espresso e porta all’attivazione di un gruppo di geni, che inducono la
mineralizzazione della matrice extracellulare e I'apoptosi cellulare (Burdan
et al., 2009). Il collagene X e l'ipertrofia, congiuntamente, sono indicatori di
differenziazione terminale dei condrociti della fisi (Burdan et al., 2009). I
collagene X era espresso nei condrociti ipertrofici dei bovini di razza Bruna
Giapponese affetti da condrodisplasia (Soeta et al., 2007). Nei vitelli del
presente studio, era presente una diffusa e generale perdita di espressione
del collagene X, con assenza dell'anello peri-condrocitario nella zona
ipertrofica, ed espressione solo nel citoplasma dei condrociti pre-ipertrofici
ed ipertrofici e una espressione nella matrice della spongiosa primaria e
secondaria. Pertanto, i nostri dati suggeriscono che i vitelli affetti dalla
sindrome di EvC hanno un disordine di differenziazione condrocitaria
caratterizzato da un’accelerata differenziazione ed una prematura ipertrofia.
SHH gioca un ruolo importante nella differenziazione e nell’organizzazione
della fisi, attivando indirettamente il recettore funzionale Smo
(transmembrane protein smoothened), il quale recluta EVC/EVC2 al fine di
attivare il fattore di trascrizione Gli (Briscoe et al., 2013; Yang et al, 2012).
Nel nostro studio sperimentale, non era presente una differenza di
espressione consistente di SHH tra soggetti affetti da sindrome di EvC e i

soggetti di controllo, con espressione di SHH, in entrambi i casi, a livello di
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citoplasma dei condrociti pre-ipertrofici ed ipertrofici e nella matrice della
spongiosa primaria e secondaria. In ossa lunghe di topi transgenici che
sovraesprimevano SHH, é stato evidenziato un blocco della differenziazione
allo stadio pre-ipertrofico, che ostacolava l'ossificazione encondrale e la
formazione delle trabecole ossee (Tavella et al., 2004).

Il ki67, € un marcatore di proliferazione cellulare e pud essere utilizzato
come misura dell’attivita proliferativa della cartilagine di accrescimento.
L’indice di proliferazione medio in soggetti affetti da condrodisplasia era piu
basso rispetto ai vitelli di controllo, indicativo dunque di una ridotta
proliferazione dei condrociti, confermato da un accorciamento della zona
proliferativa osservabile istologicamente.

Il fibroblast growth factor (FGF-2) € un membro della famiglia FGF ed &
stato riscontrato, nelluomo, nella zona di riserva (Krejci et al., 2007),
proliferativa ed ipertrofica della fisi (Nagai et al., 2002). FGF & un potente
ligando per tutti e quattro i recettori FGFR. La sovraespressione di FGF-2 in
topi, causa un accorciamento e un appiattimento delle ossa lunghe e un
alterazione della fisi con diminuzione dei condrociti ipertrofici (Nagai et al.,
2002). FGF2 ¢é stato dimostrato essere uno dei piu importanti membri della
famiglia di FGF, espresso dai condrociti della fisi (Lazarus et al., 2007). FGF
e stato riscontrato nella zona proliferativa, pre-ipertrofica ed ipertrofica dei
nostri vitelli di controllo, parallelamente a quanto riportato nelle fisi del’'uomo
e di modelli animali (Nagai et al., 2002; Krejci et al., 2007). Nel vitello n° 4,

FGF-2 era multifocalmente espresso nella zone di riserva e proliferativa, e
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nel vitello n° 1 era presente occasionalmente nel citoplasma dei condrociti
ipertrofici. Complessivamente, nella maggior parte dei vitelli affetti dalla
sindrome EvC, I'epressione di FGF-2 era perso e assente nelle zone della
fisi, rispetto ai vitelli di controllo. E riportato in letteratura che uno dei ruoli di
FGF-2 € di indurre la proliferazione dei condrociti (Nagai et al., 2002). In
ratti a cui & stato inoculato FGF-2 per via endovenosa, € stato dimostrato un
sostanziale aumento del numero di condrociti positivi al PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen). Nel presente studio sperimentale, un ridotto indice di
proliferazione combinatamente ad una assenza di espressione di FGF-2,
suggerisce che una sotto-regolazione di FGF-2 pud essere responsabile di
un ridotto indice di proliferazione, addizionalmente visibile come un
accorciamento istologico della zona proliferativa.

A livello molecolare in conseguenza della delezione del gene EVCZ2 nei
vitelli con condrodisplasia si ipotizzava un meccanismo di “decadimento
mediato da un nonsenso”, grazie al quale 'RNA mutato decade o le
proteine troncate vengo degradate in maniera preventiva (Murgiano et al.,
2014), come accade nella sindrome EvC umana (Sund et al., 2009).
Sorprendentemente, la RT-PCR su campioni di osso ha rivelato la presenza
dei trascritti sia di EVC che di EVC2, nei soggetti affetti, con assenza di
sostanziali differenze rispetto ai controlli, indicativo di un mantenimento
della trasduzione dellmRNA, e del probabile intervento di un meccanismo

post-trasduzionale di regolazione della proteina difettosa.
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Riassumendo, la ridotta espressione del collagene Il nella zona di riserva,
suggerisce che possa essere prematuramente degradato portando alla
secrezione di peptidi richiesti per I'induzione dell’ipertrofia condrocitaria. La
perdita di espressione del collagene X nella matrice attorno ai condrociti
ipertrofici & indicativo di una cartilagine pienamente differenziata, adulta. II
basso indice di proliferazione, indotto da una sotto-espressione di FGF-2,

rinforza questa ipotesi.

4.1.5. Conclusione

In conclusione, le caratteristiche istologiche indicative di una
differenziazione terminale della fisi, associate ad una prematura
degradazione del collagene Il, una abnorme espressione del collagene X,
un basso indice di proliferazione insieme ad una perdita di espressione di
FGF-2, sono tutti riscontri indicativi che la patogenesi della sindrome di
Ellis-van Creveld bovina trova i suoi assiomi in una ipertrofia precoce e una
differenziazione accelerata dei condrociti della fisi, che porta ad un difetto di
ossificazione encondrale ed una ossificazione precoce. Inoltre, le
somiglianze con la sindrome umana, eleggono il bovino, come utile modello

animale spontaneo per studi di medicina traslazionale.
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