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Abstract

Il carcinoma squamocellulare ¢ il tumore maligno orale piu frequente nel gatto. A causa della localizza-
zione la diagnosi avviene spesso tardivamente, in una fase in cui tutte le opzioni terapeutiche sono poco
efficaci e la prognosi ¢ infausta. Il tema del progetto riguarda la ricerca di marker di rilevanza diagnostica
nel carcinoma squamocellulare orale felino (FOSCC), al fine di sviluppare un test non invasivo per la
diagnosi precoce di questa neoplasia.

Nella prima fase ¢ stata condotta un’analisi retrospettiva delle disregolazioni del gene oncosoppressore
TP53 e della corrispondente proteina p53 in 26 campioni istologici fissati in formalina ed inclusi in pa-
raffina (FFPE) di FOSCC e in una popolazione di controllo, formata da 20 lesioni infiammatorie croni-
che orali (10 granulomi eosinofilici e 10 stomatiti linfoplasmocitarie) e 10 mucose orali normali cam-
pionate in sede autoptica. In particolare sono state analizzate: la presenza di mutazioni del dominio le-
gante il DNA di 7P53 (esoni 5-8) tramite Next Generation Sequencing (NGS), 'espressione immunoi-
stochimica di p53 nelle cellule epiteliali e la correlazione fra queste due alterazioni. Con un’indagine
anamnestica ¢ stata inoltre investigata 'associazione fra disregolazioni di p53 ed esposizione a fumo
passivo di tabacco.

Sono state rilevate mutazioni di 753 nel 69% dei FOSCC, ed anche I'espressione immunoistochimica
di p53 era presente nel 69% dei tumori, con una concordanza discreta (77%, coefficiente x pari a 0.46)
fra le due alterazioni. Nella popolazione di controllo non erano presenti disregolazioni di p53 ad ecce-
zione di un granuloma eosinofilico ed una stomatite linfoplasmocitaria con il gene 7253 mutato. Questi
risultati suggeriscono per p53 un importante ruolo nella tumorigenesi del FOSCC, nonché una sua po-
tenziale utilita come marker diagnostico.

Nella seconda fase, retrospettiva-prospettica, € stato analizzato tramite NGS il pattern di metilazione di 10
geni noti per essere epigeneticamente alterati nel carcinoma squamocellulare orale umano (7ER7;, ZAP70,
GPIBB, LRRTM]I, FLI1, MiR124-1, MiR296, KIFIA, PARPI15 MAGEC)), insieme allo stato mutazionale di
7P53,in campioni istologici di FOSCC. I risultati sono stati confrontati con campioni istologici di mucosa orale
normale e lesioni infiammatorie orali del gatto, al fine di identificare un pannello di geni utile per differenziare
i carcinomi dalla mucosa orale non neoplastica. Per 10 di questi soggetti le stesse indagini molecolari sono state
svolte parallelamente su campioni di cellule prelevate mediante brushing orale, in modo da sondare l'utilita di
queste metodiche come test di screening.

Sono stati inclusi 31 casi di FOSCC, 25 lesioni infiammatorie croniche e 12 controlli sani. Le mutazioni a carico
di 7P53erano significativamente piu frequenti nei FOSCC (68%) rispetto alla mucosa orale non neoplastica
(3%; P<.001). I risultati sulla metilazione del DNA, relativi complessivamente a 126 siti CpG indagati,
sono stati elaborati tramite un’analisi di regressione /asso, che ha permesso di identificare 4 geni diffe-
renzialmente metilati fra carcinomi e mucosa non neoplastica, con elevata significativita statistica e dif-
ferenze di ampia magnitudo. Sulla base di questi 4 geni (FLII, MiR124 1, KIFIA e MAGEC?) e dello stato
mutazionale di 7P53¢é stato impostato un algoritmo diagnostico stepwise, che applicato alla casistica, ha con-
sentito di differenziare i tumori dai campioni non neoplastici con sensibilita del 94% e specificita del 100% (ac-

curatezza 97%).



Applicando I'algoritmo ai 10 brushing, la sensibilita si & ridotta al 60%, mentre la specificita era ancora del 100%
(accuratezza: 80%). Questi dati indicano che anomalie della metilazione del DNA di geni specifici sono presenti
nel FOSCC, oltre ad un’elevata frequenza di mutazioni di 753, e che tali alterazioni potrebbero essere coinvolte
nella cancerogenesi orale felina. Ulteriori studi su un maggior numero di brushing sono necessari al fine di
validare questa tecnica non invasiva per l'identificazione precoce del FOSCC.

A tale proposito, nella terza fase del progetto ¢é stato analizzato il profilo di metilazione di un pannello di geni
pitt ampio, che comprendeva i 10 geni valutati nel lavoro precedente e 7 geni aggiuntivi (RBI, CELSR3,
EGFR, PDPN, p16/CDKNZ2A, CDHI, MiR363) le cui vie molecolari hanno mostrato disregolazioni im-
portanti in precedenti studi sul FOSCC e/o sul corrispondente tumore dell'uomo. In contemporanea &
stato analizzato lo stato mutazionale di 7P53.

La presenza di queste alterazioni molecolari ¢ stata indagata in modo prospettico a partire da campioni
citologici di FOSCC prelevati mediante brushing orale, e comparata con i brushing ottenuti da un
gruppo di controllo costituito da altre neoplasie orali, lesioni infiammatorie croniche e mucosa orale
normale. Sono stati inclusi 35 casi di FOSCC; il gruppo di controllo era composto da 60 casi (20 paro-
dontopatie, 15 gengivostomatiti croniche feline, 4 granulomi piogenici, 3 granulomi eosinofilici, 3 sar-
comi orali e 15 mucose orali normali). Nei FOSCC, le analisi genetiche sono state effettuate in parallelo
sui corrispondenti campioni istologici FFPE, quando questi erano disponibili.

Complessivamente, 17 brushing di FOSCC (48%) presentavano mutazioni di 7P53. Nei 19 casi in cui
sono stati analizzati in parallelo i corrispondenti campioni FFPE, ¢ stata riscontrata perfetta concor-
danza dello stato mutazionale (100%), ma negli 11 casi mutati la VAF ( Variant Allele Frequency) della
mutazione nel campione istologico era significativamente maggiore rispetto al brushing (2= 0,05). Nes-
sun brushing del gruppo di controllo presentava mutazioni di 7P53(P< 0.001).

Integrando i risultati di questo studio con quelli dello studio precedente, ¢ stato implementato un algo-
ritmo diagnostico basato su stato mutazionale di 7253, i 4 geni utilizzati per sviluppare 'algoritmo in
precedenza (FLII, MiR124-1, KIFIA e MAGEC2), ZAP70 e I'unico dei nuovi geni che ¢ risultato essere
differenzialmente metilato nei due gruppi (MiR363). Secondo questo algoritmo, la diagnosi di FOSCC
poteva essere effettuata dai brushing se presente almeno uno dei due seguenti parametri: gene 7253 mu-
tato o positivita per il Methylation score, un punteggio attribuito alle anomalie di metilazione dei 6 geni
considerati (ipermetilazione di ZAPJ0, FLII e MiR124-1 e ipometilazione di KIFIA, MiR363 e MA-
GEC2). Diciassette brushing di FOSCC (48%) hanno mostrato un methylation score positivo, contro 2
brushing del gruppo di controllo (3%; entrambi con diagnosi di parodontite; 2 < 0.001).

Dei 19 casi di FOSCC in cui le analisi sono state svolte in parallelo sul corrispondente campione bioptico,
tutte e 19 le biopsie (100%) avevano un methylation score positivo, contro 11 brushing (58%).
Complessivamente, sono risultati positivi all'algoritmo 24/35 (69%) gatti con FOSCC, contro 2/60 (3%)
controlli (sensibilita: 69%; specificita: 97%; accuratezza: 86%). La quota di FOSCC identificati era signi-
ficativamente superiore nei gatti in cui il prelievo era stato effettuato in anestesia generale (2 =0.014).

I risultati di questo studio sono promettenti per il riconoscimento precoce del FOSCC tramite brushing
orale. Il principale limite della metodica ¢ rappresentato dalla sensibilita non eccellente, e sembra essere
legato all’esecuzione del prelievo e alla diluizione delle cellule neoplastiche con cellule normali di sfalda-
mento, saliva e materiale necrotico. Lo stato mutazionale di 7P53 sembra essere un marker piu affidabile
rispetto al methylation score. Possibili fattori che possono migliorare la sensibilita sono il corretto con-

tenimento dell’animale, I'esecuzione in anestesia generale e un doppio campionamento.
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Introduzione

Il carcinoma squamocellulare (SCC, squamous cell carcinoma) ¢ una neoplasia maligna com-
posta da cellule epiteliali morfologicamente riconoscibili come cheratinociti, cio¢ caratterizzate
da differenziazione squamosa. Puo originare non soltanto nelle sedi in cui ¢ normalmente pre-
sente un epitelio squamoso stratificato (es. epidermide, cavita nasali, mucosa orofaringea e ano-
genitale) ma anche da epiteli non squamosi (es. epitelio respiratorio). Inoltre alcuni epiteli, in
risposta a vari stimoli nocivi, possono andare incontro a metaplasia squamosa, come avviene
ad esempio nell’epitelio bronchiale dell'uvomo a causa del fumo di sigaretta. Inizialmente la me-
taplasia squamosa avrebbe un ruolo protettivo verso gli agenti dannosi, ma se persiste nel tempo
puo favorire la displasia e il rischio di trasformazione neoplastica. Dai progressi scientifici degli
ultimi anni in biologia molecolare, sta emergendo che le diverse entita clinico-anatomiche di
SCC possiedono alcune caratteristiche in comune a livello genetico, epigenetico e di microam-
biente tumorale. Una maggiore comprensione di questi aspetti potrebbe aiutare nello sviluppo
di nuove strategie di prevenzione, diagnosi e terapia, considerando che, ad oggi, il controllo
delle forme biologicamente pil aggressive ¢ una sfida ancora irrisolta (Dotto e Rustigi, 2016).
Nel gatto le due sedi di insorgenza pit importanti del SCC sono cute e cavo orale. In questa
specie il SCC rappresenta infatti il 10% di tutte le neoplasie cutanee e la maggioranza delle neo-
plasie del cavo orale (Vos e Van der Gaag, 1987; Stebbins et a/, 1989; Hauck e Oblak, 2019;
Liptak et al, 2019;).

L’importanza di queste due localizzazioni ¢ altrettanto elevata nell'uomo: il SCC ¢ il secondo
tumore cutaneo maligno piu frequente, ed anche il SCC orale ¢ un’evenienza relativamente co-
mune, che dal punto di vista clinico-patologico viene inquadrata nel contesto pitt ampio ed
eterogeneo dei carcinomi squamocellulari della testa e del collo (HNSCC, Aead and neck squa-
mous cell carcinoma) o del distretto cervico-facciale (Hammerman ef aZ, 2015; Thompson et
al, 2016; Leemans et al, 2018). Le altre sedi di maggiore frequenza per il SCC umano sono

esofago, polmone e cervice (Sanchez-Danés e Blanpain, 2018).



I meccanismi molecolari di carcinogenesi per queste neoplasie sono molteplici e non ancora del
tutto chiariti. Alcuni di questi meccanismi sono specifici, in relazione all’epitelio di origine e
alla sua esposizione a determinati stimoli esogeni, mentre altri sono comuni ed implicano fat-
tori di cancerogenesi endogeni (Hussain et a/, 2001; Dotto e Rustigi, 2016).

Tipicamente il SCC felino ¢ caratterizzato da elevata aggressivita locale, con potenziale meta-
statico basso nella forma cutanea e relativamente piu elevato nella forma orale, anche se tar-
divo. Le metastasi silocalizzano ai linfonodi regionali o piti raramente ai polmoni (Postorino-
Reeves et al, 1993; Theon et al,, 1995; Soltero-Rivera ef al, 2014).

I fattori di rischio riconosciuti per il SCC cutaneo del gatto sono I'esposizione prolungata alle
radiazioni ultraviolette, il mantello bianco, la cute non pigmentata e la scarsita/assenza di pelo
nelle sedi di insorgenza. Le localizzazioni pill frequenti sono infatti p/anum nasale, pinne auri-
colari e palpebre. E stato inoltre ipotizzato un probabile ruolo oncogeno del Papillomavirus, in
particolare per i SCC del p/anum nasale e per quelli che insorgono in sedi cutanee non esposte
al sole. (Munday e Aberdeen 2012, Munday et a/, 2013; Hoggard et al, 2018). L’eta media dei
gatti affetti da SCC cutaneo ¢ di circa 11 anni (Miller et al, 1991); I'insorgenza ¢ in genere pre-
ceduta da lesioni displastiche dell’epidermide indotte dai raggi solari (cheratosi attinica/carci-
noma in situ), che possono evolvere gradualmente nella forma invasiva (Ogilvie e Moore, 2001).
Le forme iniziali di cheratosi attinica sono alterazioni eritematose, edematose, ipercheratiniz-
zate, con evoluzione a placche crostose. Le lesioni maligne conclamate possono avere un aspetto
variabile, da ulcerativo-crateriforme a proliferativo (Goldschmidt e Goldschmidt 2017; Hauck
e Oblak, 2019).

Per il SCC cutaneo del gatto sono state proposte varie modalita di trattamento, tra cui chirurgia,
terapia fotodinamica e radioterapia, la cui efficacia ¢ fortemente influenzata dallo stadio clinico
e dall’estensione locale della malattia (Lana et aZ, 1997; Gasymova et al, 2017; Flickinger et al,
2018). Ulteriori limitazioni consistono nella volonta del proprietario di accettare gli effetti e i
cambiamenti estetici conseguenti a una chirurgia radicale e nella disponibilita di attrezzature
dedicate (Ogilvie e Moore, 2001).

I fattori di rischio ipotizzati per il SCC orale del gatto comprendono I'alimentazione con cibo

commerciale umido, 'applicazione di collari antipulci e I'esposizione a fumo passivo (Bertone



et al, 2003; Snyder et al, 2004). I1 SCC orale colpisce in genere gatti adulto-anziani e puo svi-
lupparsi in qualunque zona della cavita orale. Le lesioni variano da ulcerativo-necrotiche a pro-
liferative, con grave distruzione dei tessuti circostanti in fase avanzata. Frequentemente si veri-
fica invasione ossea, che puo causare grave dolore al paziente (Martin et a/, 2011; Bilgic et al,
2015). A causa della localizzazione e della rapida progressione neoplastica, la diagnosi avviene
spesso tardivamente, in una fase in cui le opzioni terapeutiche sono poco efficaci e provocano
notevoli effetti indesiderati. Finora sono stati ottenuti risultati accettabili solo nei pazienti in cui
la chirurgia radicale consentiva un’asportazione completa del tumore o la malattia microsco-
pica residua veniva seguita da radioterapia adiuvante. Nella maggior parte dei casi la prognosi
¢ infausta e I'inarrestabile invasione locale del tumore rende necessaria I'eutanasia dell’animale

(Bilgic et al, 2015).



Capitolo 1

Il carcinoma squamocellulare orale felino

I tumori del cavo orale rappresentano approssimativamente il 2,5-10% di tutte le neoplasie del
gatto e il 78-89% di questi tumori ¢ maligno. Il carcinoma squamocellulare (SCC, squamous cell
carcinoma) ¢ il tumore maligno orale pill frequente nella specie felina, con percentuali variabili
a seconda degli studi dal 59 al 72,5% di tutte le forme maligne; altre neoplasie meno comuni in
questa sede sono fibrosarcoma, linfoma e carcinoma salivare (Vos e Van der Gaag, 1987; Steb-
bins et al, 1989; Vascellari et al, 2009; Manuali et al, 2020). Nel cane invece il SCC orale ¢&
secondo per frequenza dopo il melanoma (Todoroff e Brodey, 1979; Liptak, 2019).

Il carcinoma squamocellulare orale felino (FOSCC, feline oral squamous cell carcinoma) ¢ ca-
ratterizzato da crescita rapida e invasione dei tessuti circostanti, compreso il tessuto osseo. L’at-
tivita osteolitica sembra essere favorita dall’espressione, da parte delle cellule neoplastiche, di
un peptide correlato al paratormone (PTHrP, parathyroid hormone-related protein) (Martin et
al, 2011).

Le sedi di insorgenza piu frequenti sono la zona sublinguale (in particolare a livello di frenulo e
faccia ventrale della lingua), la gengiva mascellare e mandibolare. Le altre sedi comprendono
superficie dorsolaterale della lingua, mucosa buccale e labiale, palato, orofaringe e tonsille
(Hayes et al, 2007; Bilgic et al, 2015; Liptak, 2019). L’eta media dei gatti colpiti & di 13-14 anni,
con un intervallo che spazia da uno a 22 anni (Stebbins 1989, Martin et al, 2011; Murphy et al,
2020a). Non esistono particolari predisposizioni di razza, sesso, lunghezza o colore del mantello
(Bertone et al, 2003). Nonostante il FOSCC sia stato storicamente ritenuto a basso potenziale
metastatico, studi piti recenti hanno evidenziato metastasi ai linfonodi mandibolari nel 31-
35,7% dei casi e un possibile coinvolgimento polmonare nel 6,2-10% dei casi (Gendler et al,
2010; Soltero-Rivera et al, 2014). Si pensa quindi che il tasso metastatico reale sia stato sotto-
stimato, poiché le metastasi diventerebbero clinicamente rilevanti piu lentamente rispetto alla

progressione della neoplasia primaria. Nella maggior parte dei casi non trattati, le complicanze



legate alla malattia locale portano al decesso o all’eutanasia 4-8 settimane dopo la diagnosi. An-
che con svariati approcci terapeutici la prognosi ¢ in genere infausta, con tempi di sopravvi-

venza che difficilmente superano 3-6 mesi (Bilgic et al, 2015; Marconato et al, 2019).

1.1 Eziologia e fattori predisponenti

L’eziologia del FOSCC ¢ ancora poco chiara e probabilmente multifattoriale. E stato ipotizzato
un ruolo predisponente per la normale attivita di grooming, che potenzialmente favorisce
esposizione della mucosa orale felina a cancerogeni ambientali presenti sul mantello.

Con questo presupposto, uno studio epidemiologico caso-controllo ha valutato la presenza di
fattori di rischio ambientali per il FOSCC, confrontando 36 gatti affetti dalla neoplasia con 112
gatti affetti da insufficienza renale. Secondo gli autori, 'esposizione dei gatti a fumo passivo di
tabacco in ambiente domestico comporterebbe un rischio di FOSCC 2 volte maggiore (Bertone
et al, 2003). Uno studio successivo ha riportato una possibile associazione fra esposizione a
fumo di tabacco e sovraespressione della proteina p53 nei FOSSC, rispetto ai tumori di animali
non esposti (Snyder et al, 2004). I risultati di questi due studi tuttavia non hanno raggiunto la
significativita statistica.

La proteina p53, prodotta dal gene oncosoppressore 7253, ha un ruolo cruciale nella regolazione
della crescita e proliferazione cellulare, prevenendo divisioni cellulari incontrollate dopo un
danno al DNA. Mutazioni di 7P53sono comuni nelle neoplasie e possono provocare un accu-
mulo di p53 alterata nelle cellule. Alcune mutazioni di 7253 possono essere specificamente in-
dotte dai carcinogeni presenti nel tabacco, come avviene nell'uomo in corso di carcinoma pol-
monare e carcinoma squamocellulare di testa e collo (HNSCC, head and neck squamous cell
carcinoma) (Pfeifer et al, 2002). Rimane quindi possibile che alterazioni di p53 indotte dal fumo
passivo possano essere coinvolte anche nella patogenesi del FOSCC.

Sempre nello studio di Bertone ef a/. ¢ stata riscontrata un’associazione significativa fra I'uso di
collari antiparassitari e rischio di FOSSC (5,3 volte superiore), mentre I'utilizzo di shampoo
antipulci comportava una riduzione del rischio, suggerendo che l'applicazione di lavaggi po-
trebbe ridurre la quantita di contaminanti chimici sul mantello. Inoltre, valutando il tipo di
alimentazione, ¢ emerso che la dieta a base di petfood umido comportava un rischio 3,6 volte
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maggiore rispetto a alla dieta con prevalenza di petfood secco. In particolare il consumo di
tonno in scatola era associato a un rischio di FOSCC 4,7 volte maggiore. L’aumento del rischio
in questo caso potrebbe essere imputabile a differenze nella composizione del petfood umido
rispetto al secco o ad una maggiore incidenza di parodontopatie nei soggetti che lo consumano
(Bertone et al, 2003). Nell'uomo infatti la scarsa igiene orale e le malattie parodontali aumen-
tano il rischio di HNSCC (Gillison 2007).

Il Papillomavirus umano (HPV, Human Papillomavirus) ha un ruolo conclamato nella patoge-
nesi di un sottogruppo di HNSCC, localizzati soprattutto a livello di orofaringe (Sabatini e
Chiocca, 2020). Per il gatto inoltre ¢ riconosciuto un ruolo probabile del Papillomavirus felino
FcaPV2 nell'insorgenza del 28-35% dei SCC cutanei, prevalentemente quelli non esposti ai raggi
ultravioletti e quelli del p/anum nasale (Munday e Aberdein 2012, Munday et a/, 2013; Thom-
son et al, 2016, Hoggard et al, 2018). Un evento chiave della trasformazione neoplastica HPV-
indotta ¢ la sintesi delle proteine virali E6 ed E7, che interferendo rispettivamente con la fun-
zione di p53 e della proteina retinoblastoma pRb, mantengono la cellula ospite nella fase S del
ciclo, permettendo al virus di replicare il proprio genoma insieme a quello cellulare (Thomson
etal,2016). L’inattivazione di pRb determina a sua volta un incremento della proteina p16 nelle
cellule infette, che puo essere rilevata con immunoistochimica e rappresenta un marker surro-
gato per la presenza del virus oncogeno (Munday et a/, 2011a; Lewis 2012). Diversi studi hanno
indagato la presenza di Papillomavirus umano o felino in campioni di FOSCC, ma il DNA virale
¢ stato rilevato solo nello 0-8% dei casi (Munday et al, 2009; Munday et a/, 2011b; O’Neill et
al, 2011, Munday et al, 2019; Chu et al, 2020). Due di questi studi hanno anche valutato la
sovraespressione immunoistochimica di p16, presente nel 6,7-19% dei casi, ma in nessun cam-
pione neoplastico con sovraespressione di p16 ¢ stato amplificato il DNA virale tramite PCR
(Munday et al, 2011b; Munday et al, 2019a). Tuttavia, una recente pubblicazione ha eviden-
ziato prove pill consistenti: ¢ stato rilevato DNA di FcaPV2 in 10 FOSCC su 32 (31%), e in 7 di
questi casi era presente anche RNA virale, relativo ai geni L1, E2 ed E6/E7 (Altamura ef al,
2020a). Questi reperti supportano un possibile ruolo di FcaPV2 nello sviluppo di una certa
quota di FOSCC, ma saranno necessari ulteriori studi per confermarlo, e delucidare i meccani-

smi molecolari che favorirebbero la trasformazione e la progressione neoplastica. Da studi in
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vitro sembra che alcuni aspetti molecolari dell'infezione da FcaPV?2 siano simili alla controparte
umana, come la degradazione di p53 mediata da E6, mentre altri non corrispondono (Altamura
et al,2018; Altamura et al, 2020b). Anche se verra confermato, il ruolo del Papillomavirus nel

FOSCC sembra comunque essere marginale (Chu et a/, 2020).

1.2 Segni clinici e presentazione

I gatti con SCC orale possono manifestare iporessia o anoressia, perdita di peso, letargia, scarsa
cura del mantello, ptialismo, emorragia buccale, alitosi, disfagia, dolore all’apertura della bocca,
deformita facciali e fratture patologiche (Bilgic et al, 2015, Murphy et al, 2020a).

Spesso il gatto viene portato in visita per un calo di appetito, imputabile non solo direttamente
alla neoplasia ma anche a mobilita dentale nella zona coinvolta. La mobilita di uno o piu denti
deve rappresentare un campanello d’allarme per il clinico, soprattutto se non si notano altri
segni di parodontopatia nel resto della cavita orale. In questi casi I'estrazione dei denti mobili
puo migliorare temporaneamente I'appetito, ma il sito di estrazione puo evolvere in una lesione
ulcerata che non tende e cicatrizzare (Liptak, 2019; Bilgic et al, 2015).

L’aspetto delle lesioni ¢ variabile a seconda dell’estensione, della sede, della presenza di ulcera-
zione, necrosi e infezioni secondarie.

Talvolta le lesioni iniziali possono crescere a livello submucosale o intraosseo, in assenza di una
tumefazione e difficilmente palpabili; in altri casi € presente una piccola neoformazione rilevata
rotondeggiante o una zona ulcerata, che puo essere confusa con una gengivostomatite prolife-
rativa o ulcerativa. In realta la neoplasia tende ad essere piu estesa ed infiltrante rispetto all’ap-
parenza clinica e spesso viene identificata solo tardivamente (Bilgic et a/2015, Murphy et al,
2020a).

Le forme pit avanzate sono di forma irregolare, nodulari o multinodulari, di colore grigio-ros-
sastro e consistenza friabile, con superficie ulcerata facilmente sanguinante. La consistenza puo
essere compatta o dura in caso di desmoplasia e/o reazione osteoproduttiva del periostio infil-

trato (Murphy et al, 2020a).



Le sindromi paraneoplastiche in corso di FOSCC, cosi come nelle altre neoplasie orali del cane
e del gatto, sono rare (Liptak, 2019). In letteratura ¢ riportato un caso di FOSCC con metastasi

associato a ipercalcemia (Klausner et al, 1990).

1.2.1 Lesioni mascellari e mandibolari

Le neoplasie della gengiva mascellare invadono spesso il tessuto osseo adiacente, causando
grave osteolisi e distruzione del processo palatino del mascellare, dell'incisivo e dell’arcata zigo-
matica, con la comparsa lesioni crateriformi. Le lesioni mascellari caudali mostrano in genere
un pattern ulcerativo, ma puo coesistere una componente di proliferazione reattiva (sia ossea
che dei tessuti molli) attorno alla zona ulcerata. Si verifica di frequente un deficit di retrazione
del bulbo oculare, anche se la neoplasia orale sembra di piccole dimensioni. Le lesioni mascel-
lari rostrali, meno frequenti delle caudali, insorgono in prossimita dei denti canini e/o incisivi
e causano instabilita o caduta dentale, in assenza di segni evidenti di parodontopatia (Bilgic et
al, 2015).

Il carcinoma squamocellulare della regione mandibolare puo avere un aspetto simile alla forma
mascellare, con ulcere e mobilita dentale, oppure presentarsi come una tumefazione non ulce-
rata, con evidenza di proliferazione periostale ed osteolisi (Bilgic et a/, 2015; Figure 1.1 e 1.2).
Viene inoltre segnalata la rara possibilita del SCC mandibolare intraosseo, simile a quello ripor-
tato in medicina umana (Bilgic ef a/, 2015). Si tratta di una neoplasia di origine incerta, che
secondo lipotesi pit accreditata si svilupperebbe da residui di epitelio odontogenico (Tiwari,

2011).

1.2.2 Lesioni linguali / sublinguali

La localizzazione linguale o sublinguale ¢ una tipica presentazione del FOSCC, che macrosco-
picamente puo simulare una reazione da corpo estraneo. Spesso il carcinoma origina dal frenulo
o dalla mucosa sublinguale, per poi invadere rapidamente la muscolatura della lingua, con as-
sociata desmoplasia reattiva che determina indurimento e ispessimento diffuso dell’organo. La
conseguente riduzione della motilita linguale contribuisce al calo dell’appetito. L'ulcerazione &

frequente, e talvolta a causa di fenomeni di trombosi e necrosi ischemica puo verificarsi il



distacco della parte distale della lingua. Con 'aumentare delle dimensioni della massa, la lingua
puo sporgere dalla bocca e subire traumatismi per azione dei denti, con sanguinamento, disfagia

e incapacita di chiudere la bocca (Bilgic et al, 2015; Figura 1.3 ).

1.2.3 Lesioni al palato

Le forme di SCC localizzate alla mucosa del palato si manifestano come placche ulcerate, che
tendono ad invadere e distruggere le ossa sovrastanti (mascellari, palatine e incisivi), e succes-

sivamente le vie nasali e turbinati, con conseguenti disturbi respiratori (Murphy et a/, 2020a).

1.3 Diagnosi differenziali

Le diagnosi differenziali per il FOSCC comprendono malattie parodontali, soprattutto in rela-
zione alla perdita o mobilita dei denti, altri tumori orali maligni, tumori benigni, lesioni proli-
ferative simil-neoplastiche e patologie infettive del cavo orale. Ulteriori neoplasie maligne che
possono insorgere in cavita orale sono fibrosarcoma, linfoma, tumore della guaina dei nervi
periferici, osteosarcoma, condrosarcoma, adenocarcinoma salivare, tumore a cellule granulari,
emangiosarcoma, mastocitoma, plasmocitoma e carcinoma tiroideo ectopico (Reed et al, 2011,
Bilgic et al, 2015).

Le lesioni benigne che possono essere confuse con il FOSCC includono iperplasia gengivale,
espansione dell’osso alveolare, granuloma eosinofilico, polipi nasofaringei, e tumori odontoge-
nici, fra cui ameloblastoma convenzionale, ameloblastoma con produzione di amiloide e tu-
more odontogenico induttivo felino. Pur essendo considerati benigni, alcuni tumori odontoge-
nici possono invadere localmente i tessuti (Bilgic et al, 2015; Murphy et al, 2020Db).

Le forme infettive che possono simulare clinicamente un FOSCC comprendono sia processi di
natura batterica, come ascessi, granulomi e osteomieliti, che micotica (es. criptococcosi e bla-

stomicosi) (Bilgic et al, 2015).
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Indicatori patologici di rilevanza diagnostica nel carcinoma squamocellulare orale felino

Figura 1.1 FOSCC a livello di re-
gione mandibolare destra.

Figura 1.2 FOSCC a livello di emi-
mascella destra. La lesione si presenta
nodulare ed esofitica con multifocali
ulcerazioni.

Figura 1.3 FOSCC occupante la base
della lingua e il frenulo.
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1.4 Diagnosi e stadiazione

I1 FOSCC ¢ un tumore molto aggressivo, per il quale diagnosi precoce e trattamento tempestivo
sono fondamentali per cercare di migliorare la prognosi.

La conferma microscopica della diagnosi di SCC puo avvenire mediante esame citologico o
istologico. Il campionamento citologico di una lesione orale, anche se rapido e poco invasivo,
puo risultare problematico in un animale sveglio e poco collaborativo. In condizioni di aneste-
sia e consigliabile effettuare anche una biopsia istologica incisionale o tramite punch. In questo
modo, se la citologia ¢ sufficiente per confermare la diagnosi verranno impostate rapidamente
le decisioni cliniche pitt opportune; in caso contrario si attendera il risultato dell’esame istolo-
gico, che richiede tempi di processazione pitt lunghi ma ¢ la tecnica raccomandata per la dia-
gnosi definitiva, poiché oltre alla morfologia cellulare consente di valutare I'architettura dei tes-
suti (Morrison e DeNicola, 1993 Bilgic et al, 2015).

Uno studio ha valutato la capacita diagnostica della citologia rispetto all'istopatologia per le
neoformazioni orali del cane (85 casi) e del gatto (29 casi). La concordanza dell’esame citolo-
gico, effettuato con agoaspirazione, agofissione o impronta dal campione chirurgico, era rispet-
tivamente dell'83%, 87% e 75% nel cane, mentre nel gatto 92%, 92% e 86%. Tuttavia, per non
sovrastimare questi risultati bisogna considerare che i campioni non diagnostici (per ipocellu-
larita, emodiluizione o necrosi) sono stati esclusi dall’analisi statistica. Questi campioni corri-
spondevano al 25%, 24% e 13% del totale, rispettivamente ai tre tipi di prelievo (Bonfanti et al,
2015).

Sia per I'esame citologico che istologico ¢ preferibile effettuare prelievi multipli, anche in fun-
zione delle dimensioni della lesione, cercando di evitare aree di necrosi, inflammazione secon-
daria e tessuto di granulazione che potrebbero falsare la diagnosi (Ehrhart, 1998; Bettini, 2002).
La biopsia incisionale va essere eseguita senza disperdere cellule neoplastiche nei tessuti limi-
trofi, per non compromettere I'esito di una successiva chirurgia curativa o radioterapia (Liptak,

2019).
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1.4.1 Diagnostica per immagini

La diagnostica per immagini ¢ importante per definire lalocalizzazione del tumore, la sua esten-
sione e per pianificare I'eventuale intervento chirurgico. L’esame radiografico ¢ utile per valu-
tare la presenza di osteolisi, reazione periostale e riassorbimento odontoclastico. Tuttavia, poi-
ché T'osteolisi ¢ apprezzabile radiograficamente solo quando il contenuto minerale si ¢ ridotto
del 30-50%, I'invasione ossea della neoplasia potrebbe essere sottostimata (Langland et aZ, 2002
Bilgic et al, 2015). Sia la tomografia computerizzata TC che la risonanza magnetica consentono
una migliore caratterizzazione della malattia locale, con la TC preferibile per riconoscere le al-
terazioni ossee (Liptak, 2019). La visualizzazione dei tessuti molli con TC, compresi i linfonodi,
puod comunque essere implementata con I'utilizzo di un mezzo di contrasto. I reperti TC indi-
cativi di metastasi linfonodali sono 'aumento di volume e I'abnorme captazione del mezzo di
contrasto (Bilgic etal, 2015). In uno studio su 18 casi di FOSCC, le dimensioni tumorali rilevate
mediante immagini TC non erano significativamente diverse da quelle misurate durante l'ispe-
zione orale del paziente anestetizzato (Gendler et al 2010).

Altra metodica di imaging, che sembra essere pill precisa della TC nel definire I'infiltrazione
dei tessuti molli e la presenza di metastasi regionali, ma difficilmente reperibile, ¢ la tomografia
con emissione di positroni combinata alla TC (PET-TC) (Yoshikawa et a/, 2013; Randall et al,

2016).

1.4.2 Stadiazione tumorale

I linfonodi regionali devono essere palpati durante 'esame clinico per apprezzare un eventuale
aumento di volume o asimmetrie, anche se cio non é sufficiente per confermare o escludere una
metastasi, che potrebbe essere presente in un linfonodo clinicamente normale, oppure assente
in un linfonodo reattivo (Williams e Packer, 2003). Inoltre, in uno studio su 31 cani e gatti con
neoplasie orali e maxillo-facciali, solo il 54,5% delle metastasi interessava i linfonodi mandibo-
lari; negli altri casi le metastasi erano localizzate ai linfonodi parotidei o retrofaringei, in genere
non apprezzabili clinicamente (Herring ef aZ, 2002). Idealmente, in presenza di una neoplasia
orale maligna tutti i linfonodi regionali andrebbero indagati con agoaspirazione, indipenden-

temente dall’aspetto clinico (Herring et a/, 2002; Williams e Packer, 2003).
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Diversi studi in medicina veterinaria hanno valutato I'attendibilita della citologia agoaspirativa
nella ricerca di neoplasie linfonodali, riportando una sensibilita complessiva del 66-100% e una
specificita del 91-96% rispetto all’'istopatologia. In questi studi i casi citologici non diagnostici,
che variavano dal 5,7 al 25%, sono stati esclusi dalle analisi statistiche. (Langenbach et a/, 2001;
Ku et al, 2017; Fournier et al, 2018). La maggior parte dei campioni inadeguati deriva dal pre-
lievo di linfonodi non aumentati di volume e/o in siti anatomici profondi. (Fournier et al,
2018). La tecnica piu attendibile per la ricerca di metastasi regionali rimane quindi I'esame isto-
patologico dell'intero linfonodo. La scelta del linfonodo o deilinfonodi da esaminare puo essere
critica, poiché alcuni linfonodi metastatici possono apparire normali anche alla TC, e non sem-
pre il linfonodo anatomicamente piu vicino al tumore corrisponde al linfonodo sentinella, cioe
il primo a ricevere il drenaggio linfatico. Pertanto, analogamente a quanto avviene in campo
umano, anche in oncologia veterinaria sono state messe a punto varie tecniche per I'identifica-
zione del linfonodo sentinella (Randall et aZ, 2020).

La ricerca di metastasi polmonari, anche se poco comuni, puo essere effettuata con esame ra-
diografico del torace a tre proiezioni o TC. Va comunque ricordato che, in corso di FOSCC, la
maggior parte dei gatti soccombe a causa della malattia primaria, indipendentemente dallo svi-
luppo o0 meno di metastasi (Bilgic et aZ, 2015).

Nell'uomo la stadiazione del SCC avviene secondo la classificazione 7umor, Node, Metastasis
(TNM). Nel 1980 I'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) ha proposto un adattamento
della classificazione TNM dell'uomo per le neoplasie orali del cane e del gatto, che attualmente
viene largamente impiegato in medicina veterinaria. Tuttavia questo adattamento ha dimo-
strato alcune criticita, in primis il fatto che nello stadio III ricadono neoplasie del cane molto
variabili in termini di osteolisi e coinvolgimento linfonodale, mascherandone cosi differenze
prognostiche. Inoltre, le dimensioni del tumore non vengono rapportate alla taglia del cane, e
la classificazione dei linfonodi su basa esclusivamente su una valutazione clinica.

Sulla base di queste considerazioni, alcuni autori hanno proposto un nuovo sistema classifica-
tivo per le neoplasie orali dei piccoli animali, che tiene conto anche degli aggiornamenti avve-
nuti in campo umano nel corso degli anni, con 'obiettivo di fornire indicazioni prognostiche

pitt accurate (Munday et a/, 2017; Tabella 1.1).
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In questo schema di stadiazione, come della versione piu aggiornata per il SCC umano, tutte le

neoplasie orali con invasione ossa vengono considerate di stadio IV, e vengono poi suddivise

in 3 sottogruppi A, B e C in base all’entita dell'invasione e alla presenza di metastasi.

Altre differenze importanti rispetto al sistema del 1980 sono I’assenza delle dimensioni tumorali

fra i criteri per stadio IV, e la valutazione linfonodale basata esclusivamente sulla ricerca isto-

logica o citologica di metastasi (Munday et al, 2017).

Tabella 1.1 Sistema TNM e stadiazione delle neoplasia orali negli animali domestici (Munday et a/,

2017).

Classificazione corrente per gli animali dome-
stici (OMS)?

Classificazione proposta, sulla base di quella
del SCC orale dell'uomo

T: grandezza ed estensione del tumore solido

Tis: carcinoma in situ
T1: <2 cm di diametro
T1a senza interessamento 0sseo
T1b con interessamento osseo
T2:2-4 cm di diametro
T2a senza interessamento 0sseo
T2b con interessamento osseo
T3: >4 cm di diametro
T3a senza interessamento osseo

T3b con interessamento osseo

Tis: carcinoma in situ
T1: <2 cm di diametro

T2:2-4 cm di diametro

T3: >4 cm di diametro

T4: qualsiasi dimensione con
interessamento osseo

T4a (labbro) infiltrazione dell'osso
corticale, del pavimento della bocca,

della cute

T4a (orale) infiltrazione dell'osso corticale,
del muscolo profondo della lingua, del

seno mascellare, della cute della faccia

T4b (labbro e orale) infiltrazione dello
spazio masticatorio, del piatto
pterigoideo, del cranio o accerchiamento

dell'arteria carotide interna
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N: interessamento dei linfonodi regionali
NO: nessuna evidenza d'interessamento NO: nessuna evidenza d'interessamento
N1: presenza di metastasi al solo linfonodo
N1: linfonodo ipsilaterale mobile L
ipsilaterale
N1a: non ipotizzata presenza di metastasi
N1b: ipotizzata presenza di metastasi
N2: presenza di metastasi a pitt linfonodi
N2: linfonodo controlaterale o bilaterali mobili L .
ipsilaterali
N2a: non ipotizzata presenza di metastasi
N2b: ipotizzata presenza di metastasi
N3: linfonodi fissi N3: presenza di metastasi linfonodale bilaterale
M: metastasi a distanza
MO: nessuna metastasi a distanza MO: nessuna metastasi a distanza
MI: presenza di metastasi a distanza MI: presenza di metastasi a distanza
Stadio Stadio
I T1 NO, N1a, N2a MO I T1 NO MO
II T2 NO, N1a, N2a MO IT T2 NO Mo
11 T3 NO, N1a, N2a MO III T1,T2 N1 MO
qualsiasi T N1b MO T3 NO, N1 Mo
v qualsiasi T N2b, N3 MO IVA T1,T2,T3 N2 Mo
qualsiasi T qualsiasi N M1 T4a NO, N1, N2 Mo
IVB  qualsiasiT N3 MO
T4b qualsiasi N Mo
IVC qualsiasiT  qualsiasiN M1

* Le neoplasie labiali negli animali domestici sono classificate come T1: diametro <2 cm con crescita esofitica,
T2: diametro <2 cm con minima crescita infiltrante, T3: diametro >2cm o infiltrazione profonda, T4: presente

invasione ossea.

1.5 Trattamenti

Le opzioni terapeutiche per il FOSCC comprendo chirurgia, radioterapia, chemioterapia, tera-
pie adiuvanti e protocolli multimodali. La malattia locale ¢ il principale ostacolo al prolunga-
mento della sopravvivenza, e attualmente purtroppo puo essere controllata in modo efficace

solo nella minoranza di casi in cui la neoplasia ¢ totalmente asportabile. A prescindere dal tipo
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di trattamento scelto, € importante informare il proprietario che 'ospedalizzazione puo essere
lunga e costosa, con la necessita un sondino nasogastrico o una gastrostomia durante il ricovero
e fin quando il paziente non sia di nuovo in grado di alimentarsi spontaneamente (Marconato

etal,2012).
1.5.1 Chirurgia

Nella maggior parte dei casi il FOSCC non puo essere asportato chirurgicamente, a causa della
spiccata invasivita e della diagnosi in fase avanzata. Tuttavia per carcinomi di dimensioni ri-
dotte e localizzati rostralmente, in particolare a livello mandibolare, la chirurgia puo essere pra-
ticabile (Bilgic et al, 2015). Uno studio retrospettivo su 21 FOSCC trattati con mandibulecto-
mia (e con terapie aggiuntive in 8 casi) ha evidenziato un tempo di sopravvivenza mediano di
217 giorni, con tasso di sopravvivenza dopo 1 anno e 3 anni rispettivamente del 43 e 28%. In 8
casi (38%) si e verificata una recidiva locale durante il follow-up (Northrup et aZ, 2006). Un
altro studio su 7 gatti con SCC mandibolare trattato con mandibulectomia e radioterapia ha
riportato un tempo di sopravvivenza mediano di 14 mesi, con sopravvivenza a un anno del 57%
e comparsa di recidiva in 6 casi su 7 (Hutson et al, 1992). Gli elevati tassi di recidiva sono attri-
buibili sia a difficolta nel valutare correttamente I'estensione del tumore che alle ridotte dimen-
sioni cranio-facciali del gatto, per le quali e difficile garantire margini chirurgici adeguati (mag-
giori di 1 cm) (Bilgic et al, 2015). Altri studi sulla mandibulectomia hanno riportato una so-
pravvivenza inferiore a 6 mesi. (Bradley et a/,1984; Penwick e Nunamaker 1987). L’esito di una
chirurgia demolitiva ¢ variabile, e strettamente influenzato dalle cure di supporto postoperato-
rio. La qualita di vita puo ritornare buona in alcuni casi, mentre in altri possono permanere
effetti collaterali quali ptialismo, protrusione della lingua, difficolta nella prensione e nel groo-
ming (Bradley et a/ 1984; Penwick e Nunamaker 1987; Northrup et a/ 2006). In uno studio il
12% dei gatti sottoposti a mandibulectomia non ha mai ripreso ad alimentarsi autonomamente
(Northrup et al, 2006). In un recente lavoro su 8 gatti sottoposti a mandibulectomia radicale, &
stato stimato al termine del fo/low-up un tempo di sopravvivenza mediano di 712 giorni. Tutti

i pazienti sono stati alimentati con sondino esofageo o gastrico fino alla ripresa
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dell’alimentazione autonoma, avvenuta in 6 gatti su 8 dopo un periodo post-operatorio varia-

bile da un giorno a 12 settimane (Boston et a/, 2020).

1.5.2 Radioterapia

I FOSCC ¢ un tumore radioresponsivo, in quanto le cellule neoplastiche hanno un elevato tasso
di proliferazione e rispondono rapidamente alle radiazioni. Tuttavia dopo l'irradiazione si ve-
rifica altrettanto rapidamente un ripopolamento da parte di subcloni cellulari radioresistenti
(Bilgic et al, 2015). Per questo motivo la radioterapia come trattamento unimodale ¢ risultata
poco efficace nel controllo del FOSCC (Liptak, 2019).

I protocolli curativi convenzionali prevedono in genere la somministrazione di una quantita
totale cospicua di radiazioni, ripartita in numerose piccole dosi giornaliere, ad esempio 5 giorni
a settimana per varie settimane. Questo tipo di frazionamento si e rivelato inadatto a contrastare
i subcloni neoplastici radioresistenti, pertanto sono stati proposti dei protocolli accelerati, nei
quali la dose complessiva di radiazioni viene somministrata in un tempo minore, con I'applica-
zione di due dosi giornaliere o una dose tutti i giorni della settimana (Bilgic et a/, 2015).

In uno studio su 9 FOSCC trattati con protocollo radioterapico accelerato (14 frazioni da 3.5
Gy somministrate BID nell’arco di 9 giorni), il tempo di sopravvivenza mediano ¢ stato di 86
giorni. Per i gatti con risposta completa (3 su 9) il tempo di sopravvivenza mediano ¢ stato di
289 giorni, anche se questa differenza non era statisticamente significativa. Inoltre il tratta-
mento ¢ stato ben tollerato, con tossicita limitata sia in fase acuta che tardiva (Fidel et al, 2007).
In alternativa ai protocolli con intento curativo, sono stati impiegati quelli di tipo palliativo,
detti ipofrazionati e caratterizzati dalla somministrazione di una quantita totale inferiore di ra-
diazioni, ripartita in dosi maggiori per singola seduta (Bilgic et a/, 2015). In uno studio, un
miglioramento della qualita di vita ¢ stato ottenuto nel 65% dei pazienti che hanno completato
il trattamento palliativo, mentre il tempo di sopravvivenza mediano (92 giorni) non differiva
molto da quelli riportati per altri protocolli radioterapici (Sabhlok e Ayl 2014). Un altro studio
ha valutato un protocollo ipofrazionato accelerato su 21 gatti, riportando una risposta parziale
o completa in 17 casi (81%), sopravvivenza mediana di 176 giorni e buona tollerabilita. L’'unico

fattore prognostico predittivo era lo stadio del tumore: per i carcinomi minori di 2 cm (T1), il
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periodo mediano libero da malattia era di 590 giorni. Quattro gatti hanno sviluppato metastasi
a distanza in assenza di progressione locale della neoplasia (Poirier et al, 2012).

Con radioterapia stereotassica palliativa in 20 casi di FOSCC, ¢ stata ottenuta risposta completa
nel 39% dei soggetti e sopravvivenza mediana di 106 giorni. La morbidita post-trattamento era
tuttavia elevata, con frattura mandibolare in sei casi su 11, fibrosi in 3 carcinomi linguali su 6 e

una fistola oro-nasale su 3 carcinomi mascellari (Yoshikawa et al, 2016).

1.5.3 Chemioterapia

La chemioterapia si ¢ dimostrata scarsamente efficace nel controllo del FOSCC, sia come unico
trattamento che come adiuvante alla chirurgia o alla radioterapia. Alcune delle molecole inda-
gate sono doxirubicina, ciclofosfamide, un analogo liposomiale del cisplatino, carboplatino e
mitoxantrone, ottenendo con tutte risposte insoddisfacenti (Ogilvie et aZ, 1993; Mauldin et al,
1998; Fox et al, 2000; Martinez-Ruzafa et al,, 2009).

Risultati pit1 incoraggianti sono emersi da uno studio retrospettivo sull'impiego dell’inibitore
tirosinchinasico toceranib (Palladia) e dei FANS. La sopravvivenza mediana dei gatti con FO-
SCC trattati con toceranib era significativamente piltl lunga (123 giorni) rispetto a quelli non
trattati (45 giorni). Anche i FANS erano associati ad un prolungamento della sopravvivenza,
maggiore quando erano somministrati in combinazione col toceranib. Per determinare il rela-
tivo contributo dei due farmaci sono necessari ulteriori studi che ne valutino l'efficacia singo-
larmente e in modo prospettico (Wiles et al, 2017).

Il razionale del possibile effetto antitumorale dei FANS consiste nell'inibizione della ciclossige-
nasi, enzima catalizzatore della sintesi delle prostaglandine. Le prostaglandine modulano nu-
merosi eventi patologici implicati nello sviluppo e progressione delle neoplasie, fra cui I'inibi-
zione dell’apoptosi, 'angiogenesi, 'immunosoppressione e la proliferazione cellulare (Dempke
etal,2001).

Fra gli inibitori tirosinchinasici, ¢ stato preso in considerazione anche il farmaco umano gefitinib, che
agisce sul recettore per il fattore di crescita epidermico EGFR (epidermal growh factor receptor)
espresso in una percentuale elevata di FOSCC. In uno studio il gefitinib ha determinato una riduzione

della proliferazione di linee cellulari feline, seguita pero da fenomeni di resistenza non associati a
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mutazioni del dominio tirosinchinasico di EGFR. La combinazione con piccoli RNA interferenti
(small interfering RNA, siRNA) ha consentito di superare tale resistenza in vitro (Bergkvist et al,
2011b).

Il pamidronato disodico, un bifosfonato con attivita antiosteoclastica, ha la capacita di inibire
la proliferazione di neoplasie osteo-invasive sia in vitro che in vivo. Uno studio pilota ha valu-
tato il trattamento palliativo con pamidronato (singolarmente o in combinazione con altre te-
rapie, inclusi FANS), per 5 FOSCC, riportando una sopravvivenza mediana di 170 giorni e
buona tollerabilita (Wypij e Heller 2014).

Un’altra tipologia molecolare di potenziale interesse ¢ rappresentata dagli inibitori delle po-
liammine. Le poliammine sono importanti nella proliferazione cellulare e la loro produzione ¢
disregolata in molte neoplasie. In uno studio preliminare, ¢ stata somministrata a 13 gatti con
FOSCC la difluorometilornitina (DMFO, inibitore dell’enzima ornitina decarbossilasi) insieme
a MQT 1426, un inibitore del trasporto delle poliammine. Dopo il trattamento & stata rilevata
una riduzione significativa del livello di poliammine nel tessuto neoplastico. In due soggetti ¢
stata ottenuta regressione del tumore, in altri sei malattia stabile (Skorupski et a/, 2011). La
DMEFO e stata sperimentata anche in monoterapia, ottenendo un effetto molecolare simile. L’ef-

fetto tossico pitt comune ¢ stato la perdita dell'udito (Lewis et al, 2013).

1.5.4 Trattamenti combinati

In alcuni casi un approccio terapeutico multimodale puo migliorare i tempi di sopravvivenza
rispetto ad una monoterapia. In uno studio su 7 gatti con FOSCC trattati con radioterapia adiu-
vante dopo la mandibulectomia, si € verificata recidiva locale in 6 casi (85%), in un tempo di
variabile di 3-36 mesi (tempo mediano 12,5 mesi); un gatto ¢ stato soppresso dopo 14 mesi per
una patologia non correlata al tumore orale (Hutson et al, 1992).

Anche la combinazione di chemioterapici o farmaci radiosensibilizzanti con la terapia radiante
puo migliorare i tassi di risposta e la sopravvivenza, anche se di poco. Ad esempio, la sommini-
strazione dell’antineoplastico mitoxantrone insieme alla radioterapia in 7 gatti ha determinato
un tempo di remissione e una sopravvivenza mediana rispettivamente di 138 e 184 giorni (Bilgic

et al, 2015). La radioterapia combinata alla somministrazione intratumorale di etanidazolo, un
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radiosensibilizzante delle cellule in ambiente ipossico, ha fornito buona regressione del tumore
(riduzione di volume mediana del 70%), ma con risposta di breve durata e sopravvivenza me-
diana di 116 giorni (Evans et al, 1991).

La gemcitabina ¢ un farmaco citotossico che combinato alla radioterapia nella cura del FOSCC
ha mostrato un discreto tasso di risposta, ma ¢ stata sconsigliata per gli effetti tossici importanti,
quali infiammazione delle mucose locali e mielosoppressione (Jones et al, 2003; LeBlanc et al,
2004). Un altro studio ha valutato un protocollo radioterapico accelerato abbinato al carboplatino
su 31 FOSCC, ottenendo sopravvivenza mediana di 163 giorni (range 53-770). La remissione
completa della malattia a 30 giorni e la sede del tumore erano due importanti fattori predittivi
della sopravvivenza. In particolare i FOSCC tonsillari e linguali erano quelli con migliore risposta
alla terapia, evidenziando una sopravvivenza media di 724 giorni e un tempo mediano non rag-
giunto. Quattro di questi casi erano ancora in vita alla chiusura del folow-up) (Fidel et al, 2011).
Infine, un recente studio retrospettivo ha valutato l'efficacia di un protocollo radioterapico ac-
celerato ed ipofrazionato, combinato ad una terapia sistemica antiangiogenica con bleomicina,
piroxicam e talidomide. Questo trattamento multimodale ¢ stato applicato a 27 gatti con FO-
SCC non asportabili chirurgicamente. Il tempo mediano di sopravvivenza ¢ stato di 179 giorni,

con la comparsa di grave tossicita in 8 soggetti (29,6%) (Marconato et al, 2019).

1.5.5 Altri trattamenti

I trattamenti di supporto comprendono la terapia analgesica, il sostegno nutrizionale e il con-
trollo delle infezioni. I farmaci pitt importanti per la prevenzione e il controllo del dolore in
ambito oncologico sono i FANS e gli oppioidi. Nei gatti con FOSSC andrebbe evitata la som-
ministrazione per via orale, poiché le lesioni orali possono essere dolorose o facilmente sangui-
nanti (Bilgic et al, 2015). Per lo stesso motivo, questi pazienti dovrebbero ricevere un alimento
di tipo umido, con adeguato apporto calorico, fin quando non siano in grado di assumerlo au-
tonomamente. Secondo alcuni autori, 'alimentazione con sondino andrebbe limitata ai tratta-
menti con intento curativo, durante la fase di recupero. In caso di terapia palliativa infatti, il
sondino non consentirebbe di valutare 'appetito, un importante indicatore della qualita di vita

(Bilgic et al, 2015).
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In presenza di una lesione ulcerata, il controllo delle infezioni secondarie da parte di batteri
opportunisti orali ¢ un altro aspetto importante della terapia di supporto. Sono preferibili anti-
biotici ad ampio spettro, con modalita di somministrazione agevole (Bilgic et al, 2015).

Nuove strategie terapeutiche sono in fase di studio e comprendono la terapia fototermica con
nanoparticelle, la brachiterapia e 'elettrochemioterapia (Bilgic ef a/, 2015; Van Nimwegen et

al, 2018; Spugnini e Baldi 2019).

1.6 Caratteri citologici ed istologici

1.6.1 Esame citologico

In presenza dilesioni proliferative, il campionamento del SCC con agoaspirazione o agofissione
fornisce in genere campioni a elevata cellularita, con il vantaggio di oltrepassare la superficie
della lesione che potrebbe essere ulcerata ed infiammata. Se 'animale ¢ sveglio, I'introduzione
di un ago in cavita orale puo essere pericolosa. In tal caso il brushing rappresenta una valida
alternativa, che fornisce comunque buona cellularita e consente di raccogliere cellule qualche
millimetro sotto la superficie. Le lesioni erosivo-ulcerative possono essere campionate con bru-
shing, raschiato o impronta (Bettini et a/, 2002, Jergens et al, 2016; Bernreuter 2020).

La diagnosi citologica di SCC si basa sul riscontro di cellule epiteliali con differenziazione squa-
mosa e criteri di malignita. Queste due caratteristiche possono manifestarsi in modo variabile a
seconda del grado di differenziazione del tumore. Nei carcinomi ben differenziati le cellule
squamose possono presentarsi sia isolate che in ammassi, hanno citoplasma tipicamente ab-
bondante, blu-azzurro vitreo e limiti netti angolari. Mentre nei cheratinociti normali la matu-
razione del citoplasma si associa a picnosi e successiva scomparsa del nucleo, nei cheratinociti
neoplastici il nucleo permane immaturo e voluminoso. Questa asincronia di maturazione fra
nucleo e citoplasma ¢ un importante criterio di malignita del SCC, soprattutto in alcuni carci-
nomi ben differenziati in cui le altre atipie non sono particolarmente marcate, o comunque sono
evidenti solo in poche cellule. Possono essere presenti variazioni del rapporto nucleo-citopla-
smatico, anisocitosi, anisocariosi e nucleoli prominenti. Aspetti caratteristici del SCC sono la

presenza di piccoli vacuoli otticamente vuoti perinucleari e cellule cheratinizzate con
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prolungamenti citoplasmatici affusolati, dette cellule a girino. Nei SCC poco differenziati, la
differenziazione squamosa puo essere visibile in una percentuale inferiore di cellule, mentre i
criteri di malignita sono in genere molto marcati. La popolazione cellulare prevalente consiste
in cellule epiteliali pleomorfe con scarsa coesione intercellulare, anche di forma rotonda, con
elevato rapporto nucleo-citoplasmatico, citoplasma bluastro granulare, gravi atipie nucleari e
multinucleazioni (Bettini et aZ, 2002, Jergens et al, 2016; Bernreuter 2020). A causa della che-
ratina intralesionale e della presenza di necrosi, ulcerazioni e infezioni batteriche, puo coesistere
abbondante infiammazione neutrofilica. In questo caso I'interpretazione delle atipie cellulari

come neoplastiche piuttosto che displastiche e secondarie alla flogosi potrebbe essere proble-

matica (Camus 2017; Figura 1.1).

Figura 1.1

Gatto, immagini rappresenta-
tive di preparati citologici di car-
cinoma squamocellulare orale,
May Grunwald Giemsa.

In alto: foglietti di cheratinociti
neoplastici con limiti cellulari
netti e angolari, citoplasma blu-
azzurro vitreo e moderati carat-
teri di anisocitosi e anisocariosi.
Coesiste inflammazione neutro-
filica. Ingrandimento 200x.

In basso: cellule neoplastiche
con rapporto nucleo-citopla-
smatico variabile e nucleoli pro-

minenti. Ingrandimento 400x.
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1.6.2 Esame istologico

Istologicamente il FOSCC consiste in una proliferazione disorganizzata di cellule epiteliali a
vario grado di cheratinizzazione, che oltrepassa la membrana basale ed invade i tessuti sotto-
stanti. Le forme ben differenziate sono composte da isole e cordoni di cellule squamose pleo-
morfe, con ponti intercellulari ben evidenti ed eventuali aggregati concentrici di cheratina la-
mellare compatta (perle cornee). Nei carcinomi meno differenziati invece, la cheratinizzazione
del citoplasma puo essere evidente solo in alcune aree multifocali. I nuclei sono tipicamente
voluminosi, con cromatina vescicolare e nucleolo prominente. Sono spesso presenti aree di ne-
crosi, ulcerazioni ed infiltrati infiammatori composti da neutrofili, linfociti e plasmacellule in
quantita variabili (Stebbins et al, 1989; Bilgic et al, 2015; Kiehl e Brown Calderwood Mays,
2016). In caso di coinvolgimento osseo possono evidenziarsi osteolisi, riassorbimento osseo e
proliferazione di osso reattivo (Martin et al, 2011).

In base all’aspetto morfologico, sono stati descritti diversi sottotipi di SCC, alcuni dei quali po-
trebbero presentare difficolta diagnostiche e richiedere un’indagine immunoistochimica.
Nell'uomo ¢ stato dimostrato che i vari sottotipi di SCC sono associati ad un diverso compor-
tamento biologico e quindi a una diversa prognosi (Barnes et al, 2005; Pereira et al, 2007).
Negli animali domestici invece tale ruolo prognostico non ¢ mai stato indagato, e nel gatto la

frequenza dei diversi sottotipi ¢ ancora poco conosciuta (Munday 2017; Sparger et al, 2018).

SCC convenzionale

I1 SCC convenzionale ¢ I'istotipo pill comune in tutti gli animali domestici; puo essere a sua
volta classificato in base all’entita della differenziazione. Il SCC ben differenziato ¢ formato da
isole e trabecole con una progressione ordinata da piccole cellule basali non cheratinizzate alla
periferia, a voluminose cellule cheratinizzate verso il centro, e talvolta perle cornee centrali. Le
cellule cheratinizzate hanno ampio citoplasma eosinofilo e ponti spinosi intercellulari in gran
parte mantenuti. Pleomorfismo nucleare e attivita mitotica sono minimi. Nel SCC moderata-
mente differenziato le strutture epiteliali tendono ad essere pill piccole e invasive, con perdita
della polarizzazione. Le cellule hanno citoplasma meno intensamente eosinofilo e i ponti inter-

cellulari sono difficilmente visibili. I nuclei sono ipercromatici e pleomorfi, le mitosi frequenti,
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talvolta atipiche. Le perle cornee sono rare o assenti. Nel SCC scarsamente differenziato le cel-
lule hanno citoplasma scarso, con rari aspetti di cheratinizzazione; le atipie nucleari e 'attivita
mitotica sono marcate. Le cellule possono infiltrare lo stroma desmoplastico in piccoli gruppi
o anche singolarmente, e in queste aree la connessione della neoplasia con I'epitelio della mu-

cosa potrebbe non essere identificata (Munday 2017) (Figura 1.2).

SCC papillare

Il sottotipo papillare ¢ stato descritto a livello orale sia nel cane che nel gatto. Macroscopica-
mente si presenta come una neoformazione esofitica, di consistenza friabile. Istologicamente
Iepitelio ¢ espanso da numerose formazioni papillari sostenute da assi fibrovascolari. Le cellule
neoplastiche variano da basaloidi a cheratinizzate, con occasionale formazione di perle cornee.
La caratteristica chiave per differenziare questo sottotipo dal papilloma squamoso ¢ I'invasione
della lamina propria da parte delle cellule neoplastiche, non sempre facile da individuare a causa

del pattern di crescita papillare (Stelow e Mills 2005; Munday 2017; Sparger et al, 2018).

SCC verrucoso

Anche questo sottotipo ¢ caratterizzato da crescita esofitica, con aspetto a cavolfiore. Istologi-
camente si evidenziano ampie trabecole di cheratinociti neoplastici, intercalate ad abbondante
tessuto fibroso. Le strutture epiteliali apparentemente sembrano comprimere, piuttosto che in-
filtrare, i tessuti sottostanti. Nell'uomo il sottotipo verrucoso ¢ associato ad una prognosi mi-
gliore rispetto ad altri sottotipi. Nel cane invece sono riportati casi di recidiva locale con pro-

gnosi infausta (Van Rensburg 1982; Munday 2017).

SCC basaloide

Neoplasia prevalentemente composta da cellule epiteliali di aspetto basale, di piccole e medie
dimensioni, organizzate in lobuli solidi che infiltrano la mucosa. Le cellule alla periferia dei
lobuli sono talvolta disposte in palizzate, mentre nelle aree centrali possono formarsi piccoli

spazi cistici (Nemec ef al, 2012; Munday 2017).
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Figura 2.2. Immagini rap-
presentative di SCC con-
venzionale, Ematossilina
Eosina.

A. SCC convenzionale ben
differenziato. Trabecole di
cellule neoplastiche con
progressiva  differenzia-
zione dallo strato basale
periferico verso il centro e
multifocali perle cornee
centrali (frecce);

B. SCC convenzionale me-
diamente differenziato. Le
perle cornee (frecce) sono
meno frequenti e accen-
tuate.

C. SCC convenzionale
scarsamente differenziato.
Isole e cordoni di cellule
neoplastiche con  rari
aspetti di cheratinizza-
zione infiltrano il tessuto
osseo adiacente (da Nemec
et al, 2012).



Indicatori patologici di rilevanza diagnostica nel carcinoma squamocellulare orale felino

SCC a cellule fusate

Si tratta di una proliferazione di cellule fusate, voluminose, con citoplasma pallido e anfofilo
che tendono a disporsi in vortici o fasci. La differenziazione istologica da un sarcoma o un me-
lanoma a cellule fusate puo essere difficile, ma esaminando attentamente il fronte invasivo della
neoplasia, nella maggioranza dei casi si possono rilevare alcune cellule con differenziazione

squamosa (Nemec et al, 2012; Munday 2017).

Figura 1.3 Immagini istologiche rappresentative di SCC non convenzionale, Ematossilina eosina.

1 - SCC papillare. L’epitelio neoplastico ¢ sollevato in papille supportate da sottili assi di stroma fibrovascolare.
2 - SCCbasaloide. Lobuli di cellule epiteliali di piccole-medie dimensioni sono frammisti a cellule cheratinizzate
singole o in piccoli gruppi (frecce) (da Nemec et al, 2012). 3 - SCC a cellule fusate. Coesistono cheratinociti di
forma poligonale e di forma fusata, con nuclei ipercromatici e scarso citoplasma eosinofilo, ingrandimento 400x.
4 - SCC acantolitico. Multifocalmente i cheratinociti neoplastici perdono coesione tra loro (acantolisi) dando ori-
gine a strutture pseudoghiandolari, ingrandimento 40x.
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Questi due sottotipi sono considerati varianti del SCC convenzionale. Entrambi sono prevalen-
temente costituiti da trabecole di cellule cheratinizzate pleomorfe che infiltrano i tessuti adia-
centi. Nel tipo adenosquamoso le trabecole sono frammiste a strutture epiteliali con differen-
ziazione ghiandolare. II SCC acantolitico invece (detto anche adenoide) ¢ caratterizzato da
pseudolumi ghiandolari delimitati da cheratinociti neoplastici e contenenti cellule acantolitche.
Entrambi i sottotipi potrebbero essere confusi con un adenocarcinoma delle ghiandole salivari.
Nei casi dubbi puo essere utile la colorazione con Alcian Blu, per evidenziare la mucina presente

negli adenocarcinomi (Munday et a/, 2017; Figura 1.3).

1.6.3 Grading istologico

Schema di Broders

Lo schema di Broders ¢ un sistema di grading per il SCC derivante dalla medicina umana ma
applicato anche in oncologia veterinaria. In questo sistema i carcinomi vengono classificati in 4
gruppi sulla base della differenziazione e del numero di mitosi. I carcinomi ben differenziati
corrispondono al grado I, quelli moderatamente differenziate ai gradi II-III e quelli scarsamente
differenziate al grado IV (Marconato et al, 2012; Tabella 1.2). Tuttavia lo schema di Broders
ha evidenziato alcuni limiti, a causa dei quali non ¢ risultato affidabile nel predire la prognosi
del SCC umano. Questi limiti sono legati all’eterogeneita intratumorale del grado di differen-
ziazione, importante soprattutto quando si hanno a disposizione piccole biopsie, e alla sogget-

tivita della valutazione (Munday 2017).

Classificazione di Anneroth

Questo sistema di grading, ideato per il SCC orale dell'uomo, prende in considerazione il fronte
invasivo del tumore. Rispetto allo schema di Broders ha dimostrato di fornire informazioni
prognostiche pili accurate (Bryne et al, 1989). La classificazione di Anneroth & formata da sei
parametri istologici, tutti con lo stesso valore per 'assegnazione del grado di malignita: tre pa-
rametri riguardanti le cellule neoplastiche (cheratinizzazione, pleomorfismo e mitosi) e altri tre
sull'interazione neoplasia-organismo (pattern e stadio di invasione, risposta infiammatoria)

(Akhter et al, 2011). Un adattamento di questo grading ¢ stato proposto per il SCC cutaneo ed
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orale del cane, mentre nel gatto non sono ancora stati svolti studi al riguardo (Nagamine et a/,

2017; Tabella 1.3)

Tabella 1.2 - Schema di Broders (da Marconato et al., 2012).

Percentuale . Presenza  Cheratinizza- »
. . Ponti inter- . . L . L Profondita
Grado di cheratiniz- . di perle zione indivi-  Indice mitotico .
. cellulari della lesione
zazione cornee duale
scarsa o as-
I 75-100% +++ +++ basso superficiale
sente
sottocutanea
I 50-75% + ++ scarsa basso .
superficiale
sottocutanea
111 25-50% +/- + abbondante moderato
profonda
v <25% - +/- abbondante elevato profonda

Tabella 1.3 - Sistema di classificazione del SCC cutaneo ed orale. I punteggi di ciascun parametro ven-
gono sommati, per un totale massimo di 20 punti. Il grado del tumore si basa sul punteggio totale come

segue: grado 1 (6-10), grado 2 (11-15), grado 3 (16-20) (Nagamine et al, 2017). HPF: high-power field.

Punteggio Percentuale di Risposta  Pleomorfismo
88 L. . Pattern di invasione ,P . Mitosi/HPF
cheratinizzazione dell’ospite nucleare
Compressivo, margini
Li >75% di
1 >50% infiltranti ben deli- Marcata feve ( o 0-1
) cellule mature)
neati
Moderato (50-
Cordoni solidi e band
2 20-50% OrCont SOUCL EDANCE 1o derata  75% di cellule 23
di cellule infiltranti
mature)
Cordoni o piccoli Marcato (25-
3 5-20% gruppi di cellule infil- Lieve 50% di cellule 4-5
tranti (n> 15) mature)
Dissociazione cellulare
diffusa in piccoli Estremo (0-
iffusa in piccoli
4 0-5% . .p . Nessuna 25% di cellule >5
gruppi e/o in singole
mature)
cellule (n <15)
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1.7 Immunoistochimica

1.7.1 Marker di utilita diagnostica

Le citocheratine (CK) sono una famiglia di polipeptidi che caratterizzano i filamenti intermedi
delle cellule epiteliali, e ne rappresentano i principali marker di differenziazione. Sono classifi-
cate in cheratine acide (tipo I) e cheratine basiche (tipo II). Possono inoltre essere classificate in
base al peso molecolare. Le cheratine a basso peso molecolare (LMW, low molecular weight)
sono presenti nella maggior parte degli epiteli ma non in quello squamoso, dove invece sono
presenti cheratine ad alto peso molecolare (HMW, Aigh molecular weight), come le citochera-
tine 5 e 6 (Ramos-Vara e Borst, 2017).

Il cocktail di anticorpi monoclonali anti-pancitocheratina (AE1/AE3) identifica la maggior parte
delle cheratine, ed ¢ la scelta di elezione per confermare una neoplasia epiteliale in caso di dubbio.
Ad esempio, potrebbe essere utile per confermare un SCC a cellule fusate in diagnosi differenziale
con un melanoma, un fibrosarcoma o uno schwannoma. Oppure, in una biopsia orale di piccole
dimensioni in cui non si evidenzia una neoformazione ma solo piccoli gruppi di cellule infiltranti,
la positivita immunoistochimica potrebbe confermarne I'origine epiteliale. Altri markers diagno-
stici potenzialmente utili per le cellule epiteliali sono ’E-caderina e la claudina-1, due proteine ap-
partenenti ai complessi di giunzione intercellulare (Ramos-Vara e Borst, 2017).

In caso di diagnosi differenziale tra un SCC e un adenocarcinoma, possono essere utili la CK 5,
(come marker dell’epitelio squamoso), e la CK 7, a basso peso molecolare, espressa intensa-
mente dalle strutture ghiandolari. In seconda battuta si possono indagare la proteina p63,
espressa nel SCC, e la CK18 per I'epitelio ghiandolare (Ramos-Vara e Borst, 2017).

Va inoltre ricordato che, come conseguenza della transizione fenotipica epitelio-mesenchimale, al-

.....

cuni carcinomi potrebbero mostrare positivita immunoistochimica alla vimentina (Harris 2019).

1.7.2 Marker di utilita prognostica

EGFR
EGEFR (epidermal growth factor receptor) ¢ un recettore transmembrana composto da un do-
minio tirosinchinasico che regola molte attivita cellulari, fra cui il ciclo cellulare, I'apoptosi e la

differenziazione (Herbst 2004). Nel HNSCC, la sovraespressione di EGFR rappresenta un
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importante fattore prognostico indipendente, negativamente associato al tempo libero da ma-
lattia e alla sopravvivenza (Ang et al, 2004). Anche nel SCC cutaneo del gatto, 'espressione di
EGEFR ¢ stata associata ad una prognosi peggiore (Sabattini et a/, 2010). Nel FOSCC l'espres-
sione di EGFR ¢ stata riportata da vari studi, ma il suo ruolo prognostico non ¢ ancora stato
che EGEFR sia coinvolto nella progressione neoplastica del FOSCC e che potrebbe essere sfrut-

tato come bersaglio terapeutico (Bergkvist et al, 2011b; Yoshikawa et a/, 2012; Bilgic et a/2015).

COX-2

La ciclossigenasi (COX) ¢ il principale enzima responsabile della sintesi delle prostaglandine.
COX-1 ¢ I'isoforma costitutiva, normalmente attiva nell'organismo, che catalizza la sintesi di
prostaglandine con funzioni omeostatiche, come la citoprotezione della mucosa gastrica, il
mantenimento del flusso sanguigno renale e la sintesi di trombossano, un potente aggregante
piastrinico. L’isoforma inducibile COX-2 condivide circa il 60% di omologia con COX-1 e viene
espressa principalmente nei tessuti inflammati. Numerose citochine infiammatore, sostanze
carcinogene e mitogene possono indurre I'attivazione di COX-2 in svariati tipi cellulari, fra cui
cellule endoteliali, leiomiociti, condrociti, fibroblasti, monociti, macrofagi e sinoviociti. Le pro-
staglandine E2 (PGE2) prodotte da queste cellule mediano la risposta infiammatoria, e in alcuni
casi possono favorire la carcinogenesi (Flory e LeBlanc 2005). L’utilita prognostica di COX-2 ¢
controversa, con studi discordanti sia in oncologia umana che veterinaria. Secondo alcuni di
questi, 'espressione di COX-2 potrebbe essere associata a una minor sopravvivenza nell’osteo-
sarcoma del cane e nel carcinoma mammario felino (Dore 2011). Diversi studi hanno riportato
I'espressione di COX-2 nelle cellule del FOSCC, con notevole variabilita in termini di frequenza
(9-82% dei casi), percentuale di cellule neoplastiche positive e intensita della positivita immu-
noistochimica. L'espressione di COX-2 nella mucosa orale non neoplastica era significativa-
mente inferiore o assente (Beam et a/, 2003; Hayes et al, 2006; DiBernardi et al, 2007; Nasry et
al, 2018). Anche se 'effettivo ruolo patogenetico e prognostico della COX-2 nel FOSCC ¢ an-
cora da definire, questi dati pongono le basi per studi clinici sull’efficacia degli inibitori della

COX-2 in questa neoplasia.
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CD147

CD147 ¢ una glicoproteina transmembrana chiamata anche matrice extracellulare metallopro-
teinasi induttore (EMMPRIN) o Basigin. Nel SCC orale dell'uomo CD147 viene sovraespressa,
¢ associata negativamente alla prognosi ed ¢ ritenuta un potenziale target terapeutico. Questa
proteina promuove I'invasione tumorale e I'inflammazione tramite numerose vie molecolari,
fra cui l'attivazione di metalloproteinasi (Monteiro et al, 2014; Landras et al, 2019). Uno studio
su 43 FOSCC ha valutato 'espressione immunoistochimica di CD147, parallelamente a COX2,
evidenziandone 'espressione nelle cellule neoplastiche rispettivamente nel 51% e 49% dei casi.
L’espressione di entrambe le proteine nello stroma e nell’epitelio orale adiacente era significati-
vamente meno frequente. Lo stesso studio, analizzando linee cellulari di FOSCC, non ha riscon-
trato alcuna correlazione fra I'espressione delle due proteine, né fra CD147 e le prostaglandine
PGE2, suggerendo quindi che CD147 e COX-2 sono regolate in modo indipendente (Nasry et

al, 2018).

Ki67

Ki67 & una proteina nucleare espressa dalle cellule solo se in attiva replicazione, in tutte le fasi
del ciclo cellulare. Viene comunemente impiegata per misurare la frazione di crescita di una
popolazione cellulare ed ¢ associata al comportamento biologico di molte neoplasie (Scholzen
e Gerdes, 2000). Nel carcinoma squamocellulare umano laringeo e ipofaringeo, i tumori con
elevata percentuale di cellule positive a Ki67 hanno evidenziato una maggiore probabilita di
recidiva post-chirurgica rispetto ai tumori con basso indice Ki67 (Liu et al, 2003). Altri studi
sul HNSCC invece non hanno evidenziato alcuna associazione al comportamento biologico
(Quon et al, 2001). Nel gatto, la relazione fra Ki67 ¢ comportamento biologico del FOSCC non
¢ univoca, anche se la percentuale di cellule positive nella neoplasia ¢ tendenzialmente elevata e
in alcuni casi sembra essere inversamente associata alla sopravvivenza (Bergkvist et a/, 2011b;
Yoshikawa et al, 2012). Inoltre, casi di HNSCC con elevata espressione di Ki67 e senza espres-
sione della proteina p53, hanno mostrato eccellente risposta alla radioterapia, anche in stadio

avanzato (Raybaud-Diogéne et a/,1997). Un comportamento simile ¢ stato riportato da uno
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studio sul SCC cutaneo felino, nel quale i tumori con maggiore espressione di Ki67 hanno ri-

sposto meglio alla radioterapia (Melzer et al, 2006).

STAT3

STAT (signal transducer and activator of transcription) ¢ una famiglia di 7 isoforme proteiche
che agiscono come fattori di trascrizione intracellulari, mediando i segnali provenienti da cito-
chine e fattori di crescita e regolando cosi la normale fisiologia cellulare e lo sviluppo. A causa
della loro influenza sulla sopravvivenza cellulare, la proliferazione e I'angiogenesi, le proteine
STAT, in particolare STAT3 e STATS5, sono state implicate anche nello sviluppo delle neoplasie
(Bowman et al, 2000). L’attivazione di STAT3 contribuisce all'insorgenza di metastasi e alla
chemioresistenza tramite numerosi target trascrizionali, come il fattore di crescita dell’endote-
lio vascolare (VEGF), la survinina e le famiglie proteiche BCL2 (Brown et al, 2015). Di conse-
guenza, I'espressione di STAT3 ha un impatto negativo sulla prognosi di molte neoplasie
umane, fra cui anche il HNSCC (Macha et a/, 2011). L’esposizione in vitro di linee cellulari di
HNSCC ad alcuni inibitori della proteina STAT3 ha provocato una sottoregolazione dei suoi
target trascrizionali e una riduzione della proliferazione cellulare (Grandis et a/, 1998). Uno
studio sul FOSCC ha rilevato I'espressione immunoistochimica di STAT3 nel 48% dei campioni
esaminati, ma il suo ruolo prognostico non ¢ stato indagato. Inoltre la somministrazione di una
piccola molecola inibitrice di STAT3 (LLL12), ha determinato su una linea cellulare di FOSCC
effetti parzialmente simili a quelli riscontrati nell'uomo. Pertanto, STAT?3 ¢ stata suggerita come
potenziale bersaglio terapeutico nel FOSCC, anche se i meccanismi di interazione con i suoi

target trascrizionali sono complessi e richiedono ulteriori approfondimenti (Brown et al, 2015).

CD3 (infiltrato linfocitario)

Numerose evidenze in medicina umana indicano che disfunzioni del sistema immunitario e
meccanismi su base inflammatoria sono implicati nell'insorgenza e nella progressione del
HNSCC (Feller et al, 2013). Influenzando il microambiente tumorale, le cellule neoplastiche
interagiscono con le cellule immunitarie dell’ospite e sono in grado di indurre immunosoppres-
sione ed evasione della risposta immunitaria. Queste interazioni possono favorire la crescita del

tumore, 'angiogenesi e lo sviluppo di metastasi (Ferris et al, 2015). Diversi studi hanno
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riportato nell'uomo un ruolo prognostico degli infiltrati intratumorali di linfociti T, con effetti
diversi a seconda dei sottotipi linfocitari coinvolti (Ferris et al, 2015, Lei et al, 2016). La mole-
cola CD3 ¢ uno degli antigeni pit precoci che caratterizzano i linfociti della linea T, ed & com-
posto da quattro glicoproteine di membrana, con domini extracellulari, transmembrana ed in-
tracellulari (Ramos-Vara e Borst, 2017). I linfociti T regolatori (Treg) sono un sottotipo di lin-
fociti T CD4 positivi con attivita immunosoppressiva, e sono presenti in numero aumentato sia
a livello tumorale che nel sangue periferico di pazienti con HNSCC (Allen et al, 2015; Ferris et
al,2015). L’aumento di linfociti Treg sembra avere un significato prognostico nel HNSCC, an-
che se gli studi in merito sono discordanti (Shang et a/, 2015; Wallis et a/, 2015; De Meulenaere
et al, 2017). Uno studio preliminare ha cercato di caratterizzare, con immunoistochimica, I'in-
filtrato linfocitario presente in 12 casi di FOSCC. Un infiltrato di linfociti T (CD3 positivi) era
presente in 11 casi (92%), distribuito sia nello stroma che nell’epitelio tumorale, oppure preva-
lentemente a livello stromale. In 7 casi (58%) erano presenti anche linfociti identificati come
Treg, in base alla positivita per il fattore di trascrizione FoxP3, caratteristico di questo sottotipo.
In tutti i casi erano presenti anche linfociti B (CD20 e CD79 positivi). Nello stesso studio é stata
svolta un’analisi citofluorimetrica del sangue circolante di 9 gatti con FOSSC, evidenziando un
numero significativamente maggiore di cellule CD4 e Foxp3 positive rispetti a 7 controlli sani.
Saranno necessari ulteriori studi per definire 'eventuale significato patogenetico e prognostico

di questi reperti (Sparger et al, 2018).

plé

La proteina p16 inibisce la replicazione cellulare regolando la funzione della proteina del reti-
noblastoma (pRb) (Foulkes et al, 1995). La perdita di pRb promuove una replicazione cellulare
incontrollata e si associa ad accumulo non funzionale di p16 all'interno delle cellule (Parry et
al, 1995). Nell’'uomo, i HNSCC causati da Papillomavirus sono tipicamente caratterizzati da
accumulo intracellulare di p16, secondario alla degradazione di pRb per azione del virus. Al
contrario, nei HNSCC associati ad altre cause, principalmente il consumo di tabacco e alcool,
si verifica in genere perdita di p16, suggerendo che i meccanismi molecolari di carcinogenesi

dei due sottogruppi tumorali sono differenti (Smeets et al, 2007). Anche il comportamento
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biologico delle due categorie ¢ diverso, con una prognosi peggiore per i carcinomi causati da
alcool e tabacco rispetto a quelli di origine virale (Psyrri et al, 2009). Inoltre, la p16 si ¢ rivelata
essere un fattore prognostico indipendente per il HNSCC, in quanto anche i carcinomi orali
non associati a HPV, ma che esprimono p16, hanno una prognosi piti favorevole (Lewis et al.,
2010).

Nel gatto, un’associazione fra sovraespressione di p16 e presenza di Papillomavirus ¢é stata ri-
scontrata per i SCC cutanei che si sviluppano in aree protette dai raggi UV e per quelli del p/a-
num nasale (Munday et al, 2011a; Munday et al, 2013). Nei SCC del p/anum nasale inoltre, la
sovraespressione di pl6 ¢ stata associata a migliori tempi di sopravvivenza (Munday et al,
2013). Nel FOSCC, anche se la maggior parte degli studi immunoistochimici e molecolari non
supporta un ruolo eziologico del Papillomavirus, la p16 potrebbe rappresentare un indicatore
prognostico. Un’analisi immunoistochimica su 48 FOSCC ha rilevato tre pattern di espressione
di p16: sovraespressione diffusa nucleare e citoplasmatica nel 19% dei casi, debole positivita
citoplasmatica alla periferia delle trabecole di cellule neoplastiche (70% dei casi) ed espressione
negativa nel restante 12%. La sopravvivenza dei gatti con sovraespressione di p16 era significa-
tivamente maggiore (84 giorni) rispetto ai gatti con positivita debole periferica (37 giorni), ma
non c’era differenza significativa rispetto ai casi senza espressione di p16 (51 giorni) (Munday
et al, 2019). Al di la del significato prognostico, ¢ quindi probabile che I'aumento di p16 nel
FOSCC sia causato da meccanismi molecolari differenti rispetto all'uomo (Munday et al,

2011b; Munday et al, 2019).

Podoplanina

La podoplanina (PDPN) ¢ una glicoproteina transmembrana altamente glicosilata, presente
normalmente in molte cellule e tessuti, fra cui podociti, pneumociti di tipo I, cellule endoteliali
linfatiche, miofibroblasti, cellule mesoteliali, cuore e sistema nervoso centrale (Martin-Villar et
al, 2005; Astarita et al, 2012; Chang et al, 2018). Le funzioni della PDPN riguardano lo svi-
luppo embrionale del cuore, la circolazione linfatica e I'integrita delle venule ad endotelio alto
(Astarita et al, 2012; Herzog et al, 2013). La PDPN viene sovraespressa in molte neoplasie

umane, e in alcune di queste ¢ associata ad una prognosi infausta, in particolare nelle neoplasie
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polmonari, mammarie e nel SCC orale (Yuan et al, 2006; Chang et al, 2018). La PDPN inoltre
facilita I'invasione metastatica dei vasi sanguigni, stimolando I'aggregazione piastrinica tramite
linterazione con il recettore CLEC-2 (C-type lectin-like receptor 2). Per questo motivo rappre-
senta un potenziale bersaglio di terapie molecolari con anticorpi monoclonali o inibitori speci-
tici (Chang et al, 2015; Chang et al, 2018). Nel melanoma e nel SCC del cane, I'espressione
immunoistochimica di PDPN e stata riscontrata con I'anticorpo anti-podoplanina Pmab-38,
specifico per questa specie. Per il gatto invece ¢ stato sviluppato I'anticorpo anti-podoplanina
Pmab-52 (Yamada et a/, 2017). In uno studio successivo, 'espressione di PDPN ¢ stata investi-
gata in 40 SCC felini (18 orali e 22 cutanei), rilevando positivita nel 95% dei casi e supportando

quindi ulteriori studi su questo marker (Itai et al, 2017).

Transizione epitelio-mesenchimale

La transizione epitelio-mesenchimale (EMT) € un processo mediante il quale le cellule epiteliali
acquisiscono caratteristiche fenotipiche proprie delle cellule mesenchimali, modificando la loro
morfologia, I'adesione intercellulare e la capacita migratoria. Si tratta di un processo fisiologico
che avviene durante lo sviluppo embrionale, 'ovulazione e la guarigione delle ferite. (Lamouille
et al, 2014; Nieto et al, 2016). Tuttavia nelle neoplasie epiteliali maligne, disregolazioni geniche
innescano i meccanismi del’EMT, favorendo perdita della polarita, riduzione della coesione
intercellulare, invasione dei tessuti adiacenti e sviluppo di metastasi (Christiansen e Rajasekaran
2006). Le modificazioni cellulari in corso di EMT sono variabili per tipologia ed entita, sia all'in-
terno della stessa neoplasia che fra neoplasie diverse, e costituiscono uno spettro di pattern fe-
notipici in cui possono coesistere caratteristiche epiteliali e mesenchimali (Klymkowsky e Sa-
vagner 2009; Ribeiro e Paredes 2015). Alcune caratteristiche del’EMT sono un’aumentata
espressione di N-caderina e P-caderina, una ridotta espressione di E-caderina (cadherin swit-
ching), sovraespressione della vimentina e attivazione dei fattori di trascrizione Snail e Twist
(Scheel e Weinberg 2012).

Nelle cellule epiteliali normali I'adesione intercellulare viene garantita da complessi proteici E-
caderina-catenina, che rappresentano quindi un ostacolo alla mobilita delle cellule, e la loro

perdita facilita la metastatizzazione. La P-caderina invece riduce I'adesione intercellulare,
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favorendo la motilita cellulare e la comparsa di un fenotipo proliferativo (Sanders et aZ, 2000;
Klymkowsky e Savagner 2009). Il SCC orale dell'uomo é caratterizzato da sovraespressione della
P-caderina, con E-caderina sottoespressa o normalmente espressa. L'N-caderina invece non
mostra particolari disregolazioni in questa neoplasia (Pyo et al, 2007; Klymkowsky e Savagner
2009).

Nel FOSCC ¢ stato evidenziato un pattern immunistochimico indicativo di EMT, che presenta
alcune somiglianze con la controparte umana, fra cui la sovraespressione di P-caderina, la coe-
spressione di E-caderina e 'assenza di N-caderina (Harris efal, 2019). L’'aumento di P-caderina
¢ considerato un fattore prognostico negativo nel carcinoma mammario felino e umano, ma il
suo significato prognostico nel FOSCC ¢ ancora da chiarire (Figueira et al, 2014; Sousa et al,

2014; Harris et al, 2019).
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Capitolo 2
pS3

2.1 Ruwolo di p53 nell'oncogenesi

La proteina p53 & stata scoperta nel 1979 come una molecola con peso molecolare di 53 kD,
associata al grande antigene virale T, in cellule trasformate dal Simian virus 40 (Lane e
Crawford, 1979; Linzer e Levine, 1979). Il gene 7P53, localizzato sul cromosoma umano 17 e
codificante per la proteina p53 wild-type, era stato inizialmente classificato come oncogene, ma
¢ stato poi correttamente identificato come oncosoppressore, in virtu delle sue funzioni
regolatorie del ciclo cellulare, dei meccanismi riparativi del DNA e dell’apoptosi. E il gene piu
frequentemente mutato nelle neoplasie umane. Virtualmente, mutazioni con perdita di
tunzione di 7P53 possono verificarsi in qualunque tipo di tumore maligno (Finlay et al, 1989;
Kumar et al, 2020). In molte neoplasie inoltre, queste mutazioni sono associate ad una
prognosi sfavorevole del paziente (Olivier et al, 2010).

Nella maggior parte dei casi, le mutazioni di 7P53sono acquisite e si verificano in entrambi gli
alleli delle cellule somatiche. Meno comunemente alcuni individui possono ereditare un allele
mutato del gene. Tale condizione, nota come sindrome di Li-Fraumeni, comporta per i soggetti
colpiti un rischio 25 volte maggiore di sviluppare neoplasie maligne, rispetto al resto della
popolazione. Questa predisposizione ¢ dovuta al fatto che & necessario il solo evento
mutazionale dell’allele normale per compromettere la funzionalita di 7253 (Malkin et al, 1990;
Kumar et al, 2020).

In modo analogo nei modelli sperimentali, i topi knockout (topi geneticamente modificati, nei
quali 'espressione di un determinato gene viene soppressa), per 7P53 sono suscettibili allo
sviluppo di tumori, con trasmissione ad alta penetranza (Donehower et al, 1992).

La p53 agisce legandosi a specifiche sequenze del DNA e regolandone la trascrizione (Laptenko
e Prives, 2006). E composta da due domini di transattivazione N-terminali, seguiti da una

regione ricca di prolina, un dominio centrale legante il DNA, e un’estremita C-terminale, che
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comprende il segnale di localizzazione nucleare e un dominio di oligomerizzazione, necessari
per l'attivita trascrizionale.

A conferma dell'importanza della trascrizione p53-mediata per le attivita oncosoppressive, la
maggior parte delle mutazioni di 753 nei tumori avviene nella regione che codifica per il
dominio legante il DNA (Kastenhuber e Lowe, 2017). In condizioni normali, i livelli
intracellulari di p53 sono mantenuti bassi da vari regolatori, fra cui la proteina MDM2,
un’ubiquitina ligasi di p53 che ne stimola la degradazione da parte del proteasoma (Haupt et
al, 1997; Kubbutat et al, 1997). Tuttavia, la p53 puo stabilizzarsi ed accumularsi in risposta a
numerosi stress cellulari: primariamente danni al DNA, ma anche ipossia, accorciamento dei
telomeri e stimoli replicativi in eccesso derivanti da oncogeni (ad esempio i geni MYCe RAS
mutati) (Kumar et al, 2020). In queste situazioni, la p53 viene svincolata dall’effetto inibente di

MDM2, con meccanismi differenti a seconda del tipo di stress cellulare.

Danni al DNA e ipossia. In seguito a un danno al DNA e ad uno stress ipossico, si
innesca un meccanismo che prevede lattivazione delle proteine chinasi ataxia-
telangiectasia mutated (ATM) e ataxia-telangiectasia and related (ATR). Queste due
proteine sono sensibili a tipi di danno diversi, ma una volta attivate, entrambe
promuovono la fosforilazione di p53, determinandone il distacco da MDM2 e la
possibilita di accumularsi (Shieh et a/, 1997; Kumar et al,, 2020)

Stress “oncogeno’. L’attivazione di oncoproteine come le RAS porta alla stimolazione
intensa e continua tramite vie molecolari che favoriscono la crescita (ad esempio MAPK
e PI3K/AKT). Questi segnali aberranti provocano, con meccanismi ancora sconosciuti,
una sovraespressione della proteina pl4 / ARF, codificata dal gene oncosoppressore
CDKNZ2A. La proteina p14 / ARF si lega a MDM2, interrompendo cosi la degradazione

di p53 (Zhang et al, 1998; Kumar et al, 2020).

Una volta stabilizzata, la p53 attiva la trascrizione di centinaia di geni target, regolando
numerose funzioni cellulari finalizzate a contrastare la trasformazione neoplastica. La p53 puo

indurre 3 diversi risultati, progressivamente pill drastici per il destino della cellula colpita:
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Iarresto temporaneo del ciclo cellulare, la senescenza (arresto permanente del ciclo cellulare) o

la morte cellulare programmata (apoptosi).

Arresto temporaneo del ciclo cellulare. E la prima risposta a un danno al DNA e si
instaura rapidamente, verso la fine della fase G; del ciclo. Questo arresto ¢ in parte
provocato dalla trascrizione mediata da p53 del gene CDKNIA, che codifica per la
proteina p21, un inibitore delle chinasi ciclina-dipendenti (CDK). La p21 inibisce i
complessi CDK4-ciclina D, mantenendo cosi il gene RB in uno stato ipofosforilato
attivo e bloccando il passaggio della cellula dalla fase G;alla fase S del ciclo. Questa pausa
del ciclo cellulare ¢ utile per consentire alle cellule di riparare il danno al DNA. La p53
agisce inducendo anche altre proteine che favoriscono la riparazione del DNA, come la
GADDA45 (arresto della crescita e danno al DNA). Se il danno al DNA viene riparato
con successo, i segnali attivanti la p53 scompaiono, la p53 diminuisce e la cellula
riprende il ciclo normalmente fino a dividersi (Kumar et aZ, 2020).

Senescenza. A differenza del meccanismo precedente, la senescenza & uno stato di
arresto permanente del ciclo cellulare, caratterizzato da specifici cambiamenti
dell’espressione genica e della morfologia. Tuttavia, i meccanismi con cui si instaura la
senescenza cellulare sono ancora poco chiari. Si ipotizza che la senescenza sia causata da
modificazioni epigenetiche che portano alla formazione di eterocromatina a livello di
geni chiave, necessari per il passaggio delle cellule dalla fase G, alla fase S. Come le altre
risposte indotte da p53, la senescenza puo essere innescata da varie cause di stress, come
la segnalazione di un oncogene attivato, I'ipossia 0 un accorciamento dei telomeri.
Anche se anormali, le cellule senescenti non possono trasformarsi in senso neoplastico
(Serrano et al,, 1997; Kumar et al, 2020).

Apoptosi. L’apoptosi di cellule con danni irreversibili al DNA ¢ il meccanismo
protettivo estremo contro la trasformazione neoplastica. La p53 regola la trascrizione di
vari geni proapoptotici della famiglia di proteine BCL2, come BAX e PUMA, che
favoriscono l'attivazione delle caspasi e la morte cellulare attraverso la via intrinseca

dell’apoptosi (Miyashita et al, 1994; Kumar et al, 2020).
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I motivi per cui, a seconda dei casi, la p53 sia in grado di indurre la riparazione del DNA, la
senescenza o 'apoptosi non sono del tutto chiari, ma sia la durata che il livello di attivazione
della proteina sembrano essere fattori determinanti. E stato ipotizzato infatti che l'affinita di
legame di p53 per i promoter e gli enhancer dei geni responsabili della riparazione del DNA, sia
maggiore rispetto all’affinita per i geni proapoptotici. Pertanto secondo questa teoria,
all’aumentare della p53, la prima risposta che si innesca ¢ la riparazione del DNA. Se pero la
p53 resta ad alti livelli perché il DNA non puo essere riparato o perché permangono alcuni
stimoli stressanti cronici, allora si attivano meccanismi epigenetici che portano alla senescenza.
In alternativa, se la p53 si accumula in quantita tale da attivare la trascrizione dei geni
proapoptotici, la cellula muore. Questo schema generale non ¢ pero sufficiente a spiegare tutte
le sfumature delle funzioni di p53, che a seconda del tipo cellulare e del contesto fisiopatologico
puo indurre preferenzialmente un certo tipo di risposta (Kumar et al, 2020).

Diverse teorie hanno cercato di spiegare perché la p53 sia un oncosoppressore cosi potente. Da
un lato, la capacita di arrestare o eliminare le cellule dopo un danno al DNA, e prima della
divisione mitotica, suggerisce che la p53 possa prevenire I'insorgenza di tumori evitando
I'accumulo progressivo di mutazioni oncogeniche (Livingstone et al, 1992; Yin et al, 1992). In
questo modello, la perdita di funzione di p53 favorisce indirettamente la trasformazione
neoplastica, a causa del continuo accumulo di mutazioni nelle cellule che sopravvivono e si
moltiplicano (Kastenhuber e Lowe, 2017). Dall’altro lato, la capacita di p53 di arrestare la
proliferazione cellulare, come risposta all’espressione aberrante di oncogeni, indica un ruolo
anche nel limitare le conseguenze di mutazioni oncogeniche. In quest’ottica la perdita di p53
favorisce direttamente lo sviluppo neoplastico, permettendo alle cellule con oncogeni attivati di
moltiplicarsi senza sosta; cio spiega perché le mutazioni di 7P53 agiscano in sinergia con gli
oncogeni durante la trasformazione maligna (Serrano et a/, 1997). In entrambi i modelli, la p53
si comporta come un "guardiano del genoma” per limitare le conseguenze deleterie delle

mutazioni (Lane, 1992; Figura 2.1).
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Figura 2.1. Ruolo di p53 nel mantenimento dell'integrita del genoma. In condizioni normali, la p53
attivata induce la trascrizione dei geni bersaglio, fra cui CDKNIA (codificante per p21, che interrompe
il ciclo cellulare in G;) e GADD45. Se il danno é riparabile, la cellula riprende il ciclo. Se la riparazione
del DNA fallisce, p53 induce la senescenza o I'apoptosi. Quando invece il gene 7P53 ¢ mutato, le cellule
geneticamente alterate continuano a moltiplicarsi, con accumulo di mutazioni e rischio di
trasformazione maligna (da Kumar et a/, 2020).

Oltre alle funzioni canoniche di mantenimento dellintegrita genomica, arresto del ciclo
cellulare e apoptosi, la p53 ¢ coinvolta in molti altri processi biologici, come ad esempio il
metabolismo cellulare, determinando un effetto antiossidante, stimolando l'ossidazione degli
acidi grassi e la gluconeogenesi (Kruiswijk ef a/, 2015). In linea generale, la p53 tende a favorire

il metabolismo catabolico rispetto a quello anabolico, con una riduzione della sintesi di
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macromolecole come lipidi e proteine, necessarie in minor misura a causa dell’arresto del ciclo
cellulare (Kumar et al, 2020). Altri processi regolati da p53 sono l'autofagia, la differenziazione
cellulare e una forma di morte cellulare ferro-dipendente, nota come ferroptosi (Olivos e Mayo,
2016; Kastenhuber e Lowe, 2017).

Gli effetti biologici finali dipendenti da p53 sono molto complessi e possono variare sia dal
punto di vista quantitativo che qualitativo, in funzione di numerosi fattori: la natura dello
stimolo iniziale, il tipo di cellule coinvolte, le condizioni di stress microambientale, lo stato
epigenetico, i set di geni trascritti e le interazioni fra le diverse vie molecolari (Figura 2.2). I
meccanismi esatti attraverso i quali questi fattori influenzano l'attivita della p53 non sono
ancora del tutto conosciuti e necessitano di ulteriori ricerche (Kastenhuber e Lowe, 2017).
Secondo i dati in letteratura, circa la meta delle neoplasie dell'uomo presenta una mutazione
del gene 7P53, sebbene sia la frequenza che la distribuzione delle mutazioni lungo la sequenza
possano variare notevolmente a seconda del tipo di neoplasia (Figura 2.3 ). Anche se di solito la
proteina p53 viene classificata genericamente come wild type o mutata, le mutazioni di 7P53
possono essere di svariate tipologie e verificarsi in differenti combinazioni, dando origine ad
uno spettro di alterazioni fenotipiche e funzionali con diverso impatto biologico (Kastenhuber
e Lowe, 2017).

Le mutazioni di 7P53 pit comuni e meglio caratterizzate sono di tipo missenso (mutazione
puntiforme di un singolo nucleotide, che provoca il cambiamento di un aminoacido nella
proteina), e interessano il dominio legante il DNA di p53. Da ci6 si evince I'importanza cruciale
di questo dominio proteico per svolgere I'azione oncosoppressiva (Kastenhuber e Lowe, 2017).
Le mutazioni missenso non sono uniformemente distribuite lungo la sequenza genica, ma si
localizzano con maggior frequenza a livello di specifici codoni, definiti punti di Aotspot (R175,

G245, R248, R249, R273 e R282) (Petitjean et al, 2007; Brosh e Rotter, 2009).
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Indicatori patologici di rilevanza diagnostica nel carcinoma squamocellulare orale felino

Figura 2.2 Sistemi regolatori a monte di p53 (in alto), che a sua volta controlla processi biologici distinti
(in basso). Ogni cerchio rappresenta un gene ed ogni linea un’interazione (blu per i segnali diretti verso
p53, rossa per i segnali in partenza da p53). Le vie effettrici dei processi biologici sono altamente
interconnesse (linee grigie) (da Kastenhuber e Lowe, 2017).

45



y

py Lung R158L/P
Adenccarcinoma i S .
= S 1/ | L 55 Gy, PRI . - S
54 Lung Squamous R158H/Ls
Cell Carcinoma : ‘
o Ao (o R Sy SR B M 1 R b SRS
.1, Esophageal Adenocarcinoma RZ248Q/W
o wt woast ew swd sl b ol o} -1
s , Hepatocellutar Carcinoma 2495
R AR, Pt il e g £ e
¢ , Pancreatic Ductal Ra4aLiQw
Adenccarcinoma . :
8 5 e o B et s 8 e e s e
10 Bladder Urothelial R248PICHW
Carcinoma
. t v 5 slemed Feer e BB -
17, Colorectal RITSCH
Adenocarcinoma )
o - ol ¥ i.: .:...a'.. e
u 5 Prostate G2450/8
: ¢
Eﬁ . .
g i L] * . L LS L - L] *
E | o8D ]
s B | 00 |
o 100 200 300

SSY

w
&
[
B

5. Glioblastoma .

=

o

(-

T

. Breast Invasive Carcinoma

771 1\

L

&

o

[}

# Mutations
-]

R282Wis

*
-
.

. e
B T TR

Glioma (Low Grade) R273CIHA

. R T Rl o Py .

Head & Neck Squamous R2480/W
Cell Carcinoma i

L . .
o w

el T FT IS IR T
U Rp— & QTS P T IV EE Y A ST

R273CHILP

- T .
]

. SR d A .
TR I T T b AL AL LT T | S iy

HE:?BCH—L"S

Stomach Adenocarcinoma

f
*

. | T . -
s P ol ol v thedin e e B

R273CHILIP

Ovarian Sercus
Cysiladenocarcinoma %

'
T e, m

R T e .-u-'.fl‘.h:. Yo ot

R248Q/MW

Uterine Corpus
Endometrioid Carcinoma

®
wa

" o= PR e N .

-

Melanoma R213%/0

M

"
B
*
*
*
4

(-]
g
"]
E
173
2

353 aa

Figura 2.3 - Distribuzione delle mutazioni di 7P53 in 16 neoplasie maligne dell'nomo. Ciascun

istogramma rappresenta il numero di mutazioni rilevate in ciascuna posizione della sequenza

codificante per la proteina, comprendente il dominio di transattivazione (TAD), il dominio legante il

DNA (DBD), e il dominio di oligomerizzazione (OD) illustrati in basso. I tipi di mutazioni

comprendono missenso (verde), nonsenso (rosso), in frame indels (nero) o mutazioni multiple (viola)
(Kastenhuber e Lowe, 2017).

Un altro 25% circa delle mutazioni ¢ costituito da alterazioni di tipo nonsenso e frameshift, che

portano alla sintesi di proteine troncate, mentre le rimanenti sono SNV (single-nucleotide

variant) del sito di splicing e mutazioni indels in-frame, con significato biologico incerto

(Shirole et al, 2016). Secondo l'ipotesi dei due colpi (two-hit hypothesis), per disabilitare la

funzione di un oncosoppressore ¢ necessaria la mutazione di entrambi gli alleli (Kumar et al.,

2020). Nel gene 7P53 umano, I'evenienza piu frequente (25% delle neoplasie) ¢ una mutazione

puntiforme del primo allele, seguita da una delezione segmentale di ampiezza variabile del

secondo allele, ma sono state identificate quasi tutte le combinazioni alleliche possibili (Liu e?
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al, 2016). Esistono tuttavia alcune eccezioni alla two-Ait hypothesis, in quanto alcune mutazioni
di 7P53 possono indurre un fenotipo dominante negativo, cio¢ una proteina in grado di
impedire il funzionamento della p53 corretta, derivante dall’allele non mutato (Kastenhuber e
Lowe, 2017).

La presenza di diversi pattern mutazionali potrebbe in parte dipendere dagli agenti mutageni
implicati nella cancerogenesi. Ad esempio, nel melanoma umano la mutazione puntiforme
R213* ¢ associata all’ azione delle radiazioni ultraviolette, mentre nel carcinoma epatocellulare
la mutazione R249S ¢ legata all’esposizione alle aflatossine (Kastenhuber e Lowe, 2017).

In altri casi, la presenza di determinate mutazioni potrebbe essere il risultato di una selezione
funzionale: le mutazioni correlate a un fenotipo vantaggioso per la sopravvivenza cellulare (e
quindi a specifiche funzioni biologiche) sono quelle rilevate con maggior frequenza
(Alexandrov et al, 2016). Infatti, numerosi studi hanno descritto I'esistenza di specifiche
varianti mutate di p53, caratterizzate non solo da una perdita delle funzioni normali (loss of
function) ma anche dall’acquisizione di nuove proprieta fenotipiche (gain of function), in grado
di favorire I'invasivita tumorale, I'angiogenesi, la formazione di metastasi, la chemioresistenza
e la riprogrammazione epigenetica (Aschauer e Muller, 2016). Inoltre, quando si verifica la
delezione di una regione cromosomica piu ampia del solo locus di 7P53, possono essere
inattivati anche altri geni oncosoppressori vicini, influenzando quindi il risultato biologico del
danno genomico (Kastenhuber e Lowe, 2017).

Le mutazioni di 7P53 vengono classificate, in base all'effetto sulla struttura proteica, in
mutazioni di "contatto", che perturbano il legame con il DNA, e mutazioni di "conformazione”,
che determinano invece un ripiegamento anomalo della proteina. Tuttavia, attualmente non ¢
possibile predire con certezza I'impatto funzionale delle due categorie (Kastenhuber e Lowe,
2017).

Nel carcinoma squamocellulare del distretto cervico-facciale dell'uvomo (HNSCC, head and
neck squamous cell carcinoma), le mutazioni di 7P53 sono riportate con una frequenza
variabile dal 30 al 70%. Questa variabilita puo dipendere dalla tecnica di analisi impiegata, dal
numero di esoni indagati, dalla regione geografica dei pazienti e dall’eziologia associata

(Partridge et al, 2007; Acha-Sagredo et al, 2009). La maggior parte delle mutazioni riguarda il
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dominio legante il DNA (esoni 4-9), in particolare due aree di Aostpot. a livello di codoni 238-
248 nell’esone 7 e di codoni 278-281 nell’esone 8. Inoltre, la maggioranza delle mutazioni
colpisce il nucleotide guanina ed ¢ associata ai carcinogeni presenti nel tabacco (Monteiro e
Warnakulasuriya 2017). In queste neoplasie, la presenza di mutazioni di 7P53 ¢ associata a una
riduzione del tempo di sopravvivenza post-chirurgico e rappresenta un fattore prognostico
indipendente per la risposta alla chemioterapia (Cabelguenne et al, 2000; Poeta ef al, 2007).
Nei HNSCC negativi al Papillomavirus umano (HPV), caratterizzati da prognosi peggiore,
TP53 & spesso mutata, mentre nei tumori positivi a HPV i tempi di sopravvivenza sono piu
lunghi e 7P53¢ in genere normale (wi/d type) (Rautava e Syrjanen, 2012).

Anche se le mutazioni di 7P53 rappresentano la causa piu frequente della disregolazione di p53,
la funzionalita di questa proteina puo essere alterata anche con meccanismi non mutazionali:
la formazione di complessi con proteine di origine virale (la proteina E6 nel caso dei
Papillomavirus oncogeni), il sequestro anomalo nel citoplasma e la sovraespressione di MDM?2
(Moll et al, 1992; Oliner et al, 1992; Nakamura et al, 2001).

La proteina p53 wild type non viene solitamente rilevata tramite colorazione
immunoistochimica, a causa del breve tempo di emivita (15-20 minuti). Mutazioni di 7P53
possono invece indurre modificazioni conformazionali che stabilizzano la proteina, con
conseguente accumulo nucleare di p53 rilevabile con immunoistochimica (Iggo et al, 1990;
Nambiar et al, 2001). Inoltre, la p53 mutata perde la capacita di attivare I'espressione della
proteina MDM2, che normalmente, in assenza di danni al DNA esercita un feedback negativo
su p53. In questo modo viene favorito ulteriormente I'accumulo di p53 (Midgeley e Lane, 1997).
L’espressione di p53 rappresenta pertanto un marker immunoistochimico indiretto della
mutazione (Harris et al, 1993; Ueda et al,, 1993).

Sebbene la correlazione fra la presenza mutazioni e 'espressione immunoistochimica sia in
genere elevata, la presenza di ampie delezioni o di mutazioni con stop prematuro, che
impediscono la sintesi della proteina, potrebbero causare una negativita immunoistochimica
(Miller et al, 1990; Nasir et al, 2000). Inoltre, le mutazioni che determinano un’alterazione
conformazionale non riconosciuta dall'anticorpo primario, generano falsi negativi. D’altro

canto, le analisi mutazionali sono spesso limitate agli esoni 5-8 di 7753, il che puo determinare
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una sottostima della frequenza mutazionale (Nasir ez al, 2000). Nel carcinoma squamocellulare

(SCC) orale umano I'espressione immunoistochimica di p53 ¢ rilevabile nel 50-60% dei casi e

mostra un buon livello di correlazione con la mutazione del gene, anche se la concordanza non

¢ completa (Taylor et al, 1999; Oliveira et al, 2008; van Houten et al, 2002; Monteiro et al,

2012). Inoltre, la sovraespressione di p53 in questa neoplasia ¢ associata a tempi di

sopravvivenza peggiori (Oliveira et al, 2008; Monteiro et al, 2012).

Il ruolo chiave nei meccanismi di oncosoppressione e l'elevata frequenza di mutazioni nelle

neoplasie rendono la p53, unitamente alla sua rete di interazioni intracellulari, un potenziale

bersaglio di terapie antitumorali. E stato infatti dimostrato che i tumori portatori del gene 7P53
wild type hanno maggiori probabilita di rispondere alla chemioterapia citotossica

convenzionale, che danneggia il DNA inducendo I'apoptosi, rispetto ai tumori con mutazioni

del gene (Kastenhuber e Lowe, 2017; Kumar et a/, 2020). Una delle strategie terapeutiche ha

come obiettivo quello di attivare, ed eventualmente potenziare, le normali funzioni

oncosoppressive di p53. Il principale limite di questa modalita & che gli alleli mutati di 7P53
generano una proteina disfunzionante, che non puo rispondere alla stimolazione farmacologica

(Kastenhuber e Lowe, 2017). Ad esempio, le nutline sono molecole in grado di inibire il legame

fra la proteina MDM2 e p53. In questo modo la p53 non viene degradata e pud accumularsi,

inducendo l'apoptosi nelle cellule tumorali con il gene normale, ma non nelle cellule mutate

(Vassilev et al, 2004). Inoltre, alcuni #7a/clinici di fase I su pazienti con leucemia e liposarcoma

hanno messo in evidenza effetti indesiderati importanti quali neutropenia e trombocitopenia

(Andreeff et al, 2016). Altre terapie in fase di studio sono invece focalizzate sulla proteina p53

mutata, con 'obiettivo di ripristinarne il funzionamento o di sopprimere le varianti con gain of
function, che possono favorire I'invasivita ed il potenziale metastatico (Aschauer e Muller,

2016). Le metallochaperonine sono molecole che potrebbero correggere il ripiegamento

proteico della p53 mutata tramite il legame con ioni zinco, ripristinando cosi la capacita della

proteina di legare il DNA (Blanden et a/, 2015). Per inibire la p53 mutata invece sono state

proposte numerose molecole specifiche, ed anche I'immunoterapia, sfruttando le proprieta

antigeniche della proteina (Crawford et a/, 1982; Parrales e Iwakuma 2015).
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Nonostante i continui progressi nella comprensione della biologia molecolare di p53 nelle
neoplasie, le conoscenze attuali sono ancora insufficienti per ottenere buoni risultati terapeutici
nella pratica clinica. Le principali cause di insuccesso nella sperimentazione di nuove terapie
comprendono tossicita e scarsa efficacia, spesso non previste nei modelli preclinici. Cid mette
in risalto la potenziale utilita dei modelli animali spontanei del cane e del gatto nella ricerca

traslazionale in ambito oncologico (Supsavhad et al, 2016a; Kastenhuber e Lowe, 2017; Rossa

e Silva, 2019).

2.2 Disregolazioni di p33 in oncologia veterinaria

Diversi studi hanno effettuato analisi genetiche di 7253 nelle neoplasie del cane, evidenziando
mutazioni prevalentemente localizzate nel dominio legante il DNA.

Benché una mutazione di 7P53 nelle cellule della linea germinale sia stata descritta in un
Bullmastiff, la maggior parte delle mutazioni nel cane avviene in cellule somatiche, durante
I'oncogenesi o le terapie antineoplastiche (Veldohen et aZ, 1998; Koshino et al, 2016).

Le neoplasie in cui ¢ stata riscontrata una maggior frequenza di mutazioni comprendono
emangiosarcoma (59.6%), tumore maligno della guaina dei nervi (50%), osteosarcoma (59,1%)
e sarcoma istiocitario (46%) (Nasir et al, 2001; Asada et al, 2017; Sakthikumar et al, 2018;
Megquier et al, 2019). Nell'osteosarcoma ¢ stata inoltre evidenziata un’associazione
statisticamente significativa fra mutazione del gene e prognosi (Kirpensteijn et al, 2008). In un
recente lavoro é stato sequenziato I'intero esoma di 66 osteosarcomi del cane, evidenziando che
TP53 era il gene piu frequentemente alterato (83% dei casi), per la presenza di mutazioni,
delezioni o amplificazioni (Sakthikumar et a/, 2018).

Nel sarcoma istiocitario & stata riscontrata una mutazione ricorrente (un’inserzione delle due
basi AT nell’esone 5), presente nel 41% dei casi totali esaminati. La frequenza dell'inserzione
era significativamente piu elevata nei cani con lesioni metastatiche rispetto ai pazienti senza
metastasi. Tuttavia, la presenza di questa mutazione non era associata né alla sopravvivenza né
alla risposta alla chemioterapia (Asada et al, 2017; Asada et al, 2019).

Altre neoplasie in cui sono state rilevate mutazioni di 7253, con minor frequenza, sono

melanoma (19%), mastocitoma cutaneo (14,6%), linfoma (16%), tumori mammari (15%) e
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tumori cerebrali 3,4% (Van Leeuwen et al, 1996; York et al, 2012; Koshino et al, 2016; Vozdova
et al, 2019; Wong et al, 2019). Nello studio sul linfoma, i cani con mutazione del gene hanno
mostrato una percentuale di risposta alla chemioterapia inferiore (33%) rispetto ai cani privi di
mutazioni (88%), ed anche la sopravvivenza era significativamente inferiore (Koshino et a/,
2016). Tuttavia, senza prima approfondire gli effetti funzionali delle specifiche mutazioni, non
¢ ancora possibile attribuire alla p53 la causa della chemioresistenza nel linfoma canino, come
invece € ritenuto probabile in medicina umana (Koshino et al, 2016).

Anche Pespressione immunoistochimica di p53 nelle neoplasie del cane e stata valutata in
diversi studi, la maggior parte dei quali non ha pero indagato la correlazione fra espressione
della proteina e corrispettiva mutazione. Una concordanza del 50-83% fra sovraespressione di
p53 € mutazione ¢ stata comunque descritta da alcuni studi sui sarcomi ed i tumori mammari.
(Lee et al, 2004; Zacchetti et al, 2007). Per i tumori mammari ¢ stata anche riportata
un’associazione fra disregolazioni di p53 e prognosi (Lee et al, 2004). Tuttavia, uno studio piu
recente su una casistica pit ampia di tumori mammari maligni, non ha evidenziato alcuna
correlazione fra il comportamento biologico e la sovraespressione di p53, presente nel 20% dei
casi (Munday et al, 2019b). Un altro studio sul melanoma canino ha riportato pattern anormali
di espressione di p53, in assenza di mutazioni nel dominio legante il DNA, ipotizzando che tali
alterazioni potrebbero dipendere da interazioni con altre proteine o da mutazioni di altri
domini di p53 (Koenig et al, 2002).

L’eventuale ruolo prognostico di p53 ¢ stato indagato anche nel mastocitoma cutaneo del cane.
In uno studio la sovraespressione immunoistochimica della proteina era presente nel 44,6% dei
casi, senza pero alcun legame con la prognosi (Ginn et al, 2000). L’espressione di p53 viene
riportata in molte altre neoplasie del cane, fra cui carcinoma squamocellulare (68,8%),
adenocarcinoma nasale (57,9%), emangiosarcoma (92,6%), osteosarcoma (43,8%) e linfoma
(40%) (Gamblin et al, 1997; Loukopoulos et al, 2003; Garcia-Iglesias et al, 2020). Nel
liposarcoma canino l'espressione di p53 sembra essere correlata ad una maggiore attivita
proliferativa e all’istotipo mixoide (Avallone et a/, 2020).

Per quanto riguarda le neoplasie del gatto, le mutazioni di 7P53 sono state identificate

complessivamente nel 10-15% dei casi analizzati in vari studi (Okuda et al, 1994; Mayr et al,
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1998a; Mayr et al, 2000). Si tratta di una frequenza inferiore rispetto al cane e all'uomo,
nonostante 'elevata somiglianza fra la proteina p53 umana e felina sia dal punto di vista
strutturale che della capacita di transattivare i geni bersaglio. Questa differenza non ¢ facilmente
spiegabile, ma potrebbe dipendere dal numero relativamente basso di casi analizzati, da una
diversa suscettibilita di p53 a mutazioni disfunzionali durante la cancerogenesi o da diversi
agenti eziologici coinvolti nelle varie specie (Cardellino et a/, 2007). Un’altra ipotesi ¢ che il
gene 7P53 possa essere disregolato anche in altri modi. Uno studio sul sarcoma iniettivo felino
ha infatti riportato la perdita somatica di eterozigosi (che corrisponde alla delezione di un allele)
di 7P53in 12 casi su 20 (60%), mentre mutazioni puntiformi erano presenti solo in 3 casi (15%).
La perdita di un allele di 7P53 era associata alla comparsa di recidiva locale e ad una minore
sopravvivenza (Banerji e Kanjilal, 2006). Un altro studio sul sarcoma iniettivo felino ha
individuato mutazioni missenso in 5 casi su 21(23,8%), con una buona correlazione con
'espressione immunoistochimica della proteina (Nambiar et aZ, 2000). Le altre neoplasie feline
in cui sono state individuate mutazioni comprendono linfoma (12,5%), carcinoma mammario
(10-14,3%), fibrosarcoma (3,4-20%) e un caso di osteosarcoma (Mayr et al, 1995; Okuda et al,
1994; Mayr et al, 1998b; Mayr et al.,, 2000).

L’elevata prevalenza di p53 wild type nelle neoplasie feline potrebbe essere vantaggiosa per
l'applicazione di terapie molecolari che favoriscono l'attivita fisiologica di questa proteina.
Secondo uno studio preliminare su linee cellulari di linfoma felino, la nutlina-3 potrebbe essere
utile per stabilizzare la p53 normale e favorirne I'azione oncosoppressiva (Mochizuki et al,
2012).

La sovraespressione di p53 ¢ stata dimostrata in varie neoplasie del gatto. Uno studio su 40
sarcomi iniettivi felini ha evidenziato marcata positivita nucleare nel 42,5% dei casi, suggestiva
di mutazione del gene anche se questo aspetto non ¢ stato indagato. In un altro 20% di casi era
presente debole positivita nucleare, di dubbia interpretazione anche perché occasionalmente
presente nei cheratinociti non neoplastici adiacenti al tumore e nell’epidermide dei controlli
negativi (Nambiar ef al, 2001). Una debole positivita immunoistochimica potrebbe
rappresentare un lieve accumulo di p53 mutata, oppure la presenza di p53 wild type. E stato

infatti descritto che la p53 puo essere talvolta rilevabile anche in cellule normali, a causa
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dell'interazione con proteine cellulari e virali, per anomalie della degradazione, sequestro della
proteina o aumento dell’espressione in risposta a stress o insulti di vario tipo (Moll et aZ, 1992;
Maltzman e Czyzyk, 1984; Nambiar ef a/, 2001). Un altro studio sul sarcoma iniettivo ha
evidenziato una positivita immunoistochimica per p53 rispettivamente del 55% e 81%,
utilizzando due differenti anticorpi. Nel 44% dei casi ¢ stata rilevata positivita citoplasmatica,
che secondo gli autori potrebbe essere dovuta ad un sequestro della p53 mutata nel citoplasma,
ma non ¢ possibile escludere una colorazione artefattuale. Questa positivita citoplasmatica era
associata ad un minor tempo di recidiva locale, ma non alla sopravvivenza (Hershey et al, 2005).
Sempre nel gatto, I'espressione di p53 ¢ stata dimostrata nel carcinoma mammario (14-33%),
nel carcinoma polmonare (25%), in altri adenocarcinomi (16%), nell’'osteosarcoma (50%) e
nell’emangiosarcoma (14%). Sono invece risultati negativi 11 linfomi e 3 fibrosarcomi esaminati

in vari studi (Nasir et al, 2000; Rasotto et al, 2011; D’Costa et al, 2012).

2.3 Disregolazioni di p53 nel carcinoma squamocellulare felino

Le informazioni in letteratura relative al gene 7P53nel SCC felino sono scarse. Solo uno studio
finora ha effettuato un’analisi mutazionale degli esoni 4-8 su 5 SCC felini a diversa
localizzazione, evidenziando in un solo caso di SCC orale una mutazione nell’esone 4. La
correlazione con 'espressione immunoistochimica della proteina non ¢ stata indagata. (Mayr
et al, 2000).

L'espressione aberrante di p53 ¢ comunque ampiamente documentata anche nel carcinoma
squamocellulare orale felino. Teifke e Lohr nel 1996 hanno descritto per la prima volta in questa
neoplasia una positivita immunoistochimica nucleare per p53, rilevata in 3 casi su 6 (60%).
Successivamente, altri studi hanno evidenziato una positivita immunoistochimica nel 24-65%
dei casi (Snyder et al, 2004; Tannehill-Gregg et al, 2006; Supsavhad et al, 2016b).

In molte neoplasie umane associate al fumo, fra cui anche il SCC orale, ¢ riconosciuta una
relazione causale fra I'esposizione ai carcinogeni del tabacco e le disregolazioni di 7P53
(Curigliano et al, 1996; Pfeifer et al, 2002). Una relazione simile ¢ stata ipotizzata nel FOSSC
da alcuni autori, i quali hanno valutato se fosse presente un’associazione fra I'espressione

immunoistochimica di p53 e I'esposizione dei gatti al fumo passivo. Pur non avendo raggiunto
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la significativita statistica, i risultati erano fortemente suggestivi della presenza di tale
associazione. La sovraespressione immunoistochimica di p53 era presente in 15 casi su 23
(65%). Le neoplasie dei gatti esposti a fumo passivo avevano una probabilita 4,5 volte superiore
di sovraesprimere p53, rispetto ai gatti non esposti (2= 0,19). Inoltre fra i soggetti esposti, quelli
con un tempo di esposizione di almeno 5 anni mostravano una probabilita di sovraespressione
7 volte maggiore (P = 0,38). Si tratta di supposizioni che per essere verificate o smentite
necessitano di studi epidemiologici su casistiche pitt numerose (Snyder et aZ, 2004).

La sovraespressione di p53 ¢ stata rilevata anche nel SCC cutaneo felino, con una frequenza
variabile del 40-65% a seconda degli studi (Teifke e Lohr 1996; Murakami et a/, 2000; Munday
e Aberdein, 2012).

Nei SCC umani causati dai Papillomavirus oncogeni, il pattern immunoistochimico e
tipicamente caratterizzato da sovraespressione della proteina p16 e assenza della positivita per
le proteine p53 e pRb, a causa della degradazione favorita rispettivamente dalle proteine virali
E6 ed E7. Al contrario, i SCC cutanei umani causati dai raggi UV esprimono in genere pRb e
P53, con negativita per pl6. (Munday e Aberdein, 2012; Thompson et al, 2016). In uno studio
su SCC cutanei felini, carcinomi bowenoidi (ritenuti essere causati da Papillomavirus) e placche
virali & stato osservato un comportamento simile all'uomo per p16 e pRb, in relazione alla
presenza del Papillomavirus felino Munday e Aberdein, 2012. L’espressione di p53 invece non
ha mostrato alcuna associazione alla presenza virale o all'esposizione ai raggi ultravioletti. E
stato quindi ipotizzato che nel gatto il meccanismo d’azione del Papillomavirus sia parzialmente
diverso dall'uomo e non determinila degradazione di p53 (Munday e Aberdein, 2012). Tuttavia,
uno studio piu recente ha dimostrato in vitro la capacita della proteina E6 del Papillomavirus
telino di indurre la degradazione di p53, tramite la formazione di un complesso ternario con
p53 e 'ubiquitina ligasi EGAP (Altamura et a/, 2018). Un altro studio sui SCC in situ del gatto
ha evidenziato 'espressione di p53 in un’elevata percentuale di cheratosi attiniche (79%),
mentre nei carcinomi bowenoidi era del 18% (Favrot et al, 2009). E quindi possibile che le
disregolazioni di p53 nel SCC felino siano il risultato di pitt meccanismi concomitanti (Tabella

2.1).
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Tabella 2.1 - Espressione immunoistochimica (IHC) di p53 e mutazioni di 7P53 riscontrate in SCC

felini e lesioni epiteliali preneoplastiche.

Studio Lesione N. casi Clone Espressione IHC  Analisi Casi C(?n )
IHC p53 mutazionale mutazioni

Favrot et Cheratosi attinica 14 CM-1 79% (11)

al, 2009

Favrot et Carcinomi 22 CM-1 18% (4)

al, 2009 bowenoidi in situ

Munday e Carcinomi 10 PAb240 50% (5)

Aberdein, bowenoidi in situ

2012

Teifke e SCC orali 5 PAb240  60% (3)

Lohr, 1996

Teifke e SCC cutanei 20 PAb240 65% (13)

Lohr, 1996

Sironi et al, SCC congiuntivale 1 Pab240  100% (1)

1999

Mayr etal, SCC avarie 5 Esoni 4-8 20% (1)

2000 localizzazioni

Nasir etal, SCC avarie 24 CM-1? 46% (11)

2000 localizzazioni

Murakami  SCC cutanei 20 40% (8)

et al., 2000

Snyder et SCC orali 23 CM-1 65%(15)

al., 2004

Tannehill-  SCC orali 60 Ab-3 30%(18)

gregg et al,

2006

Munday e SCC cutanei in aree 19 PADb240 53% (10)

Aberdein,  esposte ai raggi UV

2012

Munday e SCC cutanei in aree 11 PADb240 36% (4)

Aberdein,  non esposte ai raggi

2012 uv

Supsavhad ~ SCC orali 41 PAb240  24% (10)

etal,2016b

astudio immunocitochimico
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Capitolo 3
Metilazione del DNA

3.1 Cenni di epigenetica

L’epigenetica viene definita come lo studio delle modificazioni, reversibili ed ereditabili
dell’espressione genica (e quindi del fenotipo) che non comportano alterazioni della sequenza
primaria di DNA. I profili epigenetici dei geni giocano un ruolo importante nella regolazione
di vari processi biologici, fra cui lo sviluppo embrionale, I'imprinting genetico, il rinnovamento
cellulare e I'inattivazione del cromosoma X (Tsai e Baylin 2011). I principali meccanismi di
regolazione epigenetica sono tre: la metilazione del DNA, le modifiche della cromatina
(modificazioni covalenti degli istoni) e I'espressione di RNA non codificanti (Figura 3.1). Un
altro fattore epigenetico importante ¢ il posizionamento dei nucleosomi. La disregolazione di
questi meccanismi puo alterare I'espressione e la funzione dei geni, portando allo sviluppo di
patologie metaboliche, autoimmuni, neurologiche e anche tumori (Kanwal et a/, 2010; Sharma
et al, 2010).

Le alterazioni epigenetiche infatti, concorrono insieme a quelle genetiche al processo multistep
di trasformazione neoplastica maligna. Le alterazioni epigenetiche avvengono in genere
precocemente durante lo sviluppo delle neoplasie e possono precedere quelle genetiche (Kanwal
et al, 2015; Kumar et al, 2020).

La metilazione del DNA ¢ il meccanismo epigenetico meglio studiato in oncologia. Le principali
alterazioni della metilazione che possono influenzare Ilespressione genica sono
l'ipometilazione, I'ipermetilazione e la perdita di imprinting (Tsai e Baylin 2011; Kanwal et al,
2015).

Le modificazioni degli istoni regolano la struttura della cromatina, influenzando anche in
questo caso la funzione genica e la carcinogenesi. Gli istoni sono strutture proteiche attorno alle
quali sono avvolte le basi nucleotidiche del DNA, formando le subunita denominate

nucleosomi. L'insieme degli istoni e del DNA costituisce la cromatina. Il rafforzamento o
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I'indebolimento del legame tra il filamento del DNA e le proteine istoniche influenzano il grado
di compattazione della cromatina, e quindi I'accesso al DNA da parte dei fattori di trascrizione.
Questo meccanismo avviene in genere tramite modifiche post-traduzionali degli istoni, ad
esempio l'acetilazione, che determina un’apertura della struttura cromatinica e una maggiore
attivita trascrizionale dei geni (Lo e Sukumar 2008; Kanwal et a/, 2015)

Infine, anche gli RNA non codificanti (ncRNA) possono regolare le funzioni della cromatina e
I'espressione genica. Sono classificati in sma//ncRNA (meno di 200 nucleotidi) e /arge ncRNA
(>200 nucleotidi). Gli small ncRNA comprendono small nucleolar RNA (snoRNA), PIWI-
interacting RNA (piRNA), small interfering RNA (siRNA), e microRNA (miRNA). Molte di
queste famiglie mostrano un elevato grado di conservazione fra le specie e sono coinvolte nel
silenziamento genico trascrizionale o post-trascrizionale, tramite I'appaiamento alle loro
sequenze target complementari. Fra questi ncRNA, i miRNA sono i maggiormente studiati, e
sono stati associati a numerose malattie oltre che alle neoplasie (Mitra et al, 2012; Kanwal et al,
2015). I miRNA sono piccole molecole di RNA non codificante della lunghezza di circa 22
nucleotidi, in grado di regolare numerose funzioni biologiche come il ciclo cellulare, la
proliferazione, I'apoptosi e I'angiogenesi. Di conseguenza, anomalie dell’attivita dei miRNA

possono favorire la carcinogenesi (Greenberg et al, 2014).

3.2 Le basi molecolari della metilazione

La metilazione del DNA consiste nell’aggiunta covalente di un gruppo metile (-CH3) in
posizione 5 dell’anello di citosina (Figura 3.2A ). Nei mammiferi, questa modificazione avviene
prevalentemente in corrispondenza dei siti CpG, cioé dinucleotidi della sequenza lineare di basi
dove una citosina ¢ seguita da una guanina; i corrispondenti nucleosidi deossicitidina e
deossiguanosina sono quindi unicamente separati da un gruppo fosfato (Kulis ed Esteller,
2010). Il contenuto complessivo di CpG nel genoma ¢ relativamente basso. Tipicamente, le CpG
non sono casualmente distribuite ma si concentrano in c/luster denominati isole CpG (CGI), in
prevalenza localizzate nella regione promoter o nel primo esone dei geni. E stato calcolato che
circa il 60% dei promoter umani ¢ caratterizzato da un alto contenuto di CpG (Saxonov et al,

2006).
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Figura 3.1 I tre principali meccanismi epigenetici. (1) La metilazione del DNA. (2) Le modificazioni

post-traduzionali degli istoni. (3) I meccanismi basati sugli RNA non codificanti (da Lee ez al, 2014).

Tuttavia, di per sé la densita di CpG non influenza I'espressione genica: I'effetto sui geni dipende
esclusivamente dallo stato di metilazione. Normalmente, le CGI sono non metilate nei geni
trascrizionalmente attivi, mentre i geni silenziati sono caratterizzati da metilazione nelle regioni
promoter (ad esempio, geni tessuto-specifici o geni legati all’embriogenesi) (Kulis ed Esteller,
2010; Figura 3.2B)

I pattern di metilazione del DNA vengono attuati e mantenuti dalla famiglia di enzimi DNA
metiltransferasi (DNMT, DNA cytosine-5 methyltransferase), che trasferiscono il gruppo
metile da una S-adenosil-metionina alla citosina. Le tre principali DNMT sono DNMT]1,
DNMT3A e DNMT3B (Kulis ed Esteller, 2010; Pfeifer, 2018). Queste proteine enzimatiche sono
codificate in maniera indipendente e grazie alla loro attivita coordinata viene instaurato il
pattern globale di metilazione della citosina. DNMT1 & un enzima di mantenimento, che
ristabilisce nei filamenti di DNA neosintetizzati il pattern di metilazione del filamento stampo,

preservando cosi lo stato di metilazione delle CGI nelle nuove generazioni cellulari. DNMT3A
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e DNMT3B sono enzimi de novo, che metilano CpG in precedenza non metilate; sono
altamente espressi durante lo sviluppo embrionale e minimamente espressi nei tessuti adulti
(Kulis ed Esteller 2010; Kanwal et al, 2015).

Nelle cellule normali, la metilazione ¢ localizzata prevalentemente nelle sequenze ripetitive di
DNA, come i DNA satellite e gli elementi interspersi brevi (short interspersed nuclear elements,
SINE) e lunghi (long interspersed nuclear elements, LINE). La metilazione di queste regioni
contribuisce al mantenimento dell'integrita genomica (Kanwal et aZ, 2015).

I1 livello di metilazione delle singole CpG, cosi come la distribuzione di CpG metilate e non
metilate lungo il genoma, sono relazionati alla fase di sviluppo dell’organismo ed ai processi di
differenziazione cellulare. Nell'embriogenesi precoce e nelle cellule germinali primordiali
avvengono due ampi rimodellamenti del genoma, rappresentati da un’onda di demetilazione
seguita da una fase di rimetilazione. Successivamente si verificano modificazioni pit fini del
pattern di metilazione, legate allo sviluppo di specifiche linee cellulari ed alla formazione dei
tessuti (Pfeifer, 2018).

I meccanismi attraverso i quali la metilazione del DNA contribuisce ad inibire I'espressione
genica non sono ancora completamente chiari, e diverse ipotesi sono state proposte. Ad
esempio, la metilazione del DNA potrebbe creare una barriera fisica, bloccando I'accesso dei
fattori di trascrizione ai siti di legame nelle regioni promoter. Secondo un altro modello, &
determinante il legame del gruppo metile con le proteine MBD (methyl/ CpG-binding domain).
Queste proteine a loro volta inducono il reclutamento di alcuni enzimi istone-deacetilasi che
portano a chiusura della struttura cromatinica e silenziamento genico (Kulis ed Esteller 2010;
Figura 3.3). Nei mammiferi sono state finora identificate sei proteine MBD: MECP2
(methylcytosine-binding protein 2), MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 e Kaiso (Kanwal et al,,

2015).
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Indicatori patologici di rilevanza diagnostica nel carcinoma squamocellulare orale felino
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Figura 3.2 Metilazione della citosina. (A) Metilazione in posizione 5 della citosina, catalizzata da DNMT
in presenza di una S-adenosil-metionina (SAM). (B) In alto: le CpG non metilate (di colore bianco) nella
regione promoter non bloccano la trascrizione, il gene viene espresso. In basso: Quando invece le CpG
sono metilate (mCpG), il gene viene silenziato (da Kulis ed Esteller, 2010).

Compacted chromalin
gene inhibition

Figura 3.3 Meccanismo di silenziamento genico mediato dalla metilazione del DNA. La metilazione ¢ seguita
dall'associazione alle proteine MBD, che a sua volta recluta gli enzimi istone-deacetilasi (HDAC). Cio determina
compattazione della cromatina ed inibizione dell’espressione genica (da Kulis ed Esteller, 2010).
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3.3 La metilazione aberrante del DNA in oncologia

La prima osservazione di metilazione aberrante del DNA in tessuti neoplastici risale ad oltre 40
anni fa, quando I'analisi globale della metilazione con tecniche cromatografiche ha evidenziato
una riduzione dei livelli di metilazione in vari tumori maligni rispetto ai corrispondenti tessuti
normali. Queste alterazioni sono state successivamente confermate sia a livello di specifici geni
che di sequenze ripetitive del DNA, tramite Southern blotting (Feinberg e Vogelstein 1983:
Pfeifer, 2018).

Oltre alla riduzione globale di 5-metilcitosina (5mC), l'altro fenomeno comunemente
riscontrato nei tumori maligni e I'ipermetilazione delle isole CpG. Si ipotizza che in condizioni
normali, specifici meccanismi di protezione impediscano la metilazione delle CGI o la
rimuovano, grazie all'enzima 7en- Eleven- Translocation (TET), nel caso in cui la metilazione
sia avvenuta erroneamente per azione delle DNMT. Nella maggior parte delle neoplasie maligne
umane, se non in tutte, questi sistemi protettivi risultano insufficienti, con conseguente
ipermetilazione delle CGI (Pfeifer, 2018).

I meccanismi attraverso cui queste alterazioni insorgono nei tumori sono ancora poco chiari.
Secondo una teoria, poiché I'ipo- e I'ipermetilazione sono tipiche di diverse regioni genomiche,
potrebbero essere favorite da diverse configurazioni strutturali della cromatina. Un’altra
ipotesi, riguardante I'ipermetilazione delle CGI, ¢ che questa anomalia possa essere favorita da
mutazioni di geni coinvolti nella regolazione della cromatina, come il gene dell’enzima TET
(Wu e Zhang 2017; Pfeifer, 2018).

Inoltre, nonostante le moderne tecniche di biologia molecolare consentano una mappatura
pressoché completa della metilazione sull'intero genoma, ¢ ancora difficile distinguere con
esattezza le alterazioni epigenetiche con un ruolo funzionale nella carcinogenesi da quelle che
sono probabilmente soltanto una conseguenza della condizione maligna. Si tratta di una
situazione simile a quella ben studiata per le mutazioni, che vengono distinte in mutazioni
driver, considerate cruciali per la trasformazione maligna, e mutazioni innocue definite
passenger. Va inoltre considerato che alcune alterazioni della metilazione potrebbero essere

secondarie ad altri eventi a livello di cromatina; ad esempio, una modifica nell’espressione di
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un gene potrebbe essere causato dall’acquisizione o dalla perdita di un certo fattore di
trascrizione, e questo cambio di occupazione dello spazio potrebbe indurre variazioni della
metilazione. Sulla base di queste considerazioni, una modifica dello stato di metilazione puo
essere definita driver se provoca l'inattivazione uno specifico gene, e questa inattivazione
determina conseguenze fenotipiche che promuovono la trasformazione maligna o ne

favoriscono la progressione (Kalari e Pfeifer 2010; Pfeifer, 2018).

3.3.1 Ipometilazione del DNA nell’'oncogenesi

Nella maggior parte dei tessuti dei mammiferi, circa il 3-5% delle citosine totali ¢ metilato.
Durante il processo di ipometilazione globale del genoma tumorale, il numero di citosine
metilate si riduce del 5-20%. Poiché questo fenomeno avviene in modo generalizzato, ¢ stato
difficile associarlo a specifiche vie molecolari o a geni influenzati da questa perdita di 5mC
(Figura 3.4).

Una possibile interpretazione ¢ che la perdita di metilazione renda la struttura cromatinica
meno compatta, causando instabilita genomica. Le regioni ripetitive del DNA, che
rappresentano circa il 55% del genoma umano, sono particolarmente suscettibili alla perdita di
5mC. Queste regioni comprendono le sequenze intersperse (LINE e SINE), sequenze retrovirali
endogene e sequenze centromeriche di DNA satellite (Pfeifer, 2018). Fra queste, le sequenze
intersperse sono particolarmente abbondanti, pertanto il loro stato di metilazione viene
utilizzato come marker surrogato del livello di metilazione globale (Lisanti et aZ, 2013). Poiché
la metilazione del DNA coopera con un meccanismo repressivo dell'istone H3 (metilazione
della lisina 9) per silenziare le sequenze genomiche ripetitive, I'ipometilazione del DNA
rappresenta una modalitd per attivare l'espressione di queste regioni. In particolare,
Iattivazione della sequenza LINE-1 ¢ stata associata alla carcinogenesi (Pfeifer, 2018).

Un altro fenomeno associato all'ipometilazione globale ¢ il riarrangiamento su larga scala
dell'architettura tridimensionale della cromatina, che puo portare a rotture cromosomiali
inappropriate e riarrangiamento dei cromosomi stessi. E tuttavia & difficile determinare se
I'ipometilazione sia effettivamente la causa di queste perturbazioni strutturali o il contrario

(Pfeifer, 2018).
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Anche I'ipometilazione del DNA relativo a geni specifici puo contribuire allo sviluppo delle
neoplasie. Esiste infatti una categoria di geni che puo attivarsi nei tumori, a causa
dell'ipometilazione nelle regioni promoter. Si tratta di geni specifici delle linee germinali,
denominati “cancer testis genes’ o “cancer germ line genes’ in quanto molti di essi risultano
attivi solo durante la spermatogenesi, mentre nei tessuti somatici sono normalmente silenziati
grazie alla metilazione. Poiché questi geni sono stati descritti per la prima volta nel melanoma
come antigeni riconsciuti da linfociti T, una loro famiglia ¢ stata denominata MAGE
(melanoma antigen gene). L'espressione di questi geni ¢ stata poi rilevata in molti altri tipi di
tumori, ma non nei tessuti normali, suggerendo la loro potenziale utilita come marker
diagnostici, ed anche come target terapeutici, per via del loro peculiare pattern di espressione
tumore-specifico (Van Tongelen et al, 2017; Pfeifer et al, 2018). Per alcune proteine MAGE ¢
stata inoltre dimostrata la capacita di legare e inattivare importanti oncosoppressori come la
proteina p53 e la pRb (Ladelfa et al, 2012). Si pensa che 'attivazione combinata di questi geni
abbia un impatto maggiore sull’oncogenesi rispetto all’azione dei singoli geni (Pfeifer, 2018).
L’ipometilazione globale puo inoltre influenzare il pattern di trascrizione dei geni, in particolare
in base allo stato di metilazione delle regioni trascrizionali (gene bodies). Anche se questo
meccanismo non ¢ del tutto chiarito, sembra che la perdita di metilazione in queste regioni
possa portare alla trascrizione di sequenze intrageniche non previste, che interferiscono con
Pattivita genica. Questa perturbazione globale della fedelta di trascrizione potrebbe favorire
I'oncogenesi (Pfeifer, 2018).

Inoltre, nelle regioni trascrizionali dei geni possono essere presenti promoter alternativi,
anch’essi regolati dalla metilazione. In tal caso, I'ipometilazione potrebbe attivare trascritti
alternativi, altrimenti soppressi dalla metilazione intragenica (Maunakea et al, 2010; Pfeifer,

2018).

3.3.2 Ipermetilazione del DNA nell’oncogenesi

L’ipermetilazione su scala genomica delle isole CpG ¢ stata evidenziata non solo nella maggior
parte dei tumori primari e metastatici dell'uvomo, ma anche in lesioni pre-neoplastiche, come le

cripte aberranti del colon e la cheratosi attinica della cute (Hanley et al, 2017; Rodriguez-
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Paredes et al, 2018). Il ruolo dell'ipermetilazione di un particolare gene nell'oncogenesi risulta
ben evidente quando I'evento si verifica in sequenze regolatrici come il promoter o 'enhancer.
In questi casi, 'ipermetilazione si associa in genere a silenziamento del gene. Quando invece
I'ipermetilazione riguarda aree ricche di CpG nella regione di trascrizione, puod esitare in
almeno due possibili condizioni. La prima consiste nel silenziamento di uno o pitt promoter
alternativi, con una modifica dell’espressione di specifiche isoforme proteiche (Maunakea et al,
2010). Nella seconda condizione, I'ipermetilazione del gene body si associa a sovraespressione
genica, almeno su scala genomica globale. Quando questo fenomeno coinvolge geni con
proprieta oncogeniche, puo favorire la carcinogenesi (Liang e Weisenberger 2017).

Ad ogni modo, I'ipermetilazione delle CGI avviene piut comunemente nelle regioni promoter
determinando un silenziamento genico. In tal caso puo essere ipotizzato un effetto favorente la
carcinogenesi se il gene colpito riguarda una delle funzioni biologiche cruciali per la
trasformazione maligna, quali il controllo della proliferazione cellulare, I'induzione di apoptosi
e senescenza, la riparazione del DNA e la stabilita genomica, 'angiogenesi, I'adesione cellulare,
linvasivita, la formazione di metastasi e la modulazione dell'infiammazione. Il ruolo
dell'ipermetilazione dei promoter nella trasformazione maligna puo essere avvalorato quando
gli stessi geni si ritrovano frequentemente mutati nei tumori (Pfeifer, 2018).

Molti geni comunemente ipermetilati codificano per fattori di trascrizione, e la loro
inattivazione puo impedire alle cellule di mantenere la loro linea di differenziazione, inducendo
caratteristiche affini a quelle delle cellule staminali; ci6 rappresenta un ulteriore stimolo alla
trasformazione cellulare in senso neoplastico (Pfeifer, 2018).

Evidenze crescenti in medicina umana indicano la potenziale utilita delle metilazioni aberranti
del DNA come biomarcatori tumorali. Le possibili applicazioni cliniche di questi marker
comprendono la valutazione del rischio di trasformazione maligna, la diagnosi precoce con test
non invasivi, la determinazione dell’origine del tumore, il fo/low-up, la previsione della risposta
ai trattamenti e la prognosi. Queste informazioni possono risultare cruciali per impostare
protocolli terapeutici personalizzati, per esempio evitando trattamenti piu aggressivi quando

non necessari (Heyn e Esteller 2012; Locke et a, 2019).
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Figura 3.4  Effetti dell'ipometilazione e dell'ipermetilazione del DNA nei tumori maligni.
L’ipometilazione pud portare a perturbazione dell’espressione genica o instabilita genomica.
Similmente, 'ipermetilazione del DNA puo favorire alterazioni dei pattern di espressione genica con
differenti meccanismi. I cerchi bianchi indicano siti CpG non metilati, i cerchi rossi siti CpG metilati
(da Pfeifer, 2018).

3.3.3 Stato di metilazione nel carcinoma squamocellulare dell'uomo

Il carcinoma squamocellulare umano di testa e collo (4ead and neck squamous cell carcinoma,
HNSCCQC), ¢ il sesto tumore piu frequente a livello mondiale, e comprende differenti entita sia
per localizzazione (cavita nasali, bocca, seni paranasali, faringe e laringe) che per le
caratteristiche clinico-patologiche. La sede di insorgenza pitt comune & comunque la cavita
orale, con un’incidenza di circa 389 mila casi all’anno (Mascolo et aZ, 2012; Rivera, 2015). 11
carcinoma squamocellulare orale umano (hAuman oral squamous cell carcinoma, HOSCC) ¢
una neoplasia aggressiva, e nonostante i progressi degli ultimi decenni nella prevenzione e nello
sviluppo di terapie multimodali, il tasso di sopravvivenza ¢ rimasto invariato (50% a 5 anni dalla
diagnosi). La prognosi sfavorevole ¢ principalmente legata alla scarsa risposta ai trattamenti,
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specialmente se la diagnosi avviene in fase avanzata. Questo sottogruppo di pazienti con
prognosi peggiore ¢ caratterizzato da spiccata invasivita tumorale, sviluppo di metastasi e
rischio di insorgenza di nuovi carcinomi orali, per effetto della cancerizzazione di campo
(Mascolo et al.,, 2012; Castilho et al, 2017).

La carcinogenesi orale ¢ un processo multistep influenzato sia da fattori endogeni che
ambientali; fra questi ultimi, i principali sono il consumo abituale di alcool, il consumo di
tabacco (sia sotto forma di fumo che di prodotti masticabili) e le infezioni da Papillomavirus
umani oncogeni (HPV). Questi fattori predisponenti provocano nelle cellule epiteliali un’ampia
gamma di alterazioni sia epigenetiche che genetiche. La combinazione di queste alterazioni con
gli stessi fattori di rischio favorisce I'instabilita genomica, portando al graduale sviluppo di
lesioni pre-maligne e successivamente carcinomi (Mascolo et aZ, 2012; Irimie ef al, 2018).

I meccanismi epigenetici disregolati nel HOSCC comprendono la metilazione del DNA, le
modificazioni degli istoni e le alterazioni dei microRNA (Mascolo ef al, 2012). La metilazione
aberrante del DNA ¢ stata associata a vari fattori di rischio per questo tumore, in particolare il
fumo, il consumo di alcool ed anche I'inflammazione cronica (Irimie et al, 2018). Ad esempio,
¢ stata riportata un’associazione fra ipometilazione globale e fumo, mentre il consumo di alcool
¢ stato correlato all'ipermetilazione dei promoter di vari geni implicati nell'oncogenesi (Baba et
al, 2009; Supic et al, 2011).

Complessivamente, oltre 40 geni con funzioni oncosoppressive sono stati individuati
ipermetilati, e conseguentemente silenziati nel HOSCC, anche se la correlazione fra
disregolazione epigenetica e carcinogenesi orale non ¢ stata dimostrata per tutti. Questi geni
rivestono diverse funzioni, fra cui il controllo del ciclo cellulare (p16/ CDKN2A, p15/ CDKNZ2B),
lapoptosi (p14/ CDKN2A, DAPK, TP73 e RASSFI1A), le vie di segnalazione Wnt (APC, WIFI,
RUNX3), I'adesione intercellulare (E-caderina) e la riparazione del DNA (MGMT e hMLHI)
(Mascolo et al, 2012; Tabella 3.1).

Inoltre, diversi studi hanno rilevato geni con metilazione aberrante in lesioni orali displastiche
e nei tessuti istologicamente normali adiacenti al HOSCC, supportando lipotesi che tali
alterazioni siano eventi precoci durante carcinogenesi orale e che possano rappresentare marker

di progressione maligna. Ad esempio, in questi contesti ¢ stata evidenziata I'ipermetilazione dei
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geni pl4/ CDKNZ2A, pl6/ CDKNZ2A, p15/ CDKN2B, MGMT, DAPK, GSTPI, RARB e TP53
(Mascolo et al.,, 2012).

Ad alcune disregolazioni ¢ stato attribuito un ruolo prognostico. Ad esempio, I'ipermetilazione
del promoter di DAPKnei margini di escissione chirurgica del HOSCC sembra essere un fattore
prognostico negativo indipendente per la sopravvivenza (Supic et al, 2011). Tuttavia, non
sempre ¢ stata evidenziata una chiara correlazione fra I'ipermetilazione di questi geni e la
progressione delle lesioni orali displastiche o la recidiva post-chirurgica. Serviranno pertanto
ulteriori approfondimenti, possibilmente su casistiche pitt numerose (Mascolo et al, 2012).
Diversi studi hanno inoltre dimostrato che le alterazioni della metilazione sono facilmente
rilevabili in campioni di saliva e brushing orali, con buona sensibilita e specificita (Morandi et
al, 2017a; Cristaldi et al, 2019).

Dai dati in letteratura emergono quindi notevoli potenzialita per i test non invasivi basati sulla
metilazione, non solo per la diagnosi precoce del HOSCC ma anche per ottenere informazioni
prognostiche, impostare terapie personalizzate e monitorare il decorso (Morandi et al, 2017a;
Cristaldi et al, 2019). Per validare I'efficacia di questi test nella pratica clinica saranno necessari
ulteriori studi, volti a definire protocolli standardizzati per I'analisi dei biomarcatori e
interpretazione dei risultati (Cristaldi et a/, 2019).

Un altro filone di ricerca riguarda lo sviluppo di farmaci in grado di ripristinare i meccanismi
epigenetici disregolati durante la cancerogenesi, che a differenza delle mutazioni sono di natura
reversibile. Questi farmaci sono attualmente suddivisi in due gruppi principali: inibitori delle
istone-deacetilasi (HDACI) e inibitori delle DNA metiltransferasi (DNMTi), fra cui la 5-
azacitidina. I primi studi su queste molecole hanno mostrato risultati incoraggianti, come ad
esempio la capacita di ridurre gli effetti di carcinogeni chimici e il miglioramento della risposta

alla chemioterapia e radioterapia (Castilho et a/, 2017).

68



Tabella 3.1 - Geni comunemente comunemente silenziati dalla metilazione del promoter nel HOSCC
(da Mascolo et al, 2012).

Gene Locus Funzione Alterazioni
ABO 9q34 Antigeni dei gruppi sanguigni Ipermetilazione
APC 5q21 Trasduzione del segnale Ipermetilazione
ATM 11q22-q23 Oncosoppressore Ipermetilazione
C/EBPa 19q13 Oncosoppressore Ipermetilazione
CDKNZ2A 9p21 Ciclo cellulare LOH, Ipermetilazione
CRABP2 1921 Regolatore trascrizionale nucleare Ipermetilazione
DAPK 9q Apoptosi Ipermetilazione
DcC 18q21 Oncosoppressore Ipermetilazione
DKK3 11p Regolatore trascrizionale Ipermetilazione
E-cadherin 16q22 Trasduzione del segnale Ipermetilazione
EDNRB 13q22 Trasduzione del segnale Ipermetilazione
GSTPI 11q13 Detossificazione da agenti cancerogeni Ipermetilazione
H3K4 1g21.2 Istone Ipermetilazione
HIN1 12p13 Oncosoppressore Ipermetilazione
Hmlhl 3p21 Riparazione del DNA Ipermetilazione
LHX6 9q33 Regolatore trascrizionale Ipermetilazione
MGMT 10926 Riparazione del DNA Ipermetilazione
MINT family / / Ipermetilazione
miRI137 1p21.3 Oncosoppressore Ipermetilazione
miR193a 17q11.2 Oncosoppressore Ipermetilazione
MX1 21q22 / Ipermetilazione
pl4 9p21 Apoptosi LOH, ipermetilazione
. LOH, delezione, mutazione,
pl5 9p21 Ciclo cellulare . .
ipermetilazione
. LOH, mutazione, delezione,
plé 9p21 Ciclo cellulare . .
ipermetilazione
p53 17p13 Oncosoppressore Mutazione, ipermetilazione
p73 1p36 Apoptosi Ipermetilazione
PTEN 10923 Oncosoppressore Ipermetilazione
RARB2 17q21 Regolatore trascrizionale nucleare Ipermetilazione
RASSF-1 3p21 Apoptosi Ipermetilazione
Rb 13q14 Oncosoppressore Ipermetilazione, mutation
RUNX3 1p36 Regolatore trascrizionale Ipermetilazione
SFRPI 8pll.21 Regolatore trascrizionale Ipometilatione
SERPI-2-4-5 | 8p11.21,4q31.3, . .
Regolatore trascrizionale Ipermetilazione
7pl4.1 e 10q24.1
TCF21 6q23-q24 Interazioni epiteliali-mesenchimali Ipermetilazione
THBSI 15q15 Interazioni intercellulari e cellula-matrice Ipermetilazione
TIMP3 22q12 Interazione epitelio-mesenchimale Ipermetilazione
WIF1 12q14 Regolatore trascrizionale Ipermetilazione
0-14-3-3 1p36 Trasduzione del segnale Ipermetilazione

LOH: Loss of heterosigozity (perdita di eterozigosi)
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3.4 Analisi della metilazione in oncologia veterinaria

Negli ultimi anni linteresse scientifico per le metilazioni del DNA sta crescendo anche in
oncologia veterinaria, sia per le potenziali applicazioni cliniche negli animali da compagnia che
per studi comparativi sulle neoplasie proposte da tempo come modelli spontanei di patologia
umana. Una di queste ¢ senza dubbio il linfoma del cane, in particolare il linfoma diffuso a
grandi cellule B (DLBCL, diffuse large B-cell l[ymphoma), che rappresenta il sottotipo piu
comune in questa specie e condivide con il linfoma non-Hodgkin umano numerose
caratteristiche fenotipiche e genotipiche (Marconato ef al, 2013a; Mudaliar ef a/, 2013). Uno
studio ha analizzato l'intero metiloma del DLBCL canino, identificando 1194 isole CpG con
diverso livello di metilazione rispetto a campioni di linfonodi normali. In particolare, 1011
sequenze erano ipermetilate e prevalentemente localizzate nei promoter, in altre regioni a
monte o negli esoni; le restanti 183 sequenze, ipometilate, erano prevalentemente a livello
intragenico o nelle regioni a valle. Complessivamente erano coinvolti da queste alterazioni 823
geni, fra i quali erano presenti molti geni della famiglia PcG (Polycomb group protein), che
regolano il bilanciamento tra proliferazione e differenziazione cellulare durante lo sviluppo e
contribuiscono al mantenimento delle cellule staminali. E stato quindi ipotizzato che le cellule
del DLBCL possiedano un pattern epigenetico caratteristico delle cellule staminali, che si
potrebbe instaurare gia all’origine della trasformazione neoplastica (in linea con la teoria delle
cancer stem cells), o secondariamente durante la progressione. Fra i DLBCL sono stati inoltre
identificati alcuni sottotipi epigenetici correlati al decorso clinico, suggerendo che I'accumulo
di queste alterazioni possa influenzare I'aggressivita biologica (Ferraresso et al, 2017).

Altri studi sul linfoma del cane si sono focalizzati su singoli geni, come 'oncosoppressore
TFPI2, il cui promoter é risultato essere ipermetilato nel DLBCL rispetto ai linfonodi di cani
sani. L'espressione del gene inoltre, indagata con rea/ time RT-PCR, era significativamente
inferiore nei linfomi, suggerendo che I'ipermetilazione di 7/PI2 ne influenzi negativamente la
trascrizione (Ferraresso et al, 2014). Un altro lavoro ha investigato il gene DAPK, che agisce da
oncosoppressore sensibilizzando le cellule a vari segnali apoptotici, ed ¢ stato riportato che

Iipermetilazione delle isole CpG di questo gene era un fattore prognostico negativo
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indipendente nel DLBCL canino, similmente a quanto descritto nel DLBCL umano (Sato et al,
2018). L'ipermetilazione di p16/ CDKNZ2A ¢ stata associata alla ridotta espressione di mRNA in
linee cellulari di linfoma canino, indicando quindi che lipermetilazione rappresenta un
possibile meccanismo di inattivazione anche per questo gene oncosoppressore (Fujiwara-
Igarashi et al, 2014).

Nell'ottica dell’'utilizzo di queste alterazioni epigenetiche come biomarcatori, uno studio ha
indagato la metilazione globale del genoma nei leucociti del sangue periferico di cani con
linfoma multicentrico, confrontandola con controlli sani. Complessivamente, nei cani con
linfoma ¢ stata evidenziata ipometilazione globale del DNA, nonché un pattern di metilazione
anomalo in oltre 500 geni (Epiphanio ef a/, 2019). Anche nel linfoma gastrointestinale di cane
sono stati evidenziati pattern di metilazione aberrante tramite un’analisi del genoma su larga
scala. In particolare sono state rilevate CpG ipermetilate nelle regioni promoter di 61 geni (Ohta
et al, 2020).

Meno informazioni sono disponibili riguardo al linfoma del gatto. Uno studio del 2017 ha
testato in vitro leffetto della 5-azacitidina, un inibitore delle metiltransferasi (DNMT). La 5-
azacitidina si lega in modo irreversibile alla DNMT durante la replicazione del DNA,
impedendo il distacco dell’enzima dal DNA e bloccando quindi la sua funzione di
mantenimento della metilazione nei nuovi filamenti sintetizzati. L’applicazione di questo
inibitore ha determinato una riduzione dose-dipendente della proliferazione cellulare in tutte e
tre le linee cellulari testate di linfoma felino (Fujita e Kaneda, 2017).

Lo stesso trattamento & stato sperimentato su linee cellulari di melanoma umano e canino,
ottenendo una sovraespressione di miR-203, un microRNA ad azione oncosoppressiva, noto
per essere sottoregolato in queste due neoplasie. Inoltre, nelle cellule di melanoma e stata
evidenziata la metilazione delle isole CpG a monte della sequenza codificante per miR-203, ma
non nei melanociti normali (Noguchi et al, 2015).

Ulteriori neoplasie del cane in cui ¢ stata analizzata la metilazione del DNA sono la leucemia
mieloide acuta (AML, acute myeloid leukemia), il carcinoma mammario, il mastocitoma e
losteosarcoma. Nella AML sono stati riscontrati pattern eterogenei di metilazione aberrante,

sia ipermetilati che ipometilati. E stato inoltre indagato lo stato mutazionale dei geni relativi
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alla famiglia delle DNA metiltransferasi DNMT3, che nella AML dell'uomo presentano
mutazioni determinanti per la disregolazione epigenetica. Nel gene (DNMT3A), il cui ortologo
¢ tipicamente mutato nella leucemia mieloide acuta dell'uomo, non sono state riscontrate
mutazioni, mentre era presente una mutazione deleteria omozigote nel gene DNM73L, con
maggiore frequenza rispetto ai controlli sani. Tuttavia, 'assenza di una correlazione fra lo stato
mutazionale di DNMT3L e la metilazione globale, e l'occasionale presenza della stessa
mutazione anche nei controlli, suggeriscono che nel cane potrebbero esistere meccanismi
epigenetici compensatori non ancora scoperti (Bronzini ef al, 2017).

Nel carcinoma mammario ¢ stato valutato lo stato di metilazione del gene per il recettore
estrogenico (ESRa). Sia nel cane che nell'uomo, i tumori mammari biologicamente piu
aggressivi mostrano perdita di espressione di ESRa, che nell'uomo ¢ stata attribuita alla
metilazione di isole CpG nel promoter del corrispondente gene (E£SRI). Nel gene ESRI canino
invece, sono state individuate CpG intrageniche, non associate a promoter né differenzialmente
metilate fra i gruppi esaminati (carcinomi, tumori benigni e mammella normale). Questi reperti
suggeriscono che nel cane la sottoregolazione di ERa dipenda da meccanismi diversi rispetto
all’'uomo (Brandio et al, 2018).

Nel mastocitoma cutaneo del cane, ¢ stato investigato lo stato di metilazione globale tramite
immunoistochimica, impiegando un anticorpo monoclonale per la 5-metilcitosina. Nei
mastocitomi ad alto grado, la positivita nucleare per I'anticorpo era pili debole rispetto ai tumori
di basso grado, indicando quindi ipometilazione globale nelle forme meno differenziate e pit
aggressive (Morimoto et al, 2017). Uno studio pill recente su mastocitomi cutanei e
sottocutanei del cane, ha valutato lo stato di metilazione del gene K77, gia notoriamente affetto
da mutazioni di vari esoni, e del gene 7P53. Nelle regioni regolatorie di questi geni sono state
individuate diverse CpG metilate, anche se con frequenza sporadica (Vozdova et al, 2019).
Infine, un lavoro sull’osteosarcoma canino ha investigato il pattern di metilazione del promoter
di PDGFRp, codificante un recettore per il fattore di crescita derivato dalle piastrine. PDGFR[]
¢ un importante recettore tirosinchinasico che puo essere sovraespresso e favorire la
proliferazione delle cellule neoplastiche. Negli osteosarcomi esaminati il promoter di PDGFRp

era totalmente demetilato, ma la demetilazione non era correlata al livello di espressione del
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recettore, variabile da lieve a marcata. E stato quindi ipotizzato che nella regolazione
dell’espressione di PDGFRP siano coinvolti anche meccanismi post-trascrizionali, come ad

esempio i microRNA (Gentilini ez al, 2020).
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Contributo Sperimentale



Capitolo 4

Analisi delle disregolazioni di p53
nel carcinoma squamocellulare orale felino

4.1 Introduzione

Il carcinoma squamocellulare ¢ il tumore maligno della cavita orale pill frequente nel gatto,
costituendo circa il 60-70% delle neoplasie maligne in questa sede. (Stebbins et al, 1989; Bilgic
et al, 2015; Liptak, 2019).

Il carcinoma squamocellulare orale felino (FOSCC, feline oral squamous cell carcinoma) &
localizzato piu frequentemente a livello di lingua/regione sublinguale e gengiva. Clinicamente
puo presentarsi in modo variabile, da una lesione necrotico-ulcerativa a una neoformazione
nodulare di consistenza dura o compatta, in genere associata a spiccata invasivita locale e lisi
ossea precoce (Bilgic ef al, 2015; Liptak, 2019). Nonostante sia riportata la possibilita di
metastasi ai linfonodi regionali e piil raramente ai polmoni, la morte dei pazienti avviene piu
comunemente per complicazioni legate alla malattia locale, prima che le metastasi diventino
clinicamente rilevanti (Postorino-Reeves et al, 1993; Hayes et al, 2007; Bilgic et al, 2015). A
causa della localizzazione e della rapida progressione locale del tumore, la diagnosi ¢ spesso
tardiva, in una fase in cui tutte le opzioni terapeutiche quali chirurgia, radioterapia e
chemioterapia, risultano poco efficaci. Nella maggior parte dei casi la prognosi ¢ infausta, ed
anche con un approccio terapeutico multimodale, il tempo di sopravvivenza mediano supera
raramente i 12 mesi (Marconato et al, 2013b; Piegols et al, 2018; Liptak, 2019).

La proteina p53, codificata dal gene oncosoppressore 7P53, contrasta la trasformazione e la
crescita neoplastica prevenendo la replicazione di cellule geneticamente danneggiate (Finlay et
al, 1989; Kumar ef al, 2020). In condizioni fisiologiche prive di stimoli stressanti, la proteina
p53 ha un’emivita di 5-20 minuti nella maggior parte dei tipi cellulari e viene mantenuta a bassi
livelli, pertanto non ¢ in genere rilevabile con metodiche immunoistochimiche (IHC) (Giaccia

e Kastan, 1998). Mutazioni di 7P53 possono indurre cambiamenti conformazionali che
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stabilizzano la proteina, determinano un accumulo nucleare di p53 rilevabile con IHC (Iggo et
al, 1990; Baas et al, 1994; Nambiar et al, 2001).

Le mutazioni somatiche di TP53 sono le alterazioni genetiche pitt comunemente riscontrate nel
carcinoma squamocellulare umano di testa e collo (HNSCC, head and neck squamous cell
carcinoma), con una prevalenza che puo raggiungere '85% dei casi, e sono state associate ai
carcinogeni presenti nel tabacco (Brennan et al, 1995; Partridge et al, 2007; Zhou et al, 2016).
Anche l'espressione IHC di p53 ¢ un riscontro frequente nel HNSCC, ed ¢ storicamente
considerata un’evidenza indiretta delle mutazioni, anche se la discordanza fra queste due
alterazioni puo raggiungere il 40% dei casi (Taylor et al, 1999; Gasco e Crook, 2003).

Nel carcinoma squamocellulare orale felino, 'espressione IHC di p53 ¢ stata rilevata nel 24-65%
dei casi (Teitke e Lohr, 1996; Snyder ef al, 2004; Supsavhad et a/, 2016). In uno studio ¢é stata
inoltre ipotizzata un’associazione fra espressione di p53 nel FOSCC ed esposizione passiva al
fumo di tabacco (Snyder et al, 2004). Escludendo una segnalazione aneddotica di una
mutazione di 7P53 nel FOSCC, nessuno studio ha analizzato sistematicamente la presenza di
mutazioni di 7P531in questa neoplasia, né la loro correlazione con I'espressione proteica (Mayr
et al., 2000). La caratterizzazione del panorama mutazionale di p53 nel FOSCC potrebbe aiutare
a comprendere la patogenesi molecolare di questo tumore, anche nell’ambito di studi
comparativi con la controparte umana.

I principali obiettivi di questo studio sono stati (1) valutare se 'espressione IHC di p53 riflette
accuratamente lo stato mutazionale di 7P53nel FOSCC e (2) investigare la relazione fra disregolazioni
di p53 ed esposizione ambientale al fumo di tabacco nei gatti. Inoltre, la prevalenza dell’'espressione di
p53 e delle mutazionidi 7P53nel FOSCC ¢ stata confrontata con lesioni infammatorie orali e mucosa

orale normale, per valutare 'importanza delle disregolazioni di p53 nello sviluppo di questa neoplasia.

4.2 Materiali e metodi

4.2.1 Criteri d'inclusione e informazioni anamnestiche

Lo studio ¢ parte integrante del progetto Salice, finanziato grazie al bando Alma Idea Junior

dell'Universita di Bologna.
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E stata effettuata una ricerca retrospettiva relativa agli anni 2010-2018 nell’archivio del Servizio
di Anatomia Patologica del Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie (DIMEVET)
dell’Universita di Bologna, al fine di identificare campioni istologici di FOSCC o infiammazione
cronica orale. Per confermare la diagnosi tutte le sezioni istologiche sono state riesaminate.
Sono stati inclusi nello studio tutti i casi consecutivi di FOSCC, nonché 10 casi selezionati di
granuloma eosinofilico e 10 di gengivostomatite cronica. In aggiunta a questi, sono stati
collezionati in modo prospettico, in sede autoptica, 10 campioni istologici di mucosa orale con
aspetto microscopico normale, da gatti con almeno 7 anni deceduti per cause non collegate a
patologie orali. Questi campioni sono stati prelevati a livello di gengiva premolare mascellare.
Dalle cartelle cliniche dei pazienti sono state raccolte le informazioni relative a segnalamento e
localizzazione dei tumori. I proprietari dei pazienti sono stati intervistati telefonicamente o via
mail per recuperare informazioni sull’esposizione al fumo passivo. Le informazioni sono state
classificate nel modo seguente: nessuna esposizione (i proprietari non fumano in casa, o i gatti
vivono solo all’aperto); esposizione lieve (1-5 sigarette/giorno fumate in casa); esposizione
moderata (6-10 sigarette/giorno fumate in casa); esposizione intensa (piu di 10 sigarette/giorno
fumate in casa). La disponibilita di queste informazioni non ¢ stata considerata criterio

d’inclusione.

4.2.2 Parametri istologici

Tutti i campioni istologici esaminati erano stati fissati in formalina tamponata al 10%, inclusi
in paraffina, sezionati a 4 pm di spessore e colorati con ematossilina-eosina (EE). Per i casi di
FOSCC ¢ stato valutato l'istotipo secondo i criteri pubblicati in precedenza (Nemec et al, 2012;
Munday et al, 2017), il grado istologico (solo per listotipo convenzionale) secondo la
classificazione di Broders (Goldschmidt e Goldschmidt, 2017) e la conta mitotica (MC, mitotic
count). Per la MC e stato valutato il numero totale di figure mitotiche in un’area pari a 2,37 mm
quadrati (corrispondente a 10 campi microscopici consecutivi con obiettivo 40x ed oculare 10x
con numero di campo 22 mm), secondo i criteri proposti da Meuten et a/, 2016. La conta ¢ stata
effettuata evitando le zone di necrosi o flogosi e selezionando a medio ingrandimento le aree

con maggiore attivita proliferativa; in queste aree sono state addizionate le mitosi presenti in
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dieci campi microscopici a forte ingrandimento (HPF, high power field), consecutivi e non

sovrapposti.

4.2.3 Analisi immunoistochimica

Per indagare I'espressione di p53, ulteriori sezioni dei casi di FOSCC, granuloma eosinofilico,
gengivostomatite cronica e mucosa orale normale sono state sottoposte a colorazione IHC con
un anticorpo commerciale ad uso umano (clone Pab240, BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
la cui reattivita nei tessuti del gatto ¢ stata validata in precedenza (Teifke e Lohr 2004, Snyder et
al, 2004; Supsavhad et al, 2016b). Il blocco delle perossidasi endogene & stato eseguito con
incubazione per 10 minuti in una soluzione di perossido di idrogeno allo 0,9% in tampone
fosfato salino (PBS) (0,01 M; pH 7,2). Per lo smascheramento antigenico le sezioni sono state
immerse in tampone citrato a pH 6 e sottoposte a 4 cicli di 5 minuti ciascuno in forno
microonde a 750 W. Dopo 4 lavaggi da 5 minuti ciascuno in PBS contenente Tween-20 0,01%
(p9416, Sigma Aldrich-Merck, Darmstadt, Germania) e latte magro 0,01%, le sezioni sono state
pre-incubate con siero di capra al 20% diluito in PBS contenente albumina di siero bovino
(BSA)1% per 20 minuti. Successivamente, le sezioni sono state incubate in camera umida, a
temperatura ambiente, con 'anticorpo primario diluito 1:100 in PBS con BSA 1% per 80 minuti.
Dopo altri 4 lavaggi di 5 minuti in PBS contenente Tween-20 0,01% e latte magro 0,01%, i siti
di legame dell’anticorpo primario sono stati identificati incubando le sezioni per 30 minuti in
camera umida, a temperatura ambiente, con un anticorpo secondario biotinilato di capra anti-
topo (Dako, Glostrup, Danimarca), diluito 1:100 in PBS con BSA 1%. Per il rilevamento della
reazione immunoistochimica & stato applicato il kit commerciale streptavidina-biotina-
perossidasi (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), incubando
a temperatura ambiente per 30 minuti; come cromogeno & stata impiegata la 3,3-
diaminobenzidina (DAB tablets, Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, USA). Infine i
preparati sono stati risciacquati in PBS e quindi in acqua corrente, sottoposti a colorazione di
contrasto (ematossilina di Papanicolaou), disidratati e montati con DPX (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Un FOSCC positivo per p53 & stato usato come controllo positivo per

'anticorpo primario, mentre per il controllo negativo ¢ stato omesso 'anticorpo primario. Sono
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stati considerati positivi i casi con almeno il 20% di cellule epiteliali immunoreattive per p53, in
linea con studi precedenti (Munday e Aberdein 2012 Supsavhad et al, 2016b). Solo
Iimmunoreattivitad nucleare ¢ stata considerata positivita specifica, e I'interpretazione della

colorazione IHC ¢ stata effettuata senza conoscere lo stato mutazionale di 7P53.

4.2.4 Analisi mutazionale

L’analisi mutazionale di 7P53 ¢ stata effettuata presso I'unita di Neurologia, IRCCS Istituto di
Scienze Neurologiche di Bologna, Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie
dell'Universita di Bologna, Ospedale “Bellaria”. Per tutti i casi di FOSCC, granuloma eosinofilico,
gengivostomatite cronica e mucosa orale normale, sono stati analizzati tramite Next Generation
Sequencing (NGS) gli esoni 5-8 del gene 7P53, codificanti per il domino proteico legante il DNA. I
primer utilizzati e le coordinate cromosomiche sono indicati nella Tabella 4.1. Per ciascun caso, a
partire dai tessuti fissati in formalina ed inclusi in paraffina, sono state allestite in una provetta
eppendorf 5 sezioni da 10 pm. L'estrazione del DNA dai campioni ¢ stata effettuata tramite il kit
commerciale MasterPure Complete DNA extraction (Epicentre, Madison, WI, USA). I casi con
mancata estrazione del DNA sono stati esclusi dallo studio. E stata poi allestita una PCR Multiplex
con applicazione di primer marcati, al fine di generare una libreria di ampliconi /ocus-specifici. La
preparazione della libreria comprendeva due fasi: una prima sessione di PCR per amplificare il
DNA target (arricchimento), e una seconda PCR pil breve (8 cicli) per consentire il barcoding del
DNA, necessario per i'identificazione univoca dei casi. Il barcodingé stato effettuato mediante il kit
Index Nextera (Illumina, San Diego, California, USA), come descritto in precedenza (Morandi et
al, 2017b). Dopo ciascuna sessione di PCR, il materiale amplificato & stato purificato tramite biglie
magnetiche (MagSi-NGSPREP, MagnaMedics, Geleen, Olanda) e quantificato con il fluorimetro
Quantus (Promega, Milano, Italia). Il sequenziamento profondo del DNA ¢ avvenuto con il sistema
MiSEQ (Illumina, San Diego, California, USA), secondo il protocollo del produttore. Sono stati
considerati mutati i casi con una o pili alterazioni della sequenza nucleotidica negli esoni amplificati
del gene 7P53felino, risultanti in una modificazione aminoacidica con impatto funzionale negativo
sulla proteina, sulla base del software PolyPhen-2, e con una VAF ( Variant Allele Frequency) > 0,1

che corrisponde a una percentuale di cellule mutate nel campione > 10% (Adzhubei et a/, 2010).
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Tabella 4.1 Primer e coordinate degli esoni indagati del gene 7/P53 felino

Esoni  Primer forward Primer reverse Coordinate genomiche

TP53 AGTACTCCCCTCCCCTCAAC GCTCACCATCGCTACTGTCA Chrom El, strand -:
esone 5 2451253-2451447
Lunghezza amplicone: 194 bp
TP53 ATTCCTCCCCGATTGCTCT CTCCCAGAGACCCCAGATG  Chrom El, strand -:
esone 6 2451035-2451199
Lunghezza amplicone: 164 bp
Tp53 ACTCGGCCGGATCTTCTCT CGGTAGCACGGGAGAGAGT Chrom El, strand -:
esone 7 2450673- 2450857
Lunghezza amplicone: 184 bp
TP53 TGCCTCCAGCTTCTGTCTTC CTCCCTGCCTCYTCTCGTC Chrom E1, strand -:
esone 8 2450289- 2450488
Lunghezza amplicone: 199 bp

4.2.5 Analisi statistica

La distribuzione delle variabili continue ¢ stata verificata tramite il D’Agostino-Pearson omnibus
normality test. Le variabili con distribuzione normale sono state espresse come media + deviazione
standard, quelle con distribuzione non normale come mediana e range La concordanza fra
Tespressione IHC di p53 e I'analisi mutazionale di 7753 ¢ stata valutata con il coefficiente kappa di
Cohen (x) (Landis e Koch 1977). In aggiunta, ¢ stata indagata la relazione fra disregolazioni di p53
(mutazioni o espressione IHC) ed i seguenti parametri: esposizione a fumo passivo (si/no), diagnosi
(FOSCC, lesione infiammatoria cronica, mucosa orale normale), localizzazione del FOSCC (mucosa
gengivale, mucosa non gengivale, lingua), istotipo del FOSCC (convenzionale vs. non convenzionale,
grado di differenziazione del FOSCC convenzionale (ben differenziato vs. moderatamente o
scarsamente differenziato) e MC nei tumori. La distribuzione delle variabili categoriche fra i gruppi &
stata valutata mediante fest esatto di Fisher o test del Chi-quadrato, mentre la distribuzione delle
variabili quantitative ¢ stata analizzata mediante two-sample t-testo Mann- Whitney U test, a seconda
della dimensione dei campioni e della distribuzione dei dati. I test sono stati effettuati con il soffware
commerciale SPSS Statistics v. 19.0 (IBM, Armonk, NY, USA); il limite di significativita (P) ¢ stato

posto uguale o inferiore a 0.05.
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4.3 Risultati

I dati completi relativi segnalamento, esposizione a fumo passivo, istologia, espressione

immunoistochimica e stato mutazionale sono riportati nelle Tabelle 4.2 e 4.3.

4.3.1 FOSCC

Sono state incluse nello studio 26 biopsie incisionali di FOSSC, appartenenti a 22 gatti di razza
europea, 2 Certosini, un Siamese ed un Persiano. Dodici soggetti erano maschi castrati mentre 14
erano femmine sterilizzate. L'eta mediana era di 14,5 anni (range 8-19). Le informazioni
sull’esposizione al fumo passivo erano disponibili per 24 gatti, 6 dei quali (25%) erano stati esposti
(esposizione lieve, 1= 2; esposizione moderata, 1= 2; esposizione intensa, 1= 2).

I carcinomi erano localizzati a livello di gengiva mandibolare (22 = 12), gengiva mascellare (2=
6), lingua (22 = 6), mucosa vestibolare (1 = 1) e palato duro (22 = 1; Figura 4.1).

Ventidue FOSCC (84%) erano ascrivibili all’istotipo convenzionale, di cui 11 (50%) ben
differenziati (grado 1 secondo lo schema di Broders) e i rimanenti 11 moderatamente
differenziati (gradi 2 e 3). I FOSCC ben differenziati erano composti da trabecole con
progressione ordinata da cellule basali periferiche, poliedriche e non cheratinizzate, a cellule
poligonali voluminose, con citoplasma cheratinizzato e ponti intercellulari evidenti al centro
delle trabecole. In queste aree centrali erano talvolta presenti accumuli di cheratina amorfa o
lamellare. T FOSCC moderatamente differenziati erano caratterizzati da maturazione
disordinata, cellule con aspetti di cheratinizzazione meno evidenti e ponti intercellulari
raramente visibili. Erano apprezzabili multifocali aggregati di cellule parzialmente
cheratinizzate, mentre gli accumuli di cheratina erano quasi sempre assenti.

I restanti 4 FOSCC appartenevano agli istotipi acantolitico (22 = 2; 8%) ed a cellule fusate (n =
2; 8%). Nell'istotipo acantolitico predominavano strutture pseudoghiandolari, con all'interno
cellule parzialmente cheratinizzate, isolate o ancora adese allo strato periferico di cellule tramite
ponti intercellulari allungati. Nei FOSCC a cellule fusate le cellule neoplastiche erano
prevalentemente di forma allungata e disposte in fasci, con citoplasma occasionalmente
cheratinizzato (Figura 4.2).

La MC mediana era di 13 in 10 HPF (range, 0-85).
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Diciotto casi di FOSSC sono risultati positivi per p53 all'THC. L'immunoreattivita era intensa,
localizzata a livello nucleare ed era visibile nella totalita delle cellule neoplastiche (22 = 9; 34.6%) o
confinata alla periferia delle trabecole (2= 9; 34.6%) (Figura 4.4).

In totale sono state rilevate 19 mutazioni in 18 casi (69%), rappresentate da sedici mutazioni di tipo
missenso, 1 mutazione nonsenso e due delezioni in-frame. Le mutazioni erano distribuite in tutti e
4 gli esoni sequenziati (esone 5, = 6; esone 6, 1= 3; esone 7, n = 6; esone 8, n=4).

Dei 18 carcinomi con espressione IHC di p53, 3 casi con positivita focale non presentavano
mutazioni di 7P53. Dei tumori con 753 mutato invece, 3 erano p53-negativi; fra questi, il caso
AP6142 ha evidenziato un Polyphen-2 scoredi 0,756, equivalente ad un possibile danno funzionale;
il caso AP9641 presentava due mutazioni, entrambe con Polyphen2 score pari a 1, indicativo di
danno effettivo della funzione proteica, e una VAF del 60% e 27% per le rispettive mutazioni
p.Y155* e p.R206Q. Infine, il caso AP4131 presentava una singola mutazione missenso nel codone

207 (p.H207P) con VAF del 13% e score Polyphen-2di 1 (Tabella 4.2).

Complessivamente, per i FOSCC la concordanza era del 77%. 1l coefficiente « era pari a 0.46 (P=
0.010), indicativo di una concordanza moderata fra I'espressione immunoistochimica di p53 e

I'analisi mutazionale di 7P53.

4.3.2 Lesioni infiammatorie croniche

I casi di granuloma eosinofilico orale appartenevano a 10 gatti Europei, 5 maschi castrati (50%) e 5
femmine sterilizzate (50%). L’eta mediana era di 9 anni (range, 1-14). Tutte le lesioni erano localizzate
alla lingua (faccia dorsale, n= 5; faccia ventrale/frenulo, 2= 4; margine laterale, n=1).

I casi di gengivostomatite cronica appartenevano a 9 gatti Europei ed un Maine Coon. Sette soggetti
(70%) erano maschi castrati e 3 soggetti (30%) erano femmine sterilizzate. L’eta mediana era di 11,5
anni (range, 1-15). Tutte le lesioni erano localizzate a livello gengivale (gengiva mascellare, n = 5;
gengiva mandibolare, = 5; Figura 4.1).

Le informazioni sull'esposizione al fumo passivo erano disponibili per 16 gatti su 20, 4 dei quali (25%;
granuloma eosinofilico, 77 = 2; gengivostomatite cronica, 22 = 2) erano stati esposti (esposizione lieve,

n=1; esposizione moderata, 11 = 1; esposizione intensa, n= 2).
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Istologicamente, nei granulomi eosinofilici la lamina propria della mucosa era infiltrata da numerosi
eosinofili e una quantita variabile di linfociti, plasmacellule e macrofagi, con multifocali “figure a
fiamma”, rappresentate da depositi di materiale amorfo eosinofilo circondato da macrofagi e cellule
giganti multinucleate. Nelle gengivostomatiti croniche la lamina propria era espansa da quantita
variabili di linfociti e plasmacellule, con I'epitelio sovrastante da ulcerato a iperplastico (Figura 4.3).
Tutte le lesioni inflammatorie sono risultate negative all THC per p53, sebbene in alcune fosse presente
una debole immunoreattivita in meno del 20% delle cellule epiteliali, prevalentemente a livello di
strato basale delle aree iperplastiche. Una debole positivita citoplasmatica era inoltre presente nelle
cellule stromali subepiteliali, nelle cellule endoteliali ed infiammatorie (Figura 4.4).

Mutazioni missenso di 7253 sono state riscontrate solamente in un granuloma eosinofilico (10%) e
in una gengivostomatite cronica (10%), ed erano localizzate negli esoni 5 (n=1),6 (n=1)e 7 (n=2;

Tabella 4.3).

4.3.3 Mucosa orale normale

I 10 campioni di mucosa orale normale appartenevano a 9 gatti Europei ed un Certosino, 7
maschi (70%; 6 castrati) e 3 femmine sterilizzate (30%). L’eta mediana era di 11 anni (range, 7-
17). Le cause del decesso comprendevano cardiomiopatia (22 = 3), malattia renale cronica (2 =
2), linfoma intestinale (n = 2), cistite emorragica (n = /), carcinoma polmonare (n = /) e
meningioma (n = 7). Tre soggetti erano stati esposti a fumo passivo (esposizione lieve, n = 2;
esposizione moderata, n = 7). Nessun campione é risultato positivo per I'espressione IHC di

p53 né per la presenza di mutazioni di 7P53 (Tabella 4.3 ; Figura 4.4).

4.34 Analisi statistica delle disregolazioni di p53

Complessivamente, la concordanza fra IHC per p53 e lanalisi mutazionale ¢ stata dell’86%. Il
coefficiente x¢ stato paria 0.68, riferibile ad una concordanza sostanziale fra le due disregolazioni. Sia
Tespressione di p53 che le mutazioni di 7753 erano significativamente piu frequenti nei casi di
FOSCC, ed i casi mutati avevano una CM significativamente inferiore (Tabelle 4.4 e 4.5). Non era
presente nessuna relazione statisticamente significativa fra le disregolazioni di p53 e gli altri parametri

valutati, compresa I'esposizione al fumo passivo (Tabelle 4.4 ¢ 4.5).
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Tabella 4.2 Gatti con carcinoma squamocellulare orale: segnalamento, dati clinico-anamnestici, caratteristiche istologiche e disregolazioni di p53

ID Razza Sesso Eta Esposizione a  Sede della lesione Istotipo Grado di MC Espressione Stato mutazionale di
(anni) fumo passivo differenziazione IHC di p53 TP53

AP768 Europeo  Fs 15 Non esposto Gengiva mandibolare Convenzionale BD 6 Pos Foc p-R275W

AP1324 Europeo  Mc 11 Intensa Gengiva mandibolare Convenzionale MD 12 Negativa Wild type

AP2123  Europeo Mc 15 Moderata Gengiva mandibolare ~ Convenzionale BD 12 PosFoc p.V165M

AP2389  Europeo Fs 14 Non esposto  Gengiva mascellare Convenzionale ~MD 41 Positiva p.N232D

AP3911 Europeo  Fs 16 Non esposto Gengiva mandibolare Convenzionale BD 79 Pos Foc V210del in frame

AP4031 Europeo  Mc 13 Non esposto Gengiva mandibolare Convenzionale BD 17 Negativa p-H207P

AP4148 Europeo  Fs 10 ND Lingua, faccia ventrale  Convenzionale BD 16 Positiva p-M2301

AP4685 Europeo  Mc 16 Non esposto Gengiva mandibolare Convenzionale MD 3 Positiva p-C168F

AP4925 Europeo  Fs 19 Non esposto Gengiva mandibolare Convenzionale BD 14 Pos Foc p-G259E

AP6142 Europeo  Fs 16 Non esposto Gengiva mandibolare Acantolitico 6 Negativa p-R241Q

AP8964 Europeo  Fs 12 Non esposto Gengiva mascellare Convenzionale MD 79 Positiva p-T2491

AP8965 Certosino Fs 17 Non esposto Lingua, faccia ventrale Convenzionale BD 0 Pos Foc p-R167H

AP9641 Europeo  Mc 16 Non esposto Gengiva mandibolare Convenzionale BD Negativa p-Y155%; p.R206Q

AP9960 Persian Mc 11 ND Gengiva mandibolare Convenzionale MD Positiva 1247_T249del in frame

AP10806 Europeo Fs 14 Non esposto Gengiva mascellare Convenzionale MD Pos Foc p-R266Q

AP11306 Europeo Fs 12 Non esposto Lingua, faccia ventrale A cellule fusate 85 Negativa Wild type

AP11999 Europeo Mc 16 Intensa Vestibolo Convenzionale =MD 16 Negativa Wild type

AP12817 Europeo  Fs 12 Lieve Gengiva mandibolare Convenzionale MD 7 Positiva p-V165M

AP13028 Europeo  Mc 16 Moderata Gengiva mandibolare Convenzionale MD 30 Negativa Wild type

AP13806 Europeo  Mc 15 Non esposto Palato duro Convenzionale BD 4 Positiva p.V265E

AP13972 Certosino Mc 9 Non esposto  Frenulo linguale Acantolitico Positiva p.C133F

AP14878 Europeo Mc 13 Non esposto Gengiva mascellare Convenzionale MD 16 Negativa Wild type

AP16763 Europeo  SF 18 Non esposto Gengiva mascellare Convenzionale BD 17 Pos Foc Wild type

AP16912  Siamese SF 8 Lieve Gengiva mascellare Convenzionale MD 27 Positiva p.Y227C

AP17062 Europeo  Mc 13 Non esposto Frenulo linguale A cellule fusate 81 Pos Foc Wild type

AP17083 Europeo  Fs 15 Non esposto Frenulo linguale Convenzionale BD 10 Pos Foc Wild type

Fs: femmina sterilizzata; Mc: maschio castrato; BD: ben differenziato; MD: moderatamente differenziato; Pos Foc: positivita focale; ND: non disponibile; IHC: immunoistochimica;
MC: mitotic count.




Tabella 4.3

Gatti con mucosa orale normale e lesioni inflammatorie orali: segnalamento, dati clinico-anamnestici, caratteristiche istologiche e disregolazioni di p53

ID Diagnosi Razza Sesso  Etd (anni) Esposizione a fumo passivo  Sede della lesione Espressione IHC di p53  Stato mutazionale di TP53
AP13580 N Certosino  Fs 8 Non esposto Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP13583 N Europeo Fs 10 Lieve Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP14419 N Europeo Mc 7 Non esposto Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP14463 N Europeo Mc 14 Non esposto Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP14530 N Europeo Fs 12 Non esposto Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP14668 N Europeo Mc 8 Non esposto Gengiva premolare superiore sinistra  Negativa Wild type
AP14693 N Europeo Mc 12 Non esposto Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP14930 N Europeo Mc 7 Non esposto Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP15073 N Europeo Mc 15 Moderata Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP16204 N Europeo M 17 Lieve Gengiva premolare superiore sinistra Negativa Wild type
AP498  GE Europeo Mc 1 Non esposto Lingua, faccia ventrale Negativa Wild type
AP2115  GE Europeo Fs 12 Non esposto Lingua, faccia dorsale Negativa Wild type
AP2633  GE Europeo Fs 10 ND Lingua, margine laterale Negativa Wild type
AP5978  GE Europeo Fs 7 Lieve Lingua, faccia dorsale Negativa p-M2301
AP7065  GE Europeo Fs 8 Non esposto Lingua, faccia dorsale Negativa Wild type
AP10302 GE Europeo Mc 7 ND Lingua, faccia ventrale Negativa Wild type
AP10728 GE Europeo Mc 9 ND Lingua, faccia ventrale e margini Negativa Wild type
AP15612 GE Europeo Mc 11 Intensa Lingua, faccia dorsale Negativa Wild type
AP16622 GE Europeo Fs 14 Non esposto Lingua, faccia dorsale Negativa Wild type
AP16946 GE Europeo Mc 9 Non esposto Lingua, base e margine sinistro Negativa Wild type
AP847  g1p Europeo Fs 12 Moderata Gengiva mascellare Negativa Wild type
AP2901  grp Europeo Mc 12 ND Gengiva mandibolare Negativa p-P175L; p.A196T; p.G238D
AP2924 g1 p Maine Coon Mc 1 Non esposto Gengiva mascellare Negativa Wild type
AP7692  gLp Europeo Fs 13 Non esposto Gengiva mandibolare Negativa Wild type
AP9309  gLp Europeo Fs 5 Non esposto Gengiva mandibolare Negativa Wild type
AP10714 g1 p Europeo Mc 13 Intensa Gengiva mascellare Negativa Wild type
AP11852 SLpP Europeo Mc 11 Non esposto Gengiva mandibolare Negativa Wild type
AP12832 gLp Europeo Mc 6 Non esposto Gengiva mascellare Negativa Wild type
AP16397 SLP Europeo Mc 15 Non esposto Gengiva mascellare Negativa Wild type
AP16492 SLP Europeo Mc 7 Non esposto Gengiva mandibolare Negativa Wild type

N: mucosa orale normale; GE: granuloma eosinofilico; SLP: stomatite linfoplasmocitaria; Fs: femmina sterilizzata; Mc: maschio castrato; ND: non disponibile; IHC: immunoistochimica.




Indicatori patologici di rilevanza diagnostica nel carcinoma squamocellulare orale felino

L

Figura 4.1 Gatto, cavita orale. (A) Gengivostomatite di grado moderato (caso AP10714). (B) Gengivite
multifocale-coalescente di grado moderato (caso AP16397). (C) Granuloma eosinofilico alla base della
lingua (caso AP15612). (D) Carcinoma squamocellulare a livello di emimascella destra (caso AP8694).
La lesione, focale, si presenta nodulare ed esofitica con multifocali ulcerazioni. (E) Carcinoma squamo-
cellulare che comprende la base della lingua ed il frenulo (caso AP4148). (F) Esame radiografico di un
gatto affetto da carcinoma squamocellulare. La radiopacita dell’osso madibolare ¢ fortemente ridotta per
via dei fenomeni osteolitici associati al comportamento infiltrante della neoplasia (caso AP4031).
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Analisi delle disregolazioni di p53 nel FOSCC - Capitolo 4




Figura 4.2 Gatto, cavita orale. (A e B) Carcinoma squamocellulare ben differenziato. Le cellule basali
non cheratinizzate progrediscono a differenziarsi in grandi cellule poligonali e cheratinizzate, con cito-
plasma eosinofilo omogeneo, tendente al diafano; i nuclei sono rotondi, centrali e scarsamente basofili,
con cromatina marginata e nucleoli visibili. Si possono notare le cosiddette perle cornee, accumuli con-
centrici di cheratina (A), ingrandimento 100x. I ponti intercellulari (desmosomi) sono evidenti (B), in-
grandimento 400x (caso AP768). (C e D) Carcinoma squamocellulare moderatamente differenziato. Le
cellule neoplastiche sono disposte in cordoni e trabecole sostenute da un’esile trama connettivale. Che-
ratinizzazione meno evidente (caso AP2123), ingrandimenti 200x e 400x. (E e F) Carcinoma squamo-
cellulare scarsamente differenziato. La cheratinizzazione delle cellule & minima, e non si riscontrano
perle cornee o ponti intercellulari. Notare la presenza di cellule immature con nucleo intensamente ba-
sofilo e citoplasma in quantita scarsa (caso AP9960), ingrandimenti 100x e 400x. (G) Carcinoma squa-
mocellulare acantolitico. Le cellule cheratinizzate neoplastiche perdono coesione tra loro (acantolisi),
dando origine a strutture pseudoghiandolari (AP6142). Ingrandimento 100x. (H) Carcinoma squamo-
cellulare a cellule fusate. Coesistono cheratinociti di forma poligonale e di forma fusata, con nuclei iper-
cromatici e scarso citoplasma eosinofilo (caso AP11306), ingrandimento 400x. Ematossilina eosina.
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Foto 4.3 - Gatto, preparati istologici di lesioni infiammatorie croniche della cavita orale. (A e B) Sto-

matite linfoplasmocitaria. L’epitelio della mucosa ¢ irregolarmente iperplastico; la lamina propria ¢ in-
filtrata da un’abbondante quantita di cellule infiammatorie. Ingrandimento 200x. A piu forte ingrandi-
mento (B, 400x) sono riconoscibili linfociti e plasmacellule (caso AP7692). (C e D) Granuloma eosino-
filico. Iperplasia irregolare dell’epitelio ed infiltrato infiammatorio diffuso nella lamina propria, compo-
sto prevalentemente da granulociti eosinofili e macrofagi. Sono presenti numerosi accumuli di materiale
eosinofilo amorfo frammisto a eosinofili degenerati e detriti cellulari (figure a fiamma), circondati da
cellule giganti multinucleate (caso AP498). Ingrandimenti 100x e 400x. Ematossilina eosina.
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Indicatori patologici di rilevanza diagnostica nel carcinoma squamocellulare orale felino

Figura 4.4 Gatto, mucosa orale. Immagini rappresentative dell’esame immunoistochimico per p53 con

cromogeno DAB (marrone-rossastro) e colorazione di contrasto con ematossilina di Papanicolau. (A)
Carcinoma squamocellulare. Intensa positivita nucleare diffusa a tutte le cellule neoplastiche (caso
AP2123). (B) Intensa positivita nucleare delle cellule neoplastiche alla periferia delle trabecole (positivita
focale) (caso AP3911). (C) Granuloma eosinofilico e (D) gengivostomatite cronica. Moderata immuno-
reattivita citoplasmatica delle cellule infiammatorie (casi AP16622 e AP11852). (E) Gengivostomatite
cronica. Debole immunoreattivita nucleare in meno del 20% delle cellule epiteliali, a livello di strato
basale e soprabasale. L'epitelio si presenta moderatamente iperplastico (caso AP10714). (F) Mucosa
orale normale. Assenza di segnale immunoistochimico (caso AP13580). Ingrandimento 200x.
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Tabella 4.4 Relazione tra espressione immunoistochimica di p53 e parametri clinico-anamnestici e

istopatologici in 56 campioni di mucosa orale felina.

(mediana, range)

Parametro P53 non expressa P53 espressa P
Fumo passivo (2= 50) (4 mancanti) (2 mancanti) 0.508
esposti 10 (29%) 3 (19%)
non esposti 24 (71%) 13 (81%)
Diagnosi (1= 56) <0.001
FOSCC 8 (21%) 18 (100%)
lesioni infiammatorie croniche 20 (53%) 0 (0%)
mucosa orale normale 10 (26%) 0 (0%)
Localizzazione (FOSCC, n=26) 0.657
gengiva 6 (75%) 12 (67%)
mucosa non gengivale 1(13%) 1 (6%)
lingua 1(13%) 5 (28%)
Istotipo (FOSCC, n = 26) 0.563
convenzionale 6 (75%) 16 (89%)
non convenzionale 2 (25%) 2 (11%)
Grado di differenziazione 0.635
(FOSCC convenzionali, n=22)
ben differenziato 2 (33%) 9 (56%)
moderatamente / scarsamente 4(67%) 7 (44%)
differenziato
Conta mitotica (FOSCC, n = 26) 16 [6-85] 11 [0-81] 0.388

FOSCC: carcinoma squamocellulare orale felino.
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Tabella 4.5 Relazione tra mutazioni di 7P53e parametri clinico-anamnestici e istopatologici in 56 cam-

pioni di mucosa orale felina.

Parametro TP53 wild-type TP53 mutato P
Fumo passivo (2= 50) (3 mancanti) (3 mancanti) >0.999
esposti 9 (27%) 4 (24%)
non esposti 24 (73%) 13 (76%)
Diagnosi (2= 56) <0.001
FOSCC 8 (22%) 18 (90%)
lesioni infiammatorie croniche 18 (50%) 2 (10%)
mucosa orale normale 10 (28%) 0(0%)
Localizzazione (FOSCC, n = 26) 0.283
gengiva 4 (50%) 14 (78%)
mucosa non gengivale 1(13%) 1 (6%)
lingua 3 (38%) 3(17%)
Istotipo (FOSCC, 1= 26) 0.563
convenzionale 6 (75%) 16 (89%)
non convenzionale 2 (25%) 2 (11%)
Grado di differenziazione 0.635
(FOSCC convenzionali, n=22)
ben differenziato 2 (33%) 9 (56%)
moderatamente / scarsamente 4 (67%) 7 (44%)
differenziato
Conta mitotica (FOSCC , n = 26) 16.5 [10-85] 7.5 [0-79] 0.034
(mediana, range)

FOSCC: carcinoma squamocellulare orale felino.
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Figura 4.7 Frequenza delle mutazioni del gene 7P53riscontrate in 56 campioni di mucosa orale di gatto

normale e patologica.

4.4 Discussione

Il carcinoma squamocellulare di testa e collo dell'uvomo (HNSCC, head and neck squamous cell
carcinoma) e il FOSCC possiedono numerosi aspetti in comune sia dal punto di vista clinico
che molecolare, che hanno supportato I'ipotesi dell'utilizzo del FOSCC come modello sponta-
neo per la neoplasia umana (Tannehill-Gregg et al, 2006; Wypij 2013; Supsavhad et a/, 2016a).
I risultati di questo studio forniscono un’ulteriore evidenza di tale ipotesi, in particolare I'elevata
prevalenza (69%) nel FOSCC di mutazioni a carico del dominio legante il DNA di 7P53. Questa
regione genica rappresenta infatti la sede piu frequente di alterazioni somatiche nel HNSCC, e
codifica per un dominio fondamentale per il ripiegamento e la stabilizzazione della struttura
terziaria della proteina. Da cio si evince 'importanza della disfunzione delle vie molecolari p53-
dipendenti nell'insorgenza e nella progressione del carcinoma squamocellulare orale in en-
trambe le specie (Gasco e Crook 2003; Kastenhuber e Lowe 2017). Mentre le cellule con p53
funzionante rispondono ad un danno al DNA inducendo l'arresto del ciclo cellulare, la ripara-

zione del DNA o l'apoptosi, le cellule con p53 alterata continuano a dividersi accumulando
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danni genetici che possono portare alla trasformazione maligna. Nonostante le mutazioni di
TP53 possano essere classificate in base al loro effetto sulla struttura proteica, attualmente non
¢ possibile prevedere con esattezza come una particolare mutazione alteri la funzione (Kasten-
huber e Lowe 2017).

Nella maggior parte dei FOSCC, le mutazioni erano associate all’espressione IHC di p53, come
confermato dalla concordanza del 77%. Come prevedibile, erano presenti casi discordanti, com-
prendenti 3 casi positivi all'THC in assenza di mutazioni e 3 casi negativi all THC con mutazioni
di 7/P53. Storicamente nell'uomo, la positivita IHC per p53 ¢ stata considerata un segno indi-
retto dell'inattivazione funzionale di 7P53, basandosi sul fatto che la proteina wild type ha
un’emivita troppo breve per essere rilevata, mentre la proteina mutata acquisisce maggiore sta-
bilita. Tuttavia, il ruolo dell’espressione IHC di p53 come marker surrogato delle alterazioni
genetiche di 7/P53 ¢ stato declassato col tempo (Gasco e Crook 2003; Peltonen et al, 2010).
Nonostante la tecnica IHC sia rapida, relativamente economica e largamente diffusa nei labo-
ratori diagnostici, molteplici fattori biologici e tecnici ne limitano la correlazione con 'analisi
genetica. L'espressione di p53 in assenza di mutazioni rilevabili puo essere legata al numero di
esoni indagati, e quindi alla presenza di mutazioni al di fuori del domino legante il DNA. D’altra
parte, 'accumulo post-trascrizionale della proteina potrebbe derivare da una degradazione ano-
mala o da insulti genotossici; in aggiunta, la stabilizzazione della stessa puo dipendere dall'inte-
razione con proteine cellulari o di origine virale (Taylor et al, 1999; Gasco e Crook 2003; Lavin
e Guevan 2006). I tipi oncogeni di Papillomavirus umano possono causare un effetto simile e
stabilizzare la p53 nelle cellule epiteliali infette (Eichten et a/, 2002). Tuttavia, anche se il DNA
di Papillomavirus ¢ stato amplificato da una certa quota di FOSCC, l'ipotesi sul suo ruolo can-
cerogeno nel FOSCC ¢ controversa e non ¢ ancora stata confermata (Munday et a/, 2019¢; Al-
tamura et al, 2020a).

L’assenza di positivita IHC nei FOSCC mutati potrebbe essere dovuta a mutazioni che non esi-
tano nella stabilizzazione proteica, proteine tronche non rilevabili o delezioni che impediscono
totalmente la trascrizione. Inoltre, mutazioni che provocano una modificazione conformazio-
nale non riconosciuta dall’anticorpo primario possono generare falsi negativi. Questi fenomeni

potrebbero spiegare i tre casi mutati di questo studio negativi allTHC. Nel caso AP9641, la
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simultanea presenza di una mutazione di sfop e una missenso (p.Y155*; p.R206Q) con VAF e
Polyphen-2 score elevati potrebbe spiegare 'assenza di immunocolorazione. Stessa situazione
all'THC per il caso AP4031, portatore della mutazione p.H207P, localizzata in prossimita di
p-R206Q; in questo caso le cause della negativita IHC potrebbero essere la VAF relativamente
bassa (13%) e la posizione aminoacidica. Infine, il caso AP6142 presentava 0,756 di Polyphen-
2 score, compatibile con un possibile danno proteico, probabilmente insufficiente per consen-
tirne il rilevamento tramite il clone anticorpale anti-p53 Pab240.

Oltre a questi meccanismi biologici, anche limitazioni di tipo tecnico possono contribuire a
discrepanze fra analisi IHC e analisi mutazionale, fra cui la scelta dell’anticorpo ed i valori soglia
di positivita stabiliti per 'espressione di p53 e la variant allele frequency (Taylor et al, 1999). In
commercio sono disponibili diversi anticorpi monoclonali per I'analisi IHC della proteina p53
umana, e la sensibilita della metodica puo essere affinata impiegando pit cloni anticorpali si-
multaneamente. Attualmente, gli anticorpi anti-p53 con reattivita nota nei tessuti felini sono
PAb240 e CM1.

Uno studio condotto su neoplasie del cane di varia origine ha ottenuto il maggior livello di
concordanza (73%) tra IHC e mutazioni impiegando I'anticorpo policlonale CM1 (Zacchetti et
al, 2007). Nel presente studio tuttavia ¢ stato preferito Pab240, in quanto lavori precedenti
hanno riportato che questo anticorpo genera minore positivita di fondo rispetto a CM1, e che
riconosce in modo piu specifico gli epitopi della variante mutata di p53 (Teitke e Lohr, 1996;
Albaric et al, 2001; Zacchetti et al, 2007; Munday e Aberdein 2012; Supsavhad et aZ, 2016b).
Un’ulteriore possibile limitazione tecnica riguarda il processo di fissazione in formalina, che da
un lato potrebbe ridurre 'immunoreattivita dei campioni, dall’altro potrebbe causare un’ecces-
siva frammentazione del DNA.

Questo studio riporta un’elevata prevalenza di disregolazioni di p53 nel FOSCC rispetto a le-
sioni orali non neoplastiche, supportando ulteriormente il ruolo di p53 nella tumorigenesi a
livello orale.

L’apparente specificita delle analisi effettuate suggerisce inoltre una potenziale utilita di p53
come marker diagnostico. In medicina umana, le mutazioni di p53 rappresentano un impor-

tante indicatore biologico del potenziale maligno di lesioni orali preneoplastiche, e sono state
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rilevate nella saliva e nel sangue periferico di pazienti affetti da HNSCC (Boyle et al, 1994; Cruz
et al, 1998; Gasco e Crook, 2003).

Nel gatto, non ¢ stata finora identificata nessuna lesione con presunto o confermato significato
preneoplastico, e macroscopicamente le forme neoplastiche precoci sono difficilmente diffe-
renziabili da altre lesioni orali a carattere infiammatorio cronico o proliferativo. Malattie paro-
dontali di gravita variabile e iperplasie gengivali sono reperti comuni nei gatti anziani, e lesioni
ulcerative idiopatiche ascrivibili al complesso del granuloma eosinofilico felino possono mi-
mare clinicamente un FOSCC, in particolare a livello di lingua e frenulo (Bilgic et a/, 2015).
Anche all’esame istologico, la distinzione precoce tra forme neoplastiche e infiammatorie puo
essere ardua, specie se si hanno a disposizione biopsie di piccole dimensioni. Il carcinoma squa-
mocellulare ¢ spesso associato a reazione infiammatoria, dovuta all’'ulcerazione dell’epitelio e
alla produzione di cheratina. D’altro canto, le stomatiti croniche possono indurre alterazioni
iperplastiche e displastiche dell’epitelio difficili da differenziare da una trasformazione neopla-
stica in fase iniziale.

Poiché ad oggi il riconoscimento precoce del FOSCC ¢é I'unica arma efficace per combattere
questa malattia, il potenziale diagnostico di p53, anche in associazione ad altri marker moleco-
lari, merita ulteriori studi. In questo contesto ¢ interessante domandarsi se le mutazioni rilevate
in due casi di stomatite, senza concomitante espressione IHC, possano essere interpretate come
reperti aspecifici e rappresentino una carcinogenesi favorita dall'inflammazione. Considerata la
frequenza delle stomatiti croniche nei gatti geriatrici, la stima del rischio di trasformazione neo-
plastica per queste lesioni ¢ complicata e richiederebbe studi epidemiologici di ampia portata.
La patogenesi del FOSCC ¢ ancora da delucidare, anche se diversi fattori di rischio sono stati
ipotizzati, fra cui 'esposizione al fumo passivo, che potrebbe portare all’accumulo di carcino-
geni in cavita orale a causa dell’abitudine felina del grooming (Bertone et al, 2003). In uno
studio inoltre, i FOSCC di gatti esposti a fumo passivo avevano una probabilita di sovraespri-
mere p53 4,5 volte maggiore rispetto ai carcinomi di gatti non esposti, anche se questa associa-
zione non ha raggiunto la significativita statistica (Snyder et al, 2004). Nel nostro studio, I'espo-
sizione al fumo di sigaretta ¢ risultata infrequente nei gatti con FOSCC (6 casi su 24), e non ha

mostrato associazione né con l'espressione di p53 né con le mutazioni del gene. Pur non
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potendo escludere il potenziale cancerogeno del fumo passivo nel FOSCC, i nostri risultati sug-
geriscono che altri fattori potrebbero aver indotto le disregolazioni di p53 in questi soggetti.

I principali limiti di questo studio sono il ridotto numero di casi e la sua natura retrospettiva,
con la conseguente mancanza di protocolli terapeutici standardizzati. Cio impedisce qualsiasi
considerazione sul comportamento biologico dei carcinomi mutati e, in ultima analisi, sul si-

gnificato prognostico di p53.

In conclusione, i nostri risultati suggeriscono un importante ruolo di p53 nella tumorigenesi
del FOSCC, come supportato dalla prevalenza delle disregolazioni di p53, significativamente
piu elevata nel FOSCC rispetto alla mucosa orale normale e alle lesioni inflammatorie. Inoltre,
I'espressione IHC di p53 sembra riflettere la presenza di mutazioni di 7P53 nella maggioranza
dei casi. Saranno necessari ulteriori studi per verificare se lo screening delle disregolazioni di
p53, singolarmente o in associazione ad altri marker, possa contribuire ad una diagnosi precoce

di questa neoplasia distruttiva.
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Capitolo 5

Analisi preliminare di metilazione del DNA e
stato mutazionale di TPS3 nella diagnosi del
carcinoma squamocellulare orale felino

5.1 Introduzione

Le numerose similitudini sia clinicopatologiche che molecolari riscontrate fra il carcinoma
squamocellulare umano di testa e collo (HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma) e il
carcinoma squamocellulare orale del gatto (FOSCC, feline oral squamous cell carcinoma),
suggeriscono la potenziale utilita di questa neoplasia felina come modello spontaneo di studio per la
controparte umana (Wypij, 2013; Rossa e D’Silva, 2019). Come nell'uomo, il FOSCC ¢ in genere
associato ad elevata invasivita locale e lisi ossea precoce (Bilgic et a/, 2015; Qiao et al, 2018). A causa
della localizzazione e della rapida progressione neoplastica, la diagnosi avviene spesso tardivamente.
Cio limita fortemente lefficacia di tutte le strategie terapeutiche, comprendenti chirurgia, terapia
radiante e chemioterapia, ed incrementa la morbidita associata al trattamento. La prognosi ¢ infausta
per la maggior parte dei gatti, ed anche applicando un protocollo terapeutico multimodale la
sopravvivenza difficilmente supera i 12 mesi (Bilgic et a/, 2015; Marconato et al, 2019).

Nel nostro lavoro precedente, ¢ stata evidenziata un’elevata prevalenza di mutazioni a carico del gene
7P53 nel FOSCC, rispetto a mucosa orale normale e patologie inflammatorie. Tali riscontri
rappresentano un ulteriore elemento di analogia fra la neoplasia felina e quella umana, e al tempo
stesso suggeriscono una possibile utilita diagnostica di p53 per la diagnosi del FOSCC (Renzi ef al,
2019).

Nell'ultimo ventennio, in oncologia umana si ¢ diffuso un crescente interesse verso le alterazioni
epigenetiche a causa della loro capacita di favorire I'insorgenza e la progressione delle neoplasie, con
una frequenza addirittura superiore all’'inattivazione dei geni tramite mutazioni o delezioni (Feinberg
et al, 2006; Choi e Lee, 2013; Nebbioso et al, 2018). La metilazione del DNA & un meccanismo

epigenetico che regola le funzioni delle proteine, I'espressione genica e la processazione del’RNA
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senza modificare la sequenza di DNA (Portela e Esteller, 2010; Baylin e Jones, 2011; Spruijt e
Vermeulen, 2014). In particolare, la metilazione aberrante del DNA nelle regioni promoter, in
corrispondenza delle zone ricche di dinucleotidi citosina-fosfato-guanina (isole CpG), ¢ stata correlata
al silenziamento di geni oncosoppressori o all'attivazione di oncogeni nella maggior parte delle
neoplasie umane (Jones e Baylin, 2002; Ehrlich, 2009; Qureshi et a/, 2010; Vrba e Futscher, 2018).
Diversi studi hanno identificato un pannello di geni con alterazioni della metilazione nel carcinoma
squamocellulare orale umano (HOSCC) a partire da campioni di saliva o brushing orali, mettendo in
risalto la potenziale utilita diagnostica dei marker epigenetici mediante tecniche non invasive
(Demokan et al, 2010; Langevin et al, 2010; Pattani et al, 2010; Schussel et a/, 2013; Morandi et al,
2017a). Questa ipotesi ¢ avvalorata dall'evidenza che le modificazioni epigenetiche sono
verosimilmente eventi precoci nella carcinogenesi orale, dal momento che il tessuto istologicamente
normale adiacente ai tumori e le lesioni orali pre-maligne mostrano spesso un pattern di metilazione
aberrante sovrapponibile a quello dei carcinomi (Kulkarni e Saranath, 2004; Mishra, 2012; Morandi
etal,2015). In oncologia veterinaria, pochi studi hanno investigato il pattern di metilazione del DNA,
e al momento non sono disponibili informazioni sullo stato di metilazione del FOSCC (Bronzini et
al, 2017; Morimoto et al, 2017; Brandio et al, 2018; Sato et al, 2018).

Questo studio esplorativo ha lo scopo di analizzare il pattern di metilazione di 10 geni noti per essere
epigeneticamente alterati nel HOSCC, insieme allo stato mutazionale di TP53, in campioni istologici
di FOSCC. I risultati sono stati messi a confronto con campioni di mucosa orale normale e lesioni
orali infiammatorie del gatto, al fine di identificare un pannello di geni utile per differenziare i FOSSC
dalla mucosa orale non neoplastica. Per 10 di questi gatti, le stesse analisi molecolari sono state svolte
in parallelo su campioni di cellule prelevate mediante brushing orale, in modo da sondare I'utilita di

queste metodiche come test di screening.

5.2 Materiali e metodi

5.2.1 Criteri d'inclusione e informazioni anamnestiche

Questo studio & parte integrante del progetto Salice, finanziato grazie al bando Alma Idea Junior

dell'Universita di Bologna.
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E stata svolta un’indagine retrospettivo-prospettica sui casi afferiti al Servizio di Anatomia
Patologica del Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie (DIMEVET) dell'Universita di
Bologna, dal 2010 al 2019, per individuare tutti i campioni istologici di gatti con FOSCC e
stomatite cronica. In aggiunta sono stati collezionati in modo prospettico campioni di mucosa
orale istologicamente normali, prelevati post-mortem da gatti di almeno 7 anni di eta, deceduti
per cause non legate a patologie orali. Questi campioni di controllo sono stati prelevati dalla
gengiva premolare mascellare. Le cartelle cliniche dei pazienti sono state revisionate per
raccogliere i dati su segnalamento e localizzazione dei tumori. Per tutti i casi reclutati sono state
riesaminate le sezioni istologiche colorate con ematossilina-eosina dei tessuti fissati in
formalina e inclusi in paraffina (FFPE), al fine di confermare la diagnosi. Per i FOSCC ¢ stato
inoltre definito I'istotipo secondo i criteri riportati in letteratura (Nemec et a/, 2012; Munday
etal,2017).

Ulteriori sezioni istologiche consecutive di 10 um (almeno 5 per caso) sono state sopposte
all’analisi genetica per valutare il profilo di metilazione del DNA e lo stato mutazionale di 753
tramite Next Generation Sequencing (NGS).

In aggiunta alle biopsie istologiche, per 5 gatti con FOSCC e 5 gatti con stomatite reclutati in
modo prospettico, & stato ottenuto anche un campione di cellule tramite brushing (cytobrush),
conservato in DNA/RNA shield (Zymo Research, Europe, Freiberg, Germania) per essere poi
sottoposto alle analisi genetiche.

Le analisi genetiche sono state effettuate presso I'unita di Neurologia, IRCCS Istituto di Scienze
Neurologiche di Bologna, Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie dell'Universita

di Bologna, Ospedale “Bellaria”.

5.2.2 Analisi della metilazione del DNA

L’estrazione del DNA dalle sezioni dei tessuti FFPE e dai cytobrush ¢ stata effettuata mediante
il kit Master-Pure Complete DNA extraction (Epicentre, Madison, WI, USA). Il DNA estratto
(200-500 ng) ¢ stato poi trattato con bisolfito tramite il kit EZ DNA Methylation-Lightning
(Zymo Research Europe, Freiberg, Germania), secondo il protocollo del produttore. Il pannello

era composto da 10 geni target (7ERT, ZAP70, GP1BB, LRRTM]I, FLIl, MIR124-1, MIR296,
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KIFIA, PARP15, MAGEC2), selezionati poiché i loro ortologhi umani hanno mostrato un
profilo di metilazione alterato in corso di HNSCC (Marsit ef al, 2009; Demokan et al, 2010;
Roh et al, 2012; Guerrero-Preston et al, 2014; Li et al, 2015, Morandi et al, 2015; Morandi
et al,2017a; Lian et al, 2018).

Per identificare le isole CpG di potenziale interesse nelle regioni promoter e nella parte iniziale

delle regione codificante dei geni, sono state investigate le sequenze genomiche depositate sul

browser Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), considerando le regioni con la

migliore omologia fra il gene felino e 'ortologo umano. E stato quindi impiegato il programma

MethPrimerper identificare le CpG e disegnare i primer ottimali (http://www.urogene.org/cgi-

bin/methprimer/methprimer.cgi; Li e Dahiya, 2002). L’elenco dei geni e dei primer utilizzati, le

coordinate delle regioni indagate e la loro percentuale di omologia con gli ortologhi umani sono
riportati nella Tabella 5.1. Le CpG analizzate per ciascun gene sono state numerate
consecutivamente, e le corrispondenti coordinate sono indicate nella Tabella 5.2.

E stata generata una libreria di ampliconi Jocus-specifici utilizzando i primer marcati e la DNA
polimerasi Phusion U (ThermoFisher, cod. F555L, Waltham, MA, USA), che consente
un’amplificazione accurata del DNA trattato con bisolfito. La libreria & stata allestita con una
PCR Multiplex suddivisa in due fasi: una prima fase per I'arricchimento delle sequenze target,
e una seconda fase di amplificazione a basso numero di cicli, finalizzata al barcoding delle
sequenze target. Il barcoding ¢ stato effettuato tramite il kit Index Nextera (Illumina, San Diego,
California, USA) come descritto in studi precedenti (Morandi et a/, 2017a; Morandi et al,
2017b). Dopo ciascuna fase di PCR, il DNA amplificato ¢ stato purificato tramite biglie
magnetiche (MagSi-NGSPREP, MagnaMedics, Geleen, Olanda) e quantificato con il
fluorimetro Quantus (Promega, Milano, Italia). Il sequenziamento del DNA ¢ stato condotto
con il sistema MiSEQ (Illumina, San Diego, California, USA), seguendo il protocollo del
produttore. La procedura di NGS ¢ stata allestita in modo da ottenere almeno 1k reads/regione,
per garantire una profondita di copertura (depth of coverage) paria 1000x.

I file FASTQ gia tagliati per I'identificatore multiplex sono stati processati per il controllo
qualita (>Q30), per la lunghezza delle reads (>80 bp) e successivamente uniti con il programma

PEAR sulla piattaforma Galaxy (Afgan et al, 2016).
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Per valutare il livello di metilazione di ciascuna CpG, ¢ stata impiegata la funzione grep in
ambiente Per], creando singoli file specifici per ciascun sito d’interesse. Per ogni CpG indagata
nelle regioni selezionate, la quota di ampliconi metilati (valore f) ¢ stata calcolata tramite

Kismeth http://katahdin.mssm.edu/kismeth/ (Gruntman et al, 2008).

5.2.3 Analisi mutazionale di 7P53

Per tutti casi ¢ stata effettuato un sequenziamento profondo degli esoni 5-8 del gene 7P53felino
come descritto nel nostro lavoro precedente (Renzi et al, 2019). I casi sono stati classificati come
mutati quando negli esoni indagati erano presenti una o pil alterazioni della sequenza
nucleotidica, che implicavano un cambio aminoacidico dannoso per la funzione della proteina
secondo il software PolyPhen-2, e con una VAF (variation allele frequency) >10% (Adzhubei et

al, 2010).

5.2.4 Analisi statistica

Le variabili continue sono state espresse come media + deviazione standard, quelle categoriche
come frequenze e percentuali.

I dati sulla metilazione sono stati elaborati in modo preliminare con tre strumenti web:
Methylation Plotter, easyROC' e ClustVis (Mallona et al, 2014; Metsalu e Vilo, 2015; Goksuluk
etal,2016).

Per i campioni bioptici ¢ stata effettuata un’analisi tramite volcano plot per identificare le
posizioni CpG differenzialmente metilate, sulla base della differenza fra le medie in
combinazione ai P-value, corretti con il metodo di Simes per il controllo del false discovery rate
(FDR, Q-values, Simes, 1986). 1 P-value non corretti sono stati calcolati con i test-£ di
permutazione per confrontare i FOSCC con la mucosa orale non neoplastica, mentre ¢ stato
applicato il test di Wilcoxondellasomma dei ranghi per confrontare i FOSCC linguali con quelli
in sede extralinguale, e le stomatiti con i campioni di mucosa orale normale. La relazione fra
mutazioni di 7P53 e diagnosi stata analizzata mediante il test esatto di Fisher.

E stata poi applicata ai dati di metilazione la regressione logistica regolarizzata /asso (£1),

comparando i FOSCC con la mucosa non neoplastica, per selezionare un sottogruppo
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significativo di siti CpG fra quelli identificati tramite volcano plot (Hastie et al, 2015). Anche
lo stato mutazionale di 7P53 ¢ stato incluso nel modello. La convalida incrociata three-fold &
stata utilizzata per stabilire il valore ottimale di A corrispondente alla devianza minima. A causa
del limitato numero di campioni, le predizioni sul modello di regressione /asso selezionate
tramite la convalida incrociata sono state basate sull’intero dataset.

Inoltre, il pattern di metilazione dei 10 brushing e stato confrontato con i corrispondenti
campioni FFPE tramite il exact Wilcoxon signed-rank test, seguito dal controllo del FDR con il
metodo di Simes.

Le analisi sono state effettuate tramite un soffware commerciale (Stata sofiware, v15, StataCorp
LLC, College Station, TX, USA) e l'analisi di regressione /asso ¢ stata svolta applicando il

comando ‘Tlassologit’. Il livello di significativita (7) ¢ stato posto a 0.05.
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Tabella 5.1 Lista dei geni indagati con i relativi primer e coordinate genomiche.

Dist: dal sit:
. . . Coordinate 1s‘ 'an‘zs'i Sito Numero di Percentuale di omologia
Gene Descrizione Primer Forward Primer Reverse 1o di inizio della . .
genomiche trascrizione CpG indagate con il gene umano
AAACCAAACAAA Chrom Al, strand +:
i +12203
TERT Telomerase reverse  GGTTTGGGATTTGGGA  \ (0o ACTCTAAC  241334283-241334444 6 66%
transcriptase TTAG T span 162 bp (introni 9-10)
Zeta chainof T'cell -\ 111y GAYGGGTTGT ~CTCTCACCTCCAA — Chrom A3, strand -
ZAP70 receptor associated 64661492-64661633; +268 (esone 2) 19 94%
L TTTG CTTCCAC
protein kinase 70 span: 142 bp
CpiBE Glycoprotein 16 GTTGTTGTTGTIGTTG ~ AAACTCCTTAAAA ~ IPmbsstands fesone2) 26 .
platelet beta subunit  TTGTTGT CAAAATCCTATC span: 189 bp ’ ’
LRRTMI1 Letacme_nd;repeat TATAGTTTGGYGGAGG  CCACTAACCRATA ;%};203121239’;;?;(175 887 ( ter) 20 77%
rransmembrane GAAG CCACCTTTT 2 5 promoter b
neuronal 1 span: 158 bp
Fli-1 - ), .
L prolo-oncogene, -\ A GGTTTAGGGYGTTA CCACTACCCAATC ~ Chrom Dl strand +: 17543
FLI1 ETS transcription 25655859-25656009; . . 10 95%
Foctor GGG RCTTACC span: 151 bp (introni 1-2)
MiR124-1 .
(EN;FCAGOOO MicroRNA 124-1 S EICAUEACINEE o (N VOIS (€ f7hlr507n2181:)2’ls7t; :;1:1173 14 ( ter) 7 100%
icro. - - B — 14 (promoter b
TTGTTTTT TA TCAAA
00016467.6) G ceeere cc span: 191 bp
iR29 MicroRNA TGATTTTTGGTTATTT =~ CACTCTAAAAATT 1;22’81;13‘;21’;;?;‘19;1 }73t (ng‘;’ter) . oo
- 5 all'mmterno de gene (1]
296/KMT2C TAGTTTTG TACACTAAACACC span: 177 bp KMTC2, esone 44
Kinesin family =~ GGGTAGGGTTGTAGG  AACTCCAACCTCT  ChromClstrand - 18921
KIFIA 221895775-221895934; . . 10 97%
member 1A AGTTTAG TCAAAACAAAT T (introni 3-4)
PARPI5 o (I;IDP_HbOSE) AATTTTAAGATTATAA — CCACAAATTACTA g:;zgl(;z;;;r:gs; 863 ( ter) 10 70%
poymerase GGAAGGTAGAAGTG  TACAAATTCTTC ) ’ Promotet °
family member 15 span: 175 bp
AATTTAACTA .
Melanoma-associate AGTAGTTTGGGGAAGT c CTACC Chrom X, strand +:
MAGEC2 . ATCTTATCTAAAA  116246756-116246922;  — 65 (promoter) 10 37%
Antigen C2 TTGTTTTTT .
CATC span: 167 bp

*genoma di riferimento: Felis_catus 9.0/felCat9




Tabella 5.2 Coordinate delle CpG indagate.

Gene CpG Coordinate
TERT 1 chrA1.241334306
TERT 2 chrA1.241334321
TERT 3 chrA1.241334352
TERT 4 chrA1.241334375
TERT 5 chrA1.241334384
TERT 6 chrA1.241334408
ZAP70 1 chrA3.64661628
ZAP70 2 chrA3.64661625
ZAP70 3 chrA3.64661606
ZAP70 4 chrA3.64661599
ZAP70 5 chrA3.64661591
ZAP70 6 chrA3.64661587
ZAP70 7 chrA3.64661583
ZAP70 8 chrA3.64661577
ZAP70 9 chrA3.64661572
ZAP70 10 chrA3.64661565
ZAP70 11 chrA3.64661556
ZAP70 12 chrA3.64661546
ZAP70 13 chrA3.64661544
ZAP70 14 chrA3.64661541
ZAP70 15 chrA3.64661531
ZAP70 16 chrA3.64661529
ZAP70 17 chrA3.64661523
ZAP70 18 chrA3.64661519
ZAP70 19 chrA3.64661512
GPIBB 1 chrD3.28618753
GPI1BB 2 chrD3.28618747
GPIBB 3 chrD3.28618744
GPIBB 4 chrD3.28618738
GPI1BB 5 chrD3.28618736
GPIBB 6 chrD3.28618732
GPI1BB 7 chrD3.28618730
GPIBB 8 chrD3.28618726
GPIBB 9 chrD3.28618724
GPI1BB 10 chrD3.28618721
GPIBB 11 chrD3.28618719
GPI1BB 12 chrD3.28618713
GPiBB 13 chrD3.28618707
GPIBB 14 chrD3.28618700
GPI1BB 15 chrD3.28618695
GPiBB 16 chrD3.28618686
GPI1BB 17 chrD3.28618680
GPIBB 18 chrD3.28618676

Gene CpG Coordinate
GPI1BB 19 chrD3.28618667
GPIBB 20 chrD3.28618658
GPI1BB 21 chrD3.28618641
GPIBB 22 chrD3.28618634
GPI1BB 23 chrD3.28618631
GPIBB 24 chrD3.28618629
GPIBB 25 chrD3.28618625
GPI1BB 26 chrD3.28618615

LRRTMI 1 chrA3.98233365
LRRTMI1 2 chrA3.98233350
LRRTMI 3 chrA3.98233346
LRRTMI1 4 chrA3.98233343
LRRTMI 5 chrA3.98233336
LRRTMI 6 chrA3.98233329
LRRTMI 7 chrA3.98233325
LRRTMI1 8 chrA3.98233315
LRRTMI1 9 chrA3.98233312
LRRTMI 10 chrA3.98233308
LRRTMI 11 chrA3.98233295
LRRTMI1 12 chrA3.98233289
LRRTMI1 13 chrA3.98233276
LRRTMI1 14 chrA3.98233271
LRRTMI 15 chrA3.98233267
LRRTMI1 16 chrA3.98233265
LRRTMI 17 chrA3.98233254
LRRTMI1 18 chrA3.98233247
LRRTMI1 19 chrA3.98233245
LRRTMI1 20 chrA3.98233227

FLII 1 chrD1.25655870

FLII 2 chrD1.25655882

FLII 3 chrD1.25655884

FLII 4 chrD1.25655887

FLII 5 chrD1.25655897

FLII 6 chrD1.25655908

FLII 7 chrD1.25655925

FLII 8 chrD1.25655954

FLII 9 chrD1.25655978

FLII 10 chrD1.25655996

MiR124-1 1 chrF2.17157304
MiR124-1 2 chrF2.17157315
MiR124-1 3 chrF2.17157348
MiR124-1 4 chrF2.17157350
MiR124-1 5 chrF2.17157366




Gene CpG Coordinate
MiR124-1 6 chrF2.17157400
MiR124-1 7 chrF2.17157410

MiR296 1 chrA2.166048887
MiR296 2 chrA2.166048869
MiR296 3 chrA2.166048866
MiR296 4 chrA2.166048805
MiR296 5 chrA2.166048776
MiR296 6 chrA2.166048773
MiR296 7 chrA2.166048770
MiR296 8 chrA2.166048761
KIF1 1 chrC1.221895912
KIF1 2 chrC1.221895901
KIF1 3 chrC1.221895892
KIF1 4 chrC1.221895873
KIF1 5 chrC1.221895841
KIF1 6 chrC1.221895839
KIF1 7 chrC1.221895834
KIF1 8 chrC1.221895812
KIF1 9 chrC1.221895809
KIF1 10 chrC1.221895802

Gene CpG Coordinate
PARPI5 1 chrC2.68346885
PARPI5 2 chrC2.68346899
PARPIS5 3 chrC2.68346904
PARPI5 4 chrC2.68346918
PARPIS5 5 chrC2.68346921
PARPI5 6 chrC2.68346939
PARPI5 7 chrC2.68346942
PARPIS5 8 chrC2.68346958
PARPI5 9 chrC2.68346964
PARPIS5 10 chrC2.68346966

MAGEC2 1 chrX.116246787
MAGEC2 2 chrX.116246790
MAGEC2 3 chrX.116246793
MAGEC2 4 chrX.116246807
MAGEC2 5 chrX.116246829
MAGEC2 6 chrX.116246833
MAGEC2 7 chrX.116246842
MAGEC2 8 chrX.116246876
MAGEC2 9 chrX.116246879
MAGEC2 10 chrX.116246892




5.3 Risultati

5.3.1 FOSCC

Sono stati inclusi 31 casi di FOSCC, appartenenti a 27 gatti Europei, un Siamese, un Persiano, un
Certosino e un gatto Thai. Erano presenti 14 maschi castrati (45%) e 17 femmine sterilizzate (55%).
L’eta media era di 13 + 2,7 anni. La sede delle lesioni comprendeva gengiva mandibolare (2= 13;42%),
gengiva mascellare (22 = 7; 22,6%), lingua (2 = 8; 25,8%), mucosa vestibolare (22 = 1; 3,2%) e palato
duro (2= 2; 6,4%). L’istotipo tumorale era convenzionale in 27 casi (87%; ben differenziati, 7 = 8;
mediamente differenziati, n = 15; scarsamente differenziati, 7 = 4). I restanti FOSCC erano di tipo
acantolitico (17=2; 6,5%) e a cellule fusate (11= 2; 6,5%; Tabella 5.3).

Mutazioni del dominio legante il DNA sono state rilevate in 21 tumori (68%), e comprendevano 18
mutazioni missenso, 2 nonsenso e due delezioni in-frame; distribuite in tutti e 4 gli esoni analizzati

(esone 5, n=7; esone 6, n=5; esone 7, n= 8; esone 8, n=2; Tabella 5.3).

5.3.2 Lesioni infiammatorie croniche

Sono stati incluse 25 biopsie istologiche di lesioni inflammatorie croniche orali, appartenenti a 24
soggetti Europei ed un Maine Coon, di cui 14 maschi (56%; 13 castrati) e 11 femmine sterilizzate
(44%). L'eta media era di 8,4 + 4.7 anni. La diagnosi istologica era di stomatite linfoplasmocitaria in
17 casi (68%), di cui 13 (76%) in sede gengivale e 4 (24%) in sede extra-gengivale. Nei rimanenti 4 casi
la diagnosi era di granuloma eosinofilico, tutti localizzati alla lingua (Tabella 5.4).

Solo in un caso (4%) ¢ stata rilevata una mutazione missenso nell’esone 7 di 7P53(Tabella 5.4).

5.3.3 Mucosa orale normale

Sono stati inclusi nello studio 12 campioni di mucosa orale normale, provenienti da 10 gatti Europei,
un Certosino ed un Persiano. Erano presenti 7 maschi castrati (58%) e 5 femmine sterilizzate (42%),
con eta media di 10 + 2,6 anni. Le cause di morte in questi soggetti comprendevano malattia renale
cronica (2= 3), linfoma intestinale (2= 2), cardiomiopatia (2= 2), cistite emorragica (2= 1), trauma
(1= 1), peritonite infettiva felina (22 = 1), carcinoma polmonare (2= 1) ed insufficienza epatica (12 =

1). In nessun caso sono state riscontrate mutazioni del dominio legante il DNA di 7P53(Tabella 5.4).
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Tabella 5.3 Gatti con carcinoma squamocellulare orale: segnalamento, istotipo ed analisi mutazionale

di 7P53.

ID Razza Sesso (;i(ji) Sede della lesione Istotipo Statodnjn;t_';zg)nale
732/10 Europeo Fs 14 Gengiva mandibolare Acantolitico p-V165M
AP768 Europeo Fs 15 Gengiva mandibolare Convenzionale MD p-R275W
AP1324 Europeo Mc 11 Gengiva mandibolare Convenzionale SD Wild type
AP2389 Europeo Fs 14 Gengiva mascellare Convenzionale MD p-N232D
AP3911 Europeo Fs 16 Gengiva mandibolare Convenzionale MD V210 del in frame
AP4031 Europeo Mc 13 Gengiva mandibolare Convenzionale MD p-H207P
AP4148 Europeo Fs 10 Lingua, faccia ventrale Convenzionale MD p-M230I
AP4685 Europeo Mc 16 Gengiva mandibolare Convenzionale MD p-C168F
AP4925 Europeo Fs 19 Gengiva mandibolare ~ Convenzionale MD p.-G259E
AP6142 Europeo Fs 16 Gengiva mandibolare Acantolitico p-R241Q
AP8694 Europeo Fs 12 Gengiva mascellare Convenzionale SD p.T2491
AP8695 Certosino Fs 17 Lingua, faccia ventrale =~ Convenzionale BD p-R167H
AP9641 Europeo Mc 16 Gengiva mandibolare Convenzionale BD  p.Y155*; p.R206Q
AP9960 Persiano Mc 11 Gengiva mandibolare Convenzionale SD 1247_;2;956:1 in
AP11306 Europeo Fs 12 Lingua faccia ventrale A cellule fusate Wild type
AP11999 Europeo Mc 16 Vestibolo buccale Convenzionale MD Wild type
AP12817 Europeo Fs 12 Gengiva mandibolare Convenzionale SD p.V165M
AP13028 Europeo Mc 16 Gengiva mandibolare Convenzionale MD Wild type
AP13806 Europeo Mc 15 Palato duro Convenzionale BD p.V265E
AP14878 Europeo Mc 13 Gengiva mascellare Convenzionale MD Wild type
AP16763 Europeo Fs 18 Gengiva mascellare Convenzionale BD Wild type
AP16912 Siamese Fs 8 Gengiva mascellare Convenzionale MD p.Y227C
AP17062 Europeo Mc 13 Lingua, frenulo A cellule fusate Wild type
AP17083 Europeo Fs 15 Lingua, frenulo Convenzionale MD Wild type
AP17595 Thai Fs 12 Gengiva mascellare Convenzionale WD Wild type
AP17714 Europeo Mc 9 Lingua, base Convenzionale WD Wild type
AP17845 Europeo Mc 11 Gengiva mascellare Convenzionale MD p-R150H
AP17919 Europeo Fs 10 Lingua faccia ventrale Convenzionale MD p-R167H
AP18102 Europeo Mc 12 Lingua, base Convenzionale BD P.R206*
AP18329 Europeo Mc 11 Gengiva Convenzionale BD P.V209A
AP18369 Europeo Fs 13 Orale caudale Convenzionale MD P.V209A

Fs: femmina sterilizzata; Mc: maschio castrato; BD: ben differenziato; MD: moderatamente differenziato; SD:

scarsamente differenziato.
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Tabella 5.4 Gatti con lesioni orali istologicamente riferibili a stomatiti linfoplasmocitarie o al complesso

del granuloma eosinofilico: segnalamento, diagnosi, sede della lesione clinici e stato mutazionale di 7P53.

D Razza Sesso Eta Diagnosi Sede della Stato mutazionale
(anni) lesione diTP53
AP498 Europeo Mc 1 Granuloma eosinofilico Linguale Wild type
Stomatite
AP847 Europeo Fs 12 linfoplasmocitaria Gengivale Wild type
AP2115 Europeo Fs 12 Granuloma eosinofilico Linguale Wild type
AP2633 Europeo Fs 10 Granuloma eosinofilico Linguale Wild type
Maine Stomatite ) ]
AP2924 Coon Mc 1 Feftphamadia Gengivale Wild type
AP5978 Europeo Fs 7 Granuloma eosinofilico Linguale p-M2301
Stomatite ) )
AP7692 Europeo Fs 13 o Gengivale Wild type
Stomatite ) )
AP9309 Europeo Fs 5 linfoplasmocitaria Gengivale Wild type
AP10728 | Europeo Mc 9 Granuloma eosinofilico Linguale Wild type
Stomatite
AP11852 | Europeo Mc 11 linfoplasmocitaria Gengivale Wild type
Stomatite ) )
AP16397 | Europeo Mc 15 Feftphamadia Gengivale Wild type
AP16622 | Europeo Fs 14 Granuloma eosinofilico Linguale Wild type
AP16946 | Europeo  Mc 9 Granuloma eosinofilico Linguale Wild type
AP15612 | Europeo Mc 11 Granuloma eosinofilico Linguale Wild type
Stomatite ) )
AP16102 | Europeo Mc 17 o lsmasiar Extragengivale Wild type
Stomatite . )
AP16876 | Europeo Mc 3 linfoplasmocitaria Extragengivale Wild type
Stomatite
AP17076 | Europeo Mc 10 o lesmasiar Gengivale Wild type
Stomatite
AP17386 | Europeo Fs 14 linfoplasmocitaria Gengivale Wild type
Stomatite . .
AP17936 | Europeo Fs 4 e smeein Gengivale Wild type
Stomatite ) )
AP17407 | Europeo Fs 1 linfoplasmocitaria Gengivale Wild type
Stomatite ) )
AP17790 | Europeo M 1 Feftphamadia Gengivale Wild type
Stomatite ) )
AP17827 | Europeo Mc 9 linfoplasmocitaria Gengivale Wild type
Stomatite . .
AP18136 | Europeo Mc 5 o lesmasiar Gengivale Wild type
Stomatite ) )
AP18349 | Europeo Mc 8 linfoplasmocitaria Extragengivale Wild type
Stomatite . .
AP18404 | Europeo Fs 8 e smeein Extragengivale Wild type

Fs: femmina sterilizzata; Mc: maschio castrato.
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Tabella 5.5 Gatti con mucosa orale priva di lesioni campionata in sede autoptica: segnalamento, causa

del decesso e stato mutazionale di 7P53.

ID Razza Sesso £ Causa del decesso Stato mutazionale di
(anni) TP53
AP13580 Certosino Fs 8 Malattia renale cronica Wild type
AP14463 Europeo Mc 14 Ca.rdlomlopatla Wild type
ipertrofica
AP13583 Europeo Fs 10 Linfoma intestinale Wild type
AP14419 Europeo Mc 7 Cistite emorragica Wild type
AP14668 | Europeo Mc 8 Cardiomiopatia Wild type
ipertrofica
AP14930 Europeo Mc 7 Linfoma intestinale Wild type
AP15073 Europeo Mc 15 Carcinoma polmonare Wild type
AP17663 Europeo Fs 9 Trauma Wild type
AP17664 Europeo Mc 10 Malattia renale cronica Wild type
AP17951 Europeo Fs 9 FIP Wild type
AP17967 Persiano Fs 11 Malattia renale cronica Wild type
AP17979 Europeo Mc 12 Insufficienza epatica Wild type

Fs: femmina sterilizzata; Mc: maschio castrato; FIP: peritonite infettiva felina

5.3.4 Analisi della metilazione e algoritmo diagnostico

Complessivamente sono state analizzate tramite bisolfito-NGS 126 CpG, appartenenti ai geni
TERT, ZAP70, GP1BB, LRRTM]I, FLI1, MiR124-1, MiR296, KIFIA, PARP15 e MAGEC2. E
stata ottenuta una depth of coverage media di 1241.

Nei FOSCC, T'analisi tramite AMethylation Plotter ha rilevato ipermetilazione del DNA
statisticamente significativa per ZAP70 (3/9 CpG), FLII (8/10 CpG) e MiR124-1 (7/7 CpG)
rispetto alla mucosa orale non neoplastica, mentre i geni 7ER7'(3/6 CpG), KIFI1A (10/10 CpG),
PARPI15(10/10 CpG) e MAGEC2 (4/10 CpG) erano significativamente ipometilati nei FOSCC
rispetto alla mucosa non neoplastica (Figura 5.1).

Poiché MAGEC2 ¢ posizionato nel cromosoma X, ¢ stato analizzato confrontando i FOSCC
con le mucose orali non neoplastiche separatamente per i soggetti maschi e femmine. E stato
riscontrato lo stesso profilo di metilazione nei due sessi, con il gene totalmente metilato nella
mucosa normale ed ipometilato nei FOSCC, indipendentemente quindi dal numero di alleli.
Con T'analisi delle curve ROC (Receiver Operating Characteristic), le migliori performance

sono state ottenute per le CpG FLII15 (AUC: 0,91; sensibilita 0,77; specificita 1,00), MiR124-1
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6 (AUC: 0.85; sensibilita: 0,70; specificita: 0,97), KIFIA 7 (AUC: 0,88; sensibilita: 0,85;
specificita: 0,80) e MAGEC2 10 (AUC: 0,89; sensibilita: 0,86; specificita: 0,83.

Tramite ClustVis ¢ stata generata una heatmap conimposta da due cluster: un cluster
comprendente 27 FOSCC e una stomatite, ed un cluster con tutte le mucose orali normali, 24
stomatiti e 4 FOSCC (Figura 5.2).

L’analisi tramite volcano plotha permesso di identificare 47 siti CpG differenzialmente metilati
tra FOSCC e mucosa non neoplastica (mucose orali normali e stomatiti), caratterizzati sia da
elevata significativita statistica che da differenze di ampia magnitudo (Figura 5.3). In
particolare, ZAP70, FLII e MiR124-1 erano ipermetilati nei carcinomi, mentre LRRTM]I,
KIFIA and MAGEC? risultavano ipometilati (Tabella 5.6). Non erano invece presenti
differenze significative del profilo di metilazione fra FOSCC linguali ed extra-linguali.
Considerando i campioni non neoplastici, due geni (LRRTM e MiR124-1) erano ipermetilati
nelle stomatiti rispetto alla mucosa normale.

Le mutazioni di 7P53 erano significativamente piu frequenti nei FOSCC (68%) rispetto ai
campioni di mucosa non neoplastica (3%; £< 0,001). Non erano presenti differenze significative
nella frequenza mutazionale di 7/P53 fra carcinomi linguali ed extralinguali (P = 0,134), né fra
stomatiti e mucosa orale non neoplastica (2> 0,99).

Applicando l'analisi di regressione /asso allo stato mutazionale di 7253 insieme ai 47 siti CpG con
differenze di ampia magnitudo (A > |0,1]) ed elevata significativita statistica (Q < 0,05), & stato
impostato un algoritmo stepwise che includeva 7P53, FLII, MiR124-1, KIFI1A e MAGEC2 (Tabella
5.7; Figura 5.4). In base a questo algoritmo, i casi venivano classificati come positivi (cioe
neoplastici) in presenza di una delle seguenti condizioni: (a) ipermetilazione di MiR124-16 ( 5>
0,3), ipometilazione di MAGEC210 ( f<0,7) e TP53mutato; (b) nei casi in cui venivano soddisfatti
solo uno o due criteri del punto (a), ipometilazione di K7F1A1/7/8 ( < 0,8) ed ipermetilazione di
FLI15/6/7 ( > 0,1). I casi rimanenti erano considerati negativi (non neoplastici). L’algoritmo
proposto ha consentito di differenziare i casi di FOSCC dalle mucose non neoplastiche con

sensibilita del 93.5% e specificita del 100% (accuratezza complessiva 97.1%; Tabella 5.8).
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5.3.4 Analisi dei cytobrush

Le analisi molecolari sono state effettuate per 5 brushing orali di FOSCC e 5 brushing di
stomatiti. In tutti casi é stata riscontrata perfetta concordanza dello stato mutazionale di 7P53
fra biopsia istologica e corrispondente cytobrush (1 caso mutato e 9 wild type). Confrontando
la metilazione del DNA, 8 CpG sulle 126 analizzate (6%) hanno evidenziato sia differenze di
ampia magnitudo nelle medie che elevata significativita statistica (7ER7'1, TERT 6, MiR124-1
2, KIFIA 2, KIFA 3, KIFIA 4, KIFIA 6 e KIF1A 7); una di queste CpG (KIF1A) faceva parte
dell’algoritmo proposto. Applicando l'algoritmo ai brushing, 2 carcinomi non sono stati
correttamente identificati come positivi, mentre tutti i casi non neoplastici sono stati
riconosciuti come negativi (sensibilita: 60%; specificita: 100%; accuratezza: 80%).
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Figura 5.1 Profilo di 4 geni differenzialmente metilati in 31 carcinomi squamocellulari orali di gatto rispetto
a campioni di mucosa orale non neoplastica (stomatiti croniche e mucosa orale normale). Per ciascun gruppo
di campioni, ogni punto rappresenta il livello medio metilazione per la CpG corrispondente. Gli asterischi
indicano una significativita statistica (P< 0.05) calcolata mediante il test di Kruskal- Wallis.

115




Indicatori patologici di rilevanza diagnostica nel carcinoma squamocellulare orale felino
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Figura 5.2 Mappa di calore basata sulle CpG dei 10 geni valutati in 68 campioni bioptici di mucosa
orale felina. I valori contenuti nella matrice sono rappresentati da un colore in funzione del livello di
metilazione del DNA (rosso: alto, blu: basso). Le righe indicano le CpG, le colonne indicano i campioni.
I cluster gerarchici sono stati generati utilizzando la distanza di correlazione e I'average linkage. Sono
inoltre rappresentate le mutazioni di 7P53ela diagnosi (OSCC: carcinoma squamocellulare orale). Sono
stati identificati due cluster. quello di sinistra & composto da 27 carcinomi squamocellulari ed una
stomatite; il c/uster di destra comprende tutti i casi di mucosa normale, 24 stomatiti e 4 carcinomi.
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Tabella 5.6 Quarantasette siti CpG differenzialmente metilati tra FOSCC e mucosa non neoplastica di

alta rilevanza statistica, individuati mediante volcano plot.

CpG Differenza delle Q-value
ZAP703 0.151 0.003706
ZAP704 0.150 0.002520
ZAP705 0.148 0.002250
ZAP706 0.139 0.007800
ZAP707 0.138 0.005305
ZAP708 0.117 0.008205
ZAP709 0.139 0.006300

ZAP7010 0.127 0.006138
ZAP7011 0.152 0.003850
ZAP7012 0.149 0.002520
ZAP7013 0.136 0.003706
ZAP7014 0.164 0.001454
ZAP7015 0.153 0.002250
ZAP7016 0.144 0.003850
ZAP7017 0.152 0.004768
ZAP7018 0.146 0.002845
ZAP7019 0.137 0.008400
LRRTMI1 -0.135 0.010683
LRRTM1 -0.188 0.003706
FLII12 0.379 <0.000001
FLI13 0.376 <0.000001
FLI1 4 0.397 <0.000001
FLII5 0.407 <0.000001

FLII6
FLI17
FLI18
FLI110
MiR124-11
MiR124-12
MiR124-13
MiR124-14
MiR124-15
MiR124-16
MiR124-17
KIFIA 1
KIFIA?2
KIFIA3
KIFIAS
KIFIA6
KIF1A7
KIFIA 8
KIFIA9
KIFIA 10
MAGEC27
MAGEC28
MAGEC29
MAGEC2

0.300
0.293
0.202
0.147
0.257
0.236
0.184
0.125
0.129
0.196
0.126
-0.225
-0.151
-0.209
-0.231
-0.209
-0.234
-0.155
-0.166
-0.111
-0.159
-0.203
-0.191
-0.194

0.000003
0.000005
0.000139
0.008400
0.000008
0.000030
0.000957
0.012332
0.014963
0.000005
0.000794
0.000078
0.000139
0.000008
0.000004
0.000006
0.000001
0.000073
0.000063
0.000548
0.000394
0.000035
0.000075
0.000004
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Tabella 5.7 Risultati dell’analisi di metilazione e stato mutazionale di 7/P53 in 31 casi di carcinoma
squamocellulare orale felino rispetto a 37 casi di mucosa non neoplastica: coefficienti /asso diversi da
zero in scala originale (b) e unita standard (beta), e odds ratio (e"*) determinati tramite convalida
incrociata three-fold (1 = 1,403, devianza = 0,403).

Variabili Lasso b Lasso beta Odds ratio
FLI15 1.525 0.423 1.527
FLII6 1.790 0.419 1.521
FLI17 1.864 0.439 1.551
MIiR124-16 7.266 1.148 3.153
KIFIA 1 -0.513 -0.105 0.901
KIFIA7 -2.113 -0.373 0.689
KIFIA 8 -3.356 -0.468 0.627
MAGEC210 -5.755 -0.889 0411
TP53 1.807 0.840 2.317
I
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Figura 5.3 - Volcano plot sui dati di metilazione dei 31 casi di carcinoma squamocellulare orale felino
vs. 37 casi di mucosa orale non neoplastica. I simboli verdi e rossi indicano 47 siti CpG con differenze
delle medie di ampia magnitudo (A > |0.1]) ed elevata significativita (Q < .05 or -logiQ > 1.30). I P-
values sono stati calcolati mediante test-¢ di permutazione e sono stati corretti (Q-values) usando il
metodo di Simes per il controllo del false discovery rate.
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Tabella 5.8 Matrice di confusione derivante dall’analisi di regressione /asso dei dati su metilazione e
stato mutazione di 7P53in 31 casi di carcinoma squamocellullare orale felino vs. 37 casi di mucosa non
neoplastica. La sensibilita & del 93.5% (29/31), la specificita 100% (37/37) e 'accuratezza 97.1% (66/68).
Anche se il valore A & stato scelto tramite convalida incrociata, le predizioni sul modello sono state basate

sull'intero dataset e sono pertanto ottimistiche.

Categoria Carcinomi Mucosa non neoplastica Totale
squamocellulari orali
Positivi 29 0 29
Negativi 2 37 39
Totale 31 37 68
20
MiR124-1 6

KIF1A 1

MAGEC?2 10 -10

2 -1 0 1 2 3
In(A)

Figura 5.4 Coefficienti per la regressione logistica regolarizzata /asso ( € 1) applicata ai dati su
metilazione e stato mutazionale di TP53 in 31 casi di carcinoma squamocellulare orale vs. 37 casi di
mucosa orale non neoplastica. Le linee rosse indicano i coefficienti diversi da zero nel modello con il
valore A ottimale, in base alla validazione incrociata 3-fo/d. La linea verticale tratteggiata corrisponde al
valore A con devianza minima e al modello scelto (1 = 1.403, devianza = 0.403).
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5.4 Discussione

Nel presente studio, sono stati analizzati 10 geni felini ortologhi dell'uomo, gia noti per essere
epigeneticamente alterati nel HOSCC, in biopsie istologiche di mucosa orale felina neoplastica
e non neoplastica (Marsit et a/, 2009; Demokan et al, 2010; Roh et a/, 2012; Guerrero-Preston
etal,2014; Li et al, 2015; Morandi et al, 2015; Morandi et al., 2017a; Lian et al, 2018).

Due terzi dei campioni non neoplastici erano rappresentati da stomatiti croniche, fra cui forme
ulcerative-iperplastiche e granulomi eosinofilici. L’inclusione di questi casi era giustificata dal
fatto che le forme gravi di stomatiti possono mimare un FOSCC sia macroscopicamente che
clinicamente. L’utilitd di questo confronto ¢ stata avvalorata osservando che il profilo di
metilazione era piu frequentemente alterato nelle stomatiti rispetto alla mucosa orale normale.
Cio non deve sorprendere, poiche 'espressione di citochine proinfiammatorie ed altri geni
collegati alla flogosi possono essere modulati grazie a meccanismi epigenetici (Ishida et al,
2012; Zhang et al, 2013; Asa'ad et al, 2017). Inoltre, I'infiammazione cronica provocata da
diversi fattori puo indurre metilazione aberrante del DNA, che in alcuni casi puo innescare nelle
cellule epiteliali alterazioni epigenetiche specifiche della cancerogenesi (Issa et al, 2001; Nishida
et al, 2008; Niwa et al, 2010). Nell'uomo ¢ stata riportata una sovrapposizione significativa tra
il profilo di metilazione della periodontite cronica e quello del SCC orale (Planello et al, 2016).
Per questo ed altri motivi, la periodontite cronica & considerata un possibile fattore di rischio
per il HOSCC, e diverse altre patologie orali su base infiammatoria con potenziale maligno sono
ben caratterizzate in medicina umana (Miiller, 2017; Dikova et al, 2019; Shin et al, 2019).
Nessuna lesione con effettivo significato preneoplastico ¢ stata finora identificata nel gatto.
Considerando I'elevata incidenza di stomatiti croniche nei soggetti anziani, la stima del rischio
di trasformazione neoplastica per queste patologie puo essere difficile, nonostante cio sia stato
ipotizzato in precedenza (Studer e Stapley, 1973).

In questo studio, I'analisi quantitativa della metilazione del DNA nei geni selezionati, insieme
all’analisi mutazionale di 7/P53, ha consentito di differenziare i FOSCC dalla mucosa orale non
neoplastica con sensibilita del 94% e specificita del 100%. Non tutti i geni testati sono stati

ugualmente determinanti nel discriminare i casi neoplastici dai non neoplastici, e all'interno
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dei singoli geni, non tutte le CpG indagate hanno mostrato differenze statisticamente
significative del livello di metilazione. E noto infatti che la specifica posizione della metilazione
puo influenzare Ieffetto biologico che ne consegue (Van Vlodrop et aZ, 2011); per questo, come
indicato nell'uomo, ogni sito CpG dovrebbe essere considerato singolarmente, calcolando uno
specifico valore soglia (Morandi et al, 2017a).

Tramite MethPrimer sono state identificate isole CpG, nelle regioni ortologhe di tutti i geni
candidati, con diverse localizzazioni. Per ZAP70, GPI1BB, LRRTMI, MIRI124-1, MIR296,
PARPI5 e MAGEC?2, le CpG di interesse sono state identificate in prossimita del promoter o
nei primi due esoni. In questo caso I'ipermetilazione potrebbe sotto-regolare I'espressione o
modificare la trascrizione di specifiche isoforme proteiche, a causa del silenziamento di
promoter alternativi, portando ad un’alterazione di funzioni oncosoppressive. L’ipometilazione
di queste regioni potrebbe invece promuovere vie molecolari oncogeniche normalmente
represse. Per i rimanenti geni 7ER7, FLII e KIFIA, le isole CpG target erano piuttosto distanti
dal sito di inizio della trascrizione, come indicato nella Tabella 5.1. La metilazione aberrante di
queste regioni potrebbe non essere associata alla sotto-regolazione del gene ma piuttosto a
fenomeni di splicingalternativo o ad altri meccanismi epigenetici legati ai tumori, come avviene
nell'uomo.

E importante sottolineare che la maggior parte delle CpG risultate essere ipermetilate nei
FOSCC esaminati presentava bassi livelli di metilazione nei casi di mucosa normale, che nel
caso di un promoter implica la capacita di legarsi ai fattori di trascrizione ed esprimere un
determinato gene nel tessuto normale. Al contrario, la presenza di elevati livelli di metilazione
di altre CpG nei casi mucosa normale suggerisce la necessita di silenziare determinate sequenze
affinché si possa svolgere la fisiologica attivita trascrizionale. Tutte queste ipotesi possono in
definitiva essere confermate solo dimostrando un’associazione biologica fra la metilazione e
I'espressione genica.

Nel nostro studio ¢ stata applicata al pannello di geni selezionati una regressione logistica
regolarizzata /asso, in modo da restringere le analisi alle CpG piu informative, con I'obiettivo di

sviluppare un ipotetico test economico senza penalizzare I'accuratezza. In particolare, i geni con
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la migliore capacita discriminatoria erano FL// and MiR124-1 (ipermetilati), KIFIA e
MAGEC2 (ipometilati).

Il gene FLII (Friend Leukemia Integration 1) codifica un fattore di trascrizione della famiglia
E26 tranformation specific (ETS), la quale regola la proliferazione e la differenziazione cellulare
e svolge funzioni legate all’ematopoiesi, allo sviluppo embrionale ed alla vasculogenesi
(Spyropoulous et al, 2000; Truong e Ben-David, 2000). FLI/I & stato riportato essere
ipermetilato e sotto-regolato in molti tumori maligni dell'uomo, fra cui adenocarcinoma
colorettale e gastrico, supportando il suo ruolo di oncosoppressore (QDster et al, 2011; Del
Portillo et al, 2019). In questo studio FL/I era significativamente ipermetilato nel FOSCC,
similmente a quanto riportato nel HOSCC (Guerrero-Preston et al, 2014; Morandi et al,
2017a). Inoltre la regione genica indagata nel nostro studio presentava un’omologia del 95%
circa con la sequenza umana.

MiR124 codifica una molecola di microRNA altamente conservata (100% di omologia fra gatto
e uomo) che funge da oncosoppressore regolando geni target, e puod essere sotto-regolato in
diverse neoplasie umane, compreso il HOSCC (Peng et al, 2014; Zhao et al, 2017). In questo
studio, MiR124-1, uno dei precursori del MiR124 maturo, era significativamente ipermetilato
nel FOSCC, in modo analogo alla controparte umana (Guerrero-Preston et al, 2014; Li et al,
2017; Morandi et al, 2017a).

MAGEC2, un membro della famiglia di geni melanoma-associated antigen, ¢ espresso in
diverse neoplasie maligne ma non nelle cellule somatiche normali, e viene inquadrato nei
cosiddetti “cancer-germline genes’ (Van Tongelen et al,, 2017). E stato mappato sul cromosoma
X e sembra essere associato a TRIM28, un’ubiquitina-ligasi che puo indurre la degradazione
proteolitica di p53 (Doyle et al, 2010). La demetilazione di MAGEC2 ¢ stata correlata alla
resistenza alla morte cellulare (Van Tongelen et a/, 2017). Nella nostra casistica, 4 CpG su 10
erano significativamente ipometilate nei FOSCC rispetto alla mucosa non neoplastica.

KIFIA (Kinesin Family Member 1A) codifica una proteina associata ai microtubuli, coinvolta
nel trasporto intracellulare di organelli e nella mitosi (Okada et al, 1995). Per questo gene ¢
stata ipotizzata un’attivita oncosoppressiva in molte neoplasie umane, e la sua ipermetilazione

¢ stata riportata nel HOSCC (Hoque et al,, 2008; Demokan et a/, 2010; Roh et a/,, 2012; Morandi
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et al, 2015; Morandi ef al, 2017a). Nonostante I'elevata percentuale di omologia fra uomo e
gatto, nei FOSCC di questo studio tutte le CpG di K7F1A analizzate erano ipometilate.

Altri geni hanno mostrato un comportamento epigenetico simile a quello riportato nel HOSCC,
anche se di minore rilevanza statistica: ZA P70 (ipermetilato) e 7ERT (ipometilato).

Come nel nostro studio precedente, 'importante ruolo della disregolazione di 7P53nel FOSCC
¢ stato corroborato dall’elevata percentuale di tumori con mutazioni (68%) (Renzi et al, 2019).
In questo studio 7P53 ¢ stato proposto come potenziale marker diagnostico, in quanto ha
permesso da solo di differenziare i FOSCC dai campioni non neoplastici con accuratezza
dell’84%, e rappresenta pertanto un elemento cardine dell’algoritmo impostato. Analizzando i
10 campioni ottenuti tramite brushing orale, la sensibilita dell’algoritmo si ¢ ridotta al 60%,
probabilmente inadeguata, mentre la specificita era mantenuta. In particolare, due casi di
FOSCC sono stati erroneamente classificati come negativi. Tuttavia uno di questi era stato
classificato come falso negativo anche nell’analisi delle biopsie istologiche, lasciando ipotizzare
che questi valori potrebbero migliorare analizzando una casistica piut ampia. Un’altra ragione
di questa differenza potrebbe essere la maggiore variabilita di tipi cellulari prelevati tramite
brushing rispetto alla biopsia istologica, e 'impossibilita di evitare il tessuto necrotico con il
cytobrush. Tuttavia, considerando la minima invasivita e la maggiore quantita di cellule integre
che potenzialmente si possono collezionare con il cytobrush rispetto ai campioni FFPE, il
brushing merita ulteriori approfondimenti, anche nell'ottica di un possibile impiego
dell’algoritmo come test di screening.

In linea generale, testare un algoritmo sullo stesso setdi casi mediante i quali I'algoritmo ¢ stato
sviluppato implica il ben noto rischio di sovradattamento del modello (overfitting), che si
traduce in una sovrastima dell’accuratezza. Saranno quindi necessarie ripetute applicazioni
dell’algoritmo su nuovi set di casi per testarne 'efficacia.

In modo simile, per ottenere un quadro esaustivo dei meccanismi epigenetici implicati nel
FOSCC e per meglio confrontarli con I'uomo, sarebbe auspicabile un’analisi globale del genoma
felino in questa neoplasia. Nell'uomo é stato riportato che il pattern complessivo di metilazione

del DNA consentirebbe di distinguere i HNSCC dai tessuti pill accuratamente rispetto a singoli
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eventi epigenetici (Marsit et al, 2009). Nell'impossibilita di svolgere un’analisi di tale portata,
potrebbero essere presi in considerazione altri geni con un ruolo ipotetico o dimostrato nella
patogenesi del FOSCC, insieme alle rispettive vie molecolari, ad esempio EGFR, pl6 e

podoplanina.

Concludendo, i nostri risultati indicano che nel FOSCC sono presenti alterazioni della
metilazione del DNA di specifici geni (FL/1, MiR124-1, MAGEC2 and KIFIA), insieme ad una
elevata prevalenza di mutazioni di 7P53. Tali alterazioni sono infrequenti nella mucosa normale
e nelle stomatiti croniche del gatto, suggerendo un loro possibile coinvolgimento nella
carcinogenesi orale felina, e soprattutto una loro utilita come marker diagnostici. Saranno
necessari ulteriori studi su un maggior numero di brushing per sondare I'utilita di un test di

screening per il rilevamento precoce di queste alterazioni genetiche ed epigenetiche nel FOSCC.
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Capitolo 6

Validazione del brushing orale come tecnica
non invasiva per l'identificazione del FOSCC
tramite analisi genetiche ed epigenetiche

6.1 Introduzione

Il carcinoma squamocellulare orale felino (FOSCC, feline oral squamous cell carcinoma) ¢ una
neoplasia frequente, caratterizzata da elevata invasivita locale. Il campionamento bioptico per
I'esame istologico rappresenta attualmente la tecnica diagnostica gold standard, tuttavia le
lesioni tumorali in fase precoce tendono a passare inosservate, anche a causa della
sovrapposizione con patologie parodontali, peraltro molto comuni nei gatti anziani. Pertanto,
nella maggior parte dei casi, queste neoplasie non vengono riconosciute fino ad una fase di
sviluppo avanzato, associata a dolore, anoressia ed alitosi per via delle infezioni batteriche
secondarie. In questa fase, a prescindere dalle scelte terapeutiche, che includono chirurgia,
radioterapia e chemioterapia, la prognosi ¢ in genere infausta. La diagnosi precoce rappresenta
quindi un punto cardine per migliorare le possibilita di cura del FOSCC (Bilgic et al, 2015;
Liptak, 2019).

La metilazione aberrante del DNA ¢ una modificazione epigenetica precoce durante la
cancerogenesi ed ha un ruolo determinante nello sviluppo del carcinoma squamocellulare orale
umano (HOSCC, human oral squamous cell carcinoma) (Kanwal et al, 2015; Irimie et al,
2018). Diversi studi hanno evidenziato la possibilita di rilevare anomalie della metilazione in
cellule prelevate tramite brushing non invasivo della mucosa orale, permettendo
Iidentificazione di HOSCC in fase iniziale o lesioni preneoplastiche (Shaw et al, 2013, Schussel
et al, 2013, Morandi et al, 2015).

Nel nostro precedente lavoro, un algoritmo stepwise basato sul profilo di metilazione di 4 geni

(FLI1, MiR124-1, KIFIA and MAGEC?) e sullo stato mutazionale di 753, ha permesso di
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differenziare biopsie istologiche di FOSCC da campioni non neoplastici con sensibilita del 94%
e specificita del 100% (Renzi et al, 2020).

Nel presente studio & stato analizzato il profilo di metilazione di un pannello di geni pitt ampio,
comprendente i 10 geni valutati nello studio precedente e 7 geni aggiuntivi, unitamente allo
stato mutazionale di 7P53. La presenza di alterazioni geniche ¢ stata indagata in questo studio
a partire da campioni citologici di FOSCC prelevati mediante brushing orale, e confrontata con
un gruppo di controllo rappresentato da brushing di lesioni inflammatorie orali e mucosa orale
normale, al fine di sondare la validita diagnostica di questa tecnica non invasiva per

lidentificazione del FOSCC.

6.2 Materiali e metodi

6.2.1 Criteri d'inclusione e informazioni demografiche

Lo studio ¢ parte integrante del progetto Salice, finanziato grazie al bando Alma Idea Junior
dell’Universita di Bologna.

E stata svolta un’indagine prospettica sui casi di FOSCC pervenuti presso I'Ospedale
Veterinario Universitario del Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie (DIMEVET)
dell'Universita di Bologna e diverse cliniche veterinarie private. Per il gruppo di controllo, sono
stati arruolati gatti di almeno 5 anni di eta con altre neoplasie orali, parodontopatie o altre
lesioni infiammatorie sottoposti a visita odontoiatrica specialista presso un unico centro
(Ospedale Veterinario “I Portoni Rossi”, Zola Predosa, Bologna), mentre i controlli sani sono
stati reclutati campionando gatti di almeno 5 anni di eta esenti da patologie orali, su base
volontaria. Per tutti i gatti inclusi nello studio, il reclutamento ¢ avvenuto previo consenso
informato del proprietario.

Le cartelle cliniche dei pazienti sono state revisionate per raccogliere i dati su segnalamento e
localizzazione dei tumori. Tutti i casi di FOSCC sono stati inclusi nello studio solo se confermati
dalla diagnosi istologica o citologica. Nei casi di lesioni inflammatorie, la diagnosi & stata
effettuata istologicamente o clinicamente da un unico specialista. Le mucose orali normali sono
state giudicate tali previa visione di fotografie della cavita orale da parte dello stesso specialista.
I sarcomi orali inclusi nella popolazione di controllo sono stati confermati istologicamente.
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I prelievi di cellule dalla mucosa orale sono stati effettuati con apposito spazzolino (cytobrush).
Nei pazienti per i quali le procedure cliniche richiedevano 'anestesia generale, il brushing orale
¢ stato effettuato durante I'anestesia. Nei casi di FOSCC e lesioni infiammatorie, il prelievo &
stato effettuato strofinando delicatamente e ripetutamente per almeno 5 secondi il cytobrush
sulla lesione. Quando possibile, per i FOSSC ¢ stato ottenuto un secondo brushing dalla lesione
e un terzo dalla mucosa orale clinicamente normale distante dal tumore. Per i controlli sani, i
prelievi sono stati effettuati spazzolando delicatamente tutta la mucosa orale, comprendendo
gengiva, vestibolo, lingua e palato. Una volta effettuato il prelievo, lo spazzolino & stato
immediatamente posto in una provetta da 1,8 mL, contenente DNA/RNA Shield (Zymo
Research Europe, Freiberg, Germania) per la preservazione del materiale genetico.

Nei FOSCC, le analisi genetiche sono state effettuate in parallelo sui corrispondenti campioni

istologici fissati in paraffina e inclusi in formalina (FFPE), quando questi erano disponibili.

6.2.2 Analisi genetiche ed epigenetiche

Le analisi genetiche sono state svolte presso I'unita di Neurologia, IRCCS Istituto di Scienze
Neurologiche di Bologna, Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie dell'Universita
di Bologna, Ospedale “Bellaria”.

Per I'analisi della metilazione, la purificazione del DNA dei cytobrush ¢ stata effettuata con il
kit MasterPure Complete DNA extraction (Lucigen, Middleton, WI, USA, cod. MC85200). Il
DNA dei campioni istologici FFPE (almeno 5 sezioni consecutive di 10 pm per caso) ¢ stato
purificato con il kit QuickExtract FFPE DNA Extraction Kit (Lucigen, Middleton, WI, USA,
cod. QEF81050). Il DNA estratto (200-500 ng) & stato poi trattato con bisolfito mediante il kit
EZDNA Methylation-Lightning (ZymoResearch, Irvine, CA, USA, cod. D5031), secondo il
protocollo del produttore.

Il pannello comprendeva 17 geni target (RBI, TERT, MiR296, CELSR3, EGFR, ZAPJ0,
LRRTMI, KIFIA, PDPN, PARPI5 FLII, GPIBB, CDKN2A, CDHI, MiRi24, MiR363,
MAGEC2), selezionati in quanto i loro ortologhi umani hanno evidenziato un profilo di
metilazione alterato nel carcinoma squamocellulare di testa e collo (HNSCC), o perché

un’alterazione delle corrispondenti proteine ¢ stata riportata nel FOSCC (Marsit et al, 2009;
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Demokan et al, 2010; Bergkvist et al, 2011b; Mascolo et al, 2012; Roh et al, 2012; Sun et al,
2013; Guerrero-Preston et al, 2014; Li et al, 2015; Morandi et al., 2015; Supshavad et a/,
2016b; Itai et al, 2017; Morandi et al, 2017a; Lian et al, 2018; Fan et al, 2019; Renzi et al,
2020).

Per identificare le isole di CpG di potenziale interesse, preferibilmente nelle regioni promoter e

nella parte iniziale delle regioni trascrizionali, sono state investigate le sequenze depositate sul

browser Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), considerando le sequenze con la

migliore omologia fra uomo e gatto. E stato quindi impiegato il programma MethPrimer per

identificare le CpG e disegnare i primer pit idonei (http://www.urogene.org/cgi-

bin/methprimer/methprimer.cgi; Li et al, 2002).

L’elenco dei geni e dei primer impiegati, le coordinate delle regioni indagate e la loro
percentuale di omologia con gli ortologhi umani sono riportati nella Tabella 6.1. Le CpG
analizzate per ogni gene sono state numerate consecutivamente, e le corrispondenti coordinate
sono indicate nella Tabella 6.2.

La generazione della libreria di ampliconi con PCR Multiplex e I'analisi quantitativa della
metilazione tramite Next Generation Sequencing (NGS), sono avvenute come precedentemente
descritto (Renzi et al, 2020). Il sequenziamento ¢ stato impostato per ottenere almeno 1k
reads/regione e garantire una depth of coverage di 1000x. I file FASTQ ottenuti sono stati
processati sulla piattaforma Galaxy Europe con le applicazioni Filter by Quality per il controllo
qualita (>Q 30) e Filter FASTQ per la lunghezza delle reads (>80bp); per eseguire la mappatura
delle readsi file FASTQ sono stati poi processati con 'applicazione BWAmeth, generando un
file bam che a sua volta ¢ stato elaborato con MethylDackel, usando come genoma di
riferimento Felis_catus_9.0.In questo modo ¢ stato generato, per ogni caso, un file con il livello
di metilazione di ciascuna CpG indagata (Afgan et al, 2018).

L’analisi mutazionale degli esoni 5-8 di 7P53 ¢ stata effettuata come descritto in precedenza
(Renzi et al,, 2019). Sono stati considerati mutati i casi con una o piu alterazioni della sequenza
nucleotidica negli esoni indagati di 7P53, risultanti in una modificazione aminoacidica

deleteria per la funzione della proteina secondo il software Polyphen-2 (mutazioni missenso) o
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PROVEAN (mutazioni indels) e con una VAF ( Variant Allele Frequency) > 5% (Adzhubei et

al, 2010; Choi e Chan 2015).

6.2.3 Analisi statistica

Le variabili continue sono state espresse come media + deviazione standard, mentre quelle
categoriche come frequenze e percentuali.

Per I'analisi della metilazione, il numero totale di reads dei brushing ottenuti in condizioni di
anestesia generale ¢ stato comparato con quelli ottenuti dai gatti svegli e il numero di reads dei
brushing ¢ stato confrontato con quello delle corrispondenti biopsie mediante il test U di Mann
Whitney. La VAF delle mutazioni di 7P53 nei brushing & stata confrontata con quella delle
corrispondenti biopsie tramite il signed rank sum test di Wilcoxon per dati appaiati. La
frequenza di mutazioni di 7P53 e di alterazioni del profilo di metilazione nei FOSCC ¢ stata
comparata con quella riscontrata nei controlli mediante test del y2.

Al fine di differenziare i FOSCC dai casi controllo, per i cytobrush ¢ stato implementato un
algoritmo sulla base dei criteri riportati nello studio precedente, integrandolo con i risultati
della presente analisi epigenetica quando opportuno. Sono state poi calcolate sensibilita,
specificita e accuratezza dell’algoritmo nel differenziare i FOSCC dai controlli.

Nei casi in cui era disponibile un brushing aggiuntivo della lesione, ¢ stata calcolata la
concordanza fra i due campioni. Nei casi di FOSCC per i quali era stato effettuato anche un
cytobrush della mucosa orale clinicamente sana, € stato confrontato il profilo di metilazione tra
mucosa neoplastica e normale. Mediante test esatto di Fisher, la percentuale di FOSCC positivi
all'algoritmo ¢ stata confrontata fra i gatti in cui il prelievo era stato effettuato in anestesia
generale e i gatti vigili. Infine, lo stesso algoritmo é stato applicato ai campioni bioptici.

Le analisi sono state svolte tramite un software commerciale (SPSS Statistics vi9,1BM, Armonk,

NY, USA). Il livello di significativita () & stato posto a 0.05.
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Tabella 6.1 Lista dei geni indagati con i relativi primer e coordinate genomiche.

Dist dal
Coordinate sitl(s) firil?:izio Numero di Percentuale di
Gene Descrizione Primer Forward Primer Reverse 1. CpG omologia con il gene
genomiche della .
. indagate umano
trascrizione
Chrom Al, strand -:
RB1 Retinoblastoma GGGGGAGTTATGTYG  CRCTCRCTCACC 23038050- 23038215 250 (promoter) 21 85%
- N - 0
TTTAAAAT TAAACAA span: 166 bp
Chrom Al, strand +:
TERT Telomerase reverse GGTTTGGGATTTGGG 2222?:2?5??? 241334283- +12203 ‘ 66%
transcriptase ATTAG 241334444 (introni 9-10) ?
CT span 162 bp
CACTCTAAAAAT Chrom A2, strand -: - 73 (promoter)
MiR296 MicroRNA TGATTTTTGGTTATTT TTACACTAAACA 166048735- all'interno del 8 87%
- 296/KMT2C TAGTTTTG oo 1660489113 gene KMTC2,
span: 177 bp esone 44
Cadherin EGFLAG CATAACAAATCT Ch A2, strand -:
ATTTGTAAATAGAAG o e .
CELSR3 seven-pass G-type AT G AGATE AACTACTAAAAC 17856865- 17857067;  -200 (promoter) 9 90%
receptor 3 C span: 203 bp
Epidermal growth AATTTATACCAA  Chrom A2, strand +:
g GGTTAGTTTTTGATT rom A% strand +
EGFR factor receptor AATTCCCATTTC 70929908- 70930102; -779 (ex 1) 8 91%
TTTATTAGGGTTT C span: 195 bb
Zeta chain of T cell -
ZAP0 receptorassociated  CATITYGAYGGGITG  CICICACCICCA  LERIRANE o) 1 o
B} 5 b
TTTTG ACTTCCAC
protein kinase 70 span: 142 bp
Leucine-rich t -
LERTMI dmemembrane TATAGTTTGGYGGAG  CCACTAACCRAT  (J0RURERICS a7 2 7%
B} ; b
neuronal 1 GGAAG ACCACCTTTT span: 158 bp (promoter)
Chrom C1, strand -:
KIFIA Kinesin family GGGTAGGGTTGTAGG AACTCCAACCTC 221895775- +8921 @ 97%
member 1A AGTTTAG TTCAAAACAAAT 221895934; span: 160 (introni 3-4) ?

bp




Distanza dal

. L Numero di Percentuale di
. . . Coordinate sito di inizio ) ]
Gene Descrizione Primer Forward Primer Reverse . CpG omologia con il gene
genomiche* della .
. indagate umano
trascrizione
_ TTTTTAATTGTAAAG  ATTAACTAATC - Chrom C1, strand +
PDPN Podoplanin CTCTTTAAAACC 9607073- 9607271; -205 (promoter) 7 64%
TTTGTTTTTT
C span: 199 bp
Poly (ADP-rii ACAAATTACT .
oly (ADP-ribose) \ \ rrrrpaGATTATA — CCAC O Cluwn O st < 863
PARPI5 polymerase ATACAAATTCTIT 68346817-68346991; 10 70%
. AGGAAGGTAGAAGTG (promoter)
family member 15 C span: 175 bp
Fli-1 proto- 3 :

o o oG AGGGTTTAGGGYGTT — CCACTACCCAAT Mo Db sanc b +7543 050,
ranserption -\ GGG CRCTTACC * (introni 1-2) 10 °
fctor span: 151 bp

AAACTCCTTAAA -
Glycoprotein b GTTGTTGTTGTTGTT (s D fesons]
GPI1BB . ACAAAATCCTAT 28618590-28618778; +494 (esone 2) 26 89%
platelet beta subunit  GTTGTTGT )
C span: 189 bp
16/ CDKNA Cyclin dependent ~ GAGYGAGTAGGATTG ~ CTTCCCCCACRA 42};1 ‘:)‘;‘9?4;;;??1‘17; 175 (promoter) s00
p kinase inhibitor 24 GAAG CTTCTTIC ] i 727> (promoter 19 °
span: 179 bp
ChromgE2, strand +:
GGAGGGAATTTGGTG AACCRCAACCAA ’
'DH1 Cadherin 1 46274112- 46274294;  -375 t 829
C adherin GAAAT TAAACRAC (promoter) 15 %
span: 183 bp
MiR124-1 AAATTTATTCTA .
iR ' GGATTAAGATTAGAT C Chrom F2, strand +:
(ENSFCAGO000 MicroRNA 124-1 CTACCCCTCAAA 17157280-17157470;  — 14 (promoter) 7 100%
TTTGTTTTT
00016467.6) cC span: 191 bp
‘ TTTGGTTTTATTITAT ~AAACATATATA - ChromX, strand -
MIR363 Micro-RNA 363 AAATCCCAAAAC 113001759- -391 (prmoter) 4 97%
TGTAGTGTGGGTAT
C 113001972; span: 214
Chrom X, strand +:
CAATTTAACTAC ?
Melanoma-associate  AGTAGTTTGGGGAAG 116246756-
MAGEC2 CATCTTATCTAA - 65 t 37%
GEC. Antigen C2 TTTGTTTTIT 116246922; (promoter) 10 °
AACATC _
span: 167 bp

*genoma di riferimento: Felis_catus 9.0/felCat




Tabella 6.2 Coordinate delle CpG investigate.

Gene CpG Coordinate
RBI 1 chrA1.23038202
RBI 2 chrA1.23038188
RBI 3 chrA1.23038174
RBI 4 chrA1.23038168
RBI 5 chrA1.23038165
RBI 6 chrA1.23038159
RBI1 7 chrA1.23038156
RBI 8 chrA1.23038153
RBI1 9 chrA1.23038150
RBI 10 chrA1.23038147
RBI 11 chrA1.23038136
RBI1 12 chrA1.23038133
RBI 13 chrA1.23038130
RBI1 14 chrA1.23038127
RBI 15 chrA1.23038124
RBI1 16 chrA1.23038121
RBI 17 chrA1.23038099
RBI 18 chrA1.23038087
RBI1 19 chrA1.23038081
RBI 20 chrA1.23038055
TERT 1 chrA1.241334306
TERT 2 chrA1.241334321
TERT 3 chrA1.241334352
TERT 4 chrA1.241334375
TERT 5 chrA1.241334384
TERT 6 chrA1.241334408
MiR296 1 chrA2.166048887
MIiR296 2 chrA2.166048869
MiR296 3 chrA2.166048866
MiR296 4 chrA2.166048805
MiR296 5 chrA2.166048776
MiR296 6 chrA2.166048773
MiR296 7 chrA2.166048770
MiR296 8 chrA2.166048761
CELSR3 1 chrA2.17857027
CELSR3 2 chrA2.17857025
CELSR3 3 chrA2.17857007
CELSR3 4 chrA2.17856963
CELSR3 5 chrA2.17856960
CELSR3 6 chrA2.17856934
CELSR3 7 chrA2.17856932
CELSR3 8 chrA2.17856896
CELSR3 9 chrA2.17856890
EGFR 1 chrA2.70929936
EGFR 2 chrA2.70929992

EGFR 3 chrA2.70929999
EGFR 4 chrA2.70930018
EGFR 5 chrA2.70930032
EGFR 6 chrA2.70930054
EGFR 7 chrA2.70930069
EGFR 8 chrA2.70930076
ZAP70 1 chrA3.64661628
ZAP70 2 chrA3.64661625
ZAP70 3 chrA3.64661606
ZAP70 4 chrA3.64661599
ZAP70 5 chrA3.64661591
ZAP70 6 chrA3.64661587
ZAP70 7 chrA3.64661583
ZAP70 8 chrA3.64661577
ZAP70 9 chrA3.64661572
ZAP70 10 chrA3.64661565
ZAP70 11 chrA3.64661556
ZAP70 12 chrA3.64661546
ZAP70 13 chrA3.64661544
ZAP70 14 chrA3.64661541
ZAP70 15 chrA3.64661531
ZAP70 16 chrA3.64661529
ZAP70 17 chrA3.64661523
ZAP70 18 chrA3.64661519
ZAP70 19 chrA3.64661512
LRRTMI 1 chrA3.98233365
LRRTMI 2 chrA3.98233350
LRRTMI 3 chrA3.98233346
LRRTMI 4 chrA3.98233343
LRRTMI 5 chrA3.98233336
LRRTMI 6 chrA3.98233329
LRRTMI 7 chrA3.98233325
LRRTMI 8 chrA3.98233315
LRRTMI 9 chrA3.98233312
LRRTMI 10 chrA3.98233308
LRRTMI 11 chrA3.98233295
LRRTMI 12 chrA3.98233289
LRRTMI 13 chrA3.98233276
LRRTMI 14 chrA3.98233271
LRRTMI 15 chrA3.98233267
LRRTMI 16 chrA3.98233265
LRRTMI 17 chrA3.98233254
LRRTMI1 18 chrA3.98233247
LRRTMI 19 chrA3.98233245
LRRTMI 20 chrA3.98233227
KIF1 1 chrC1.221895912




KIF1 2 chrC1.221895901
KIF1 3 chrC1.221895892
KIF1 4 chrC1.221895873
KIF1 5 chrC1.221895841
KIF1 6 chrC1.221895839
KIF1 7 chrC1.221895834
KIF1 8 chrC1.221895812
KIF1 9 chrC1.221895809
KIF1 10 chrC1.221895802
PDPN 1 chrC1.9607098
PDPN 2 chrC1.9607121
PDPN 3 chrC1.9607134
PDPN 4 chrC1.9607136
PDPN 5 chrC1.9607155
PDPN 6 chrC1.9607189
PDPN 7 chrC1.9607246
PARPI5 1 chrC2.68346885
PARPI5 2 chrC2.68346899
PARPI5 3 chrC2.68346904
PARPI5 4 chrC2.68346918
PARPI5 5 chrC2.68346921
PARPI5 6 chrC2.68346939
PARPI5 7 chrC2.68346942
PARPI5 8 chrC2.68346958
PARPI5 9 chrC2.68346964
PARPI5 10 chrC2.68346966
FLI1 1 chrD1.25655870
FLI1 2 chrD1.25655882
FLI1 3 chrD1.25655884
FLI1 4 chrD1.25655887
FLI1 5 chrD1.25655897
FLI1 6 chrD1.25655908
FLI1 7 chrD1.25655925
FLI1 8 chrD1.25655954
FLI1 9 chrD1.25655978
FLI1 10 chrD1.25655996
GPIBB 1 chrD3.28618753
GPI1BB 2 chrD3.28618747
GPIBB 3 chrD3.28618744
GPI1BB 4 chrD3.28618738
GPIBB 5 chrD3.28618736
GPIBB 6 chrD3.28618732
GPI1BB 7 chrD3.28618730
GPIBB 8 chrD3.28618726
GPI1BB 9 chrD3.28618724
GPI1BB 10 chrD3.28618721
GPIBB 11 chrD3.28618719
GPI1BB 12 chrD3.28618713

GPI1BB 13 chrD3.28618707
GP1BB 14 chrD3.28618700
GP1BB 15 chrD3.28618695
GP1BB 16 chrD3.28618686
GP1BB 17 chrD3.28618680
GP1BB 18 chrD3.28618676
GP1BB 19 chrD3.28618667
GP1BB 20 chrD3.28618658
GP1BB 21 chrD3.28618641
GP1BB 22 chrD3.28618634
GP1BB 23 chrD3.28618631
GP1BB 24 chrD3.28618629
GPI1BB 25 chrD3.28618625
GP1BB 26 chrD3.28618615
CDKN2A 1 chrD4.48211169
CDKN2A 2 chrD4.48211149
CDKN2A 3 chrD4.48211139
CDKN2A 4 chrD4.48211137
CDKN2A 5 chrD4.48211134
CDKN2A 6 chrD4.48211121
CDKN2A 7 chrD4.48211117
CDKN2A 8 chrD4.48211096
CDKN2A 9 chrD4.48211088
CDKN2A 10 chrD4.48211072
CDKN2A 11 chrD4.48211064
CDKN2A 12 chrD4.48211040
CDKN2A 13 chrD4.48211033
CDKN2A 14 chrD4.48211029
CDKN2A 15 chrD4.48211027
CDKN2A 16 chrD4.48211025
CDKN2A 17 chrD4.48211020
CDKN2A 18 chrD4.48211016
CDKN2A 19 chrD4.48211004
CDH1 1 chrE2.46274160
CDH1 2 chrE2.46274176
CDH1 3 chrE2.46274187
CDH1 4 chrE2.46274195
CDH1 5 chrE2.46274212
CDH1 6 chrE2.46274217
CDH1 7 chrE2.46274229
CDH1 8 chrE2.46274238
CDH1 9 chrE2.46274249
CDH1 10 chrE2.46274251
CDH1 11 chrE2.46274261
CDH1 12 chrE2.46274272
CDH1 13 chrE2.46274274
CDH1 14 chrE2.46274277
CDH1 15 chrE2.46274290




MiRi124-1 1 chrF2.17157304
MiRi124-1 2 chrF2.17157315
MiRi124-1 3 chrF2.17157348
MiRi124-1 4 chrF2.17157350
MiRi124-1 5 chrF2.17157366
MiRi124-1 6 chrF2.17157400
MiRi124-1 7 chrF2.17157410

MiR363 1 chrX.113001914

MiR363 2 chrX.113001877

MiR363 3 chrX.113001849

MiR363 4 chrX.113001784
MAGEC2 1 chrX.116246787
MAGEC2 2 chrX.116246790
MAGEC2 3 chrX.116246793
MAGEC2 4 chrX.116246807
MAGEC2 5 chrX.116246829
MAGEC2 6 chrX.116246833
MAGEC2 7 chrX.116246842
MAGEC2 8 chrX.116246876
MAGEC2 9 chrX.116246879
MAGEC2 10 chrX.116246892

6.3 Risultati
6.3.1 FOSCC

Sono stati inclusi 35 casi di FOSCC, appartenenti a 29 gatti Europei, due gatti meticci a pelo
lungo, un Siamese, un Maine Coon, un Certosino e un gatto Thai. Erano presenti 15 maschi
castrati (43%) e 20 femmine sterilizzate (57%). L’eta mediana era di 12 anni (range, 5-19)
(Tabella 6.3).

I tumori erano localizzati a livello di gengiva mandibolare (2= 11; 31%), gengiva mascellare (2
=10; 29%), lingua (22 = 9; 26%), mucosa vestibolare (12 = 1; 3%) e mucosa orale caudale (22 = 4;
11%).

I brushing sono stati effettuati in anestesia generale in 26 casi (74%), mentre nei restanti 9 (26%)

i gatti erano vigili (Tabella 6.3).

6.3.2 Controlli

I gatti appartenenti alla popolazione di controllo erano di razza Europea (22 = 51), Persiana (2

= 3), Siamese (22 = 1), Norvegese delle Foreste (12 = 1) e Sphynx (22 = 1); mentre 3 gatti erano
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meticci a pelo lungo. Erano presenti 29 maschi castrati (48%), un maschio intero (2%), 29
femmine sterilizzate (48%) e una femmina intera (2%). L’eta mediana era di 10 anni (range, 5-
18) (Tabella 6.4).

Le lesioni infiammatorie sono state classificate secondo la diagnosi clinica in parodontopatie
con mucosite (7 = 20), gengivostomatiti croniche feline (FCGS, n = 15) e lesioni focali
(granuloma piogenico, n = 4; granuloma eosinofilico, n = 3), comprendenti anche i sarcomi
orali (n = 3). I campioni di mucosa orale normale erano 15. I brushing sono stati effettuati in
anestesia generale in 42 casi (70%), mentre nei restanti 18 (30%) i gatti erano vigili (Tabella

6.4).

6.3.3 Stato mutazionale di 7P53

Complessivamente, 17 brushing di FOSCC (48%) presentavano mutazioni di 7P53. Le
mutazioni erano rappresentate da 12 mutazioni missenso, una mutazione nonsenso, una
delezione in frame, 2 delezioni frameshift ed una inserzione frameshift (Tabella 6.5).

In tutti gli 11 casi di brushing mutati in cui le analisi sono state svolte in parallelo sul
corrispondente campione bioptico ¢ stata rilevata la stessa mutazione, ma con VAF
significativamente maggiore (£ = 0,05). In tutti gli 8 FOSCC con brushing wild type per i quali
era disponibile il corrispondente campione bioptico, anche in quest’ultimo non sono state
rilevate mutazioni di 753, evidenziando una concordanza del 100% tra brushing e biopsie.
Nessuno dei brushing ottenuto dal gruppo di controllo presentava mutazioni di 7P53 (P <

0.001; Tabella 6.6).

6.34 Methylation score e algoritmo diagnostico

Integrando i dati del presente studio con quelli del precedente, ¢ stato implementato un
algoritmo diagnostico in base al quale una diagnosi di FOSCC ¢ maggiormente probabile in
caso di:

- mutazioni di 7P53

- methylation score 2 3
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Il methylation score deriva dalla somma dei punteggi attribuiti ad alterazioni epigenetiche di
specifiche CpG che hanno evidenziato differenze statisticamente significative fra i campioni
istologici di FOSCC e i controlli, che comprendono ipermetilazione di ZAP70, FLII e MIR124
e ipometilazione di K7F1A, MIR363 e MAGEC2, come dettagliato in Tabella 6.7.

Diciassette brushing di FOSCC (48%) hanno mostrato un methylation score 2 3, contro 2
brushing del gruppo di controllo (3%, entrambi con diagnosi di parodontite; < 0.001).

La presenza di un profilo di metilazione alterato nei FOSCC non era associata a mutazioni di
TP53(P=0.238).

Degli 11 casi di FOSCC in cui era stato effettuato un secondo brushing della lesione, solo 2 gatti
(18%) hanno ottenuto uno score positivo in entrambi i casi. Dei 19 casi di FOSCC in cui era
stato effettuato un brushing dalla mucosa orale clinicamente normale distante dal tumore, 7
(37%) mostravano un profilo di metilazione alterato e simile a quello del tumore.

Dei 19 casi di FOSCC in cui le analisi sono state svolte in parallelo sul corrispondente campione
bioptico, tutte e 19 le biopsie (100%) avevano un methylation score > 3, contro 11 brushing
(58%). Il numero complessivo di reads non era, tuttavia, significativamente superiore rispetto
ai brushing (2= 0,851).

Analogamente, il numero totale di reads dei brushing ottenuti in condizioni di anestesia
generale non era significativamente diverso rispetto ai gatti vigili (2= 0,393).
Complessivamente, considerando i campioni di brushing orale, 24 gatti con FOSCC (69%) sono
risultati positivi all’algoritmo, contro 2 (3%) dei controlli (sensibilita: 69%; specificita: 97%;
accuratezza: 86%).

La proporzione di FOSCC positivi all’algoritmo era significativamente superiore nei gatti in cui
il prelievo era stato effettuato in anestesia generale (21 su 26; 81%) rispetto ai gatti vigili (3 su 9;

33%; P =0.014).
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Tabella 6.3 Gatti con carcinoma squamocellulare orale: segnalamento, localizzazione del tumore e
utilizzo di anestesia al momento del brushing.

ID Razza (aErllfi) Sesso Localizzazione Anestesia generale
BR0O06 Europeo 15 Fs Gengiva mandibolare Si
BR009a  Siamese 8 Fs Gengiva mascellare Si
BRO10 Europeo 12 Mc Gengiva mascellare Si
BRO11 Europeo 19 Mc Lingua Si
BRO13a  Europeo 15 Fs Lingua Si
BROl14a  Europeo 11  Mc Gengiva mascellare No
BRO15 Europeo 12 Fs Lingua No
BRO18 Thai 12 Fs Gengiva mascellare Si
BR020a  Meticcio pelo lungo 9  Mc Lingua Si
BR023 Europeo 11  Mc Gengiva mascellare Si
BR025 Europeo 10 Fs Lingua Si
BR033 Europeo 12 Mc Gengiva mandibolare Si
BR038a  Europeo 12 Mc Lingua Si
BR046 Europeo 11 Mc Gengiva mandibolare Si
BR048a  Europeo 13 Fs Mucosa orale caudale Si
BR05%a Europeo 8 Mc Lingua No
BRO61 Europeo 15  Fs Gengiva mandibolare Si
BR062 Europeo 5 Fs Lingua Si
BR063 Europeo 14 Fs Gengiva mascellare Si
BR067a  Certosino 13 Fs Gengiva mandibolare No
BR080a  Europeo 9 Mc Mucosa orale caudale No
BR086b  Europeo 6 Mc Mucosa orale caudale Si
BR090a  Europeo 10  Mc Gengiva mascellare Si
BR098a Europeo 17  Fs Mucosa vestibolare Si
BR101b  Europeo 10 Mc Gengiva mandibolare Si
BR102a  Europeo 8 Fs Gengiva mascellare Si
BR104a  Europeo 16  Fs Gengiva mascellare Si
BR107a  Europeo 13 Fs Gengiva mandibolare No
BR110a  Europeo 16 Fs Gengiva mandibolare No
BR130a  Europeo 13 Fs Gengiva mandibolare No
BR132a  Maine Coon 17 Fs Lingua Si
BR136a  Meticcio pelo lungo 13 Mc Gengiva mandibolare Si
BR137a  Europeo 17 Mc Gengiva mascellare No
BR13%9a  Europeo 13 Fs Mucosa orale caudale Si
BR140a  Europeo 11 Fs Gengiva mandibolare Si

Fs: femmina sterilizzata; Mc: maschio castrato



Tabella 6.4 Gatti con gengivostomatite cronica, parodontopatie, sarcomi e controlli sani: segnalamento
e utilizzo di anestesia generale al momento del brushing.

i s
Parodontite BR004 Persiano 15 Fs Si
Parodontite BR008a Europeo 7 Mc Si
Parodontite BR022 Meticcio a pelo lungo 9 Mc Si
Parodontite BRO27 Europeo 5 Fs Si
Parodontite BRO30a Europeo 6 Mc Si
Parodontite BRO51 Europeo 13 Mc Si
Parodontite BRO60a Europeo 15 Fs No
Parodontite BRO65 Europeo 14 Mc No
Parodontite BR66a Europeo 5 Mc No
Parodontite BR75a Sphynx 7 F No
Parodontite BR092a Europeo 17 Mc Si
Parodontite BR096a Europeo 17 Mc No
Parodontite BR100 Europeo 8 M Si
Parodontite BR114 Europeo 14 Mc Si
Parodontite BR116 Persiano 9 Fs Si
Parodontite BR118 Europeo 11 Mc Si
Parodontite BR126 Meticcio a pelo lungo 11 Mc Si
Parodontite BR129 Siamese 15 Fs Si
Parodontite BR133 Europeo 10 Fs Si
Parodontite BR135 Europeo 5 Mc Si
FCGS BR007a Europeo 15 Mc Si
FCGS BR026 Europeo 5 Fs Si
FCGS BRO39b Europeo 10 Mc Si
FCGS BR040 Meticcio a pelo lungo 5 Mc Si
FCGS BRO47a Europeo 8 Mc Si
FCGS BR049a Europeo 6 Fs Si
FCGS BROSSb Europeo 5 Fs Si
FCGS BR093a Norvegese delle foreste 9 Fs Si
FCGS BR094a Europeo 7 Fs Si
FCGS BR095a Europeo 11 Fs No
FCGS BR099 Europeo 10 Fs Si




P s
FCGS BR103b Europeo 5 Fs Si
FCGS BR127 Europeo 10 Mc Si
FCGS BR128 Europeo 14 Mc Si
FCGS BR134 Europeo 6 Mc Si
Granuloma piogenico BRO74 Europeo 6 Fs Si
Granuloma piogenico BRO89a Persiano 13 Fs Si
Granuloma piogenico BR115 Europeo 7 Fs Si
Granuloma piogenico BR120a Europeo 11 Mc Si
Granuloma eosinofilico BRO12 Europeo 9 Mc No
Granuloma eosinofilico BRO21 Europeo 13 Mc Si
Granuloma eosinofilico BROS5 Europeo 5 Mc Si
Sarcoma BRO16 Europeo 10 Fs Si
Sarcoma BRO64 Europeo 14 Mc Si
Sarcoma BRO073a Europeo 10 Mc Si
Mucosa orale normale BR032 Europeo 13 Fs Si
Mucosa orale normale BRO34 Europeo 5 Fs No
Mucosa orale normale BRO36 Europeo 5 Mc No
Mucosa orale normale BRO70 Europeo 15 Fs No
Mucosa orale normale BRO71 Europeo 16 Fs No
Mucosa orale normale BROS2a Europeo 5 Fs Si
Mucosa orale normale BR105 Europeo 7 Fs No
Mucosa orale normale BR106 Europeo 7 Mc No
Mucosa orale normale BR112 Europeo 7 Mc No
Mucosa orale normale BR113 Europeo 10 Fs Si
Mucosa orale normale BR119 Europeo 18 Fs Si
Mucosa orale normale BR122 Europeo 10 Fs No
Mucosa orale normale BR123 Europeo 14 Mc No
Mucosa orale normale BR124 Europeo 14 Fs No
Mucosa orale normale BR125 Europeo 5 Fs No

FCGS = Feline chronic gingivostomatitis (gengivostomatite cronica felina). Fs: femmina sterilizzata; Mc: maschio
castrato




Tabella 6.5 Gatti con carcinoma squamocellulare orale: analisi mutazionale di TP53, methylation score e applicazione dell’algoritmo sui brushing (tumore e
mucosa normale distante) e sui corrispettivi campioni istologici del tumore.

ID 7P53 VAF MS Algoritmo  Lrshing Mucosa i slogia/ID Analisi su campione istologico
aggiuntivo normale TP53 VAF  MS Algoritmo

BR006 WT - 0 Neg No NV S - - - -
BR009a p.Y227C 046 5 Pos No NV Si (AP16912) p.Y227C 0,25 5 Pos
BRO10 p.S234F 006 1 Pos No NV St - - - -
BROI1 ZEENBZ delim 513 s Pos No NV : : - -
BRO13a WT - 5 Pos No Pos Si (AP17083) WT - 5 Pos
BRO14a WT -2 Neg No NV Si (AP17062) WT - 5 Pos
BRO15 WT - 0 Neg No NV Sie - - - -
BRO18 WT - 4 Pos No NV Si (AP17595) WT - 7 Pos
BR020a WT - 0 Neg Neg Neg Si(AP17714) WT - 3 Pos
BR023 p.R150H 018 3 Pos No NV Si (AP17845) p.R150H 0,35 6 Pos
BRO25 p.R167H 0,13 3 Pos No NV Si (AP17919) p.R167H 0,17 5 Pos
BRO33 WT -4 Pos No NV Si (AP18022) WT - 4 Pos
BRO38a p.R206* 024 4 Pos No Pos Si (AP18102) p.R206* 0,73 6 Pos
BRO46 p.V209A 007 0 Pos No NV Si (AP18329) p.V209A 0,13 4 Pos
BRO48a p.V209A 0,13 5 Pos No Pos Si (AP18369) p.V209A 0,52 8 Pos
BRO59a WT -0 Neg No NV Sit - - - -
BRO61 WT -0 Neg No NV St - - - -
BR062 WT - 0 Neg No NV Si (AP19133) - - - -




ID P53 VAF MS Algoritmo  LrShing Mucosa i logia/ID Analisi su campione istologico
aggiuntivo normale TP53 VAF  MS Algoritmo
BR063 p.G272E 026 5 Pos No NV Si (AP19135) - - - -
BRO67a WT -0 Neg No Neg St - - - -
BRO80a WT -4 Pos Neg Pos Si* - - - -
BROS6b p-R242K 0,70 4 Pos Neg Pos Sit - - - -
BR090a p.E172K 038 4 Pos No Neg Si (AP19235) - - - -
BR098a p.R206Q 012 2 Pos No Neg Si (AP20449) p.R206Q 0,27 6 Pos
BR101b p.E264K 0,12 1 Pos Neg Neg Si (AP20587) p.E264K 0,49 5 Pos
BR102a WT - 1 Neg Neg Neg Si (AP20646) WT - 4 Pos
BR104a T277del frameshift 0,16 2 Pos No Neg Si (AP20857) f;l; ZIZZ;;] 4 0,48 5 Pos
BR107a WT - 0 Neg Neg Neg St - - - -
BR110a WT - 1 Neg Neg NV St - - - -
BR130a WT - 3 Pos Neg Pos St - - - -
BRI32a  S253ins frameshift 0,60 7 Pos Pos Pos Si (AP21302) 5253ins 034 6 Pos
frameshift

BR136a ;ﬁ;;lg del o082 Pos Neg Neg Si (AP21334) Pl;zj:siz,jsel 047 4 Pos
BR137a p-R206Q 0,07 2 Pos No Neg Sit - - - -
BR139a WT - 3 Pos Pos Neg Si (AP21458) WT - 6 Pos
BR140a WT - 3 Pos No Neg Si (AP21485) WT - 6 Pos

WT: wild type, VAF: Variant allele frequency, MS: Methylation score, NV: Non valutata; Pos: positivo; Neg: negativo; * presso laboratorio esterno.




Tabella 6.6 Gatti con gengivostomatiti, parodontopatie, sarcomi e controlli sani: analisi di 7P53,
methylation score e applicazione dell’algoritmo.

BR099 WT 1 Negativo
ID 7P53 MS  Algoritmo BR103b S ) Negativo
BRO04 WT 0 Negativo BR127 WT 2 Negat?vo
BR008a WT 2 Negativo BR128 WT 1 NegatTvo
BR022 WT 1 Negativo BR134 WT 1 Negat?vo
BR027 WT 1 Negativo BR074 WT 0 Negativo
BR030a WT 1 Negativo BR0O89a WT 0 Negat?vo
BRO51 WT 0 Negativo BR115 WT 0 NegatTvo
BR060a WT 1 Negativo BR120a WT 0 Negat?vo
BR065 WT 1 Negativo BRO12 WT 0 Negat%vo
BR66a WT 1 Negativo BRO21 WT 0 Negatfvo
BR75a WT 0 Negativo BRO85 WT 0 Negativo
BR092a WT 5 Positivo BRO16 WT 0 Negtivo
BR096a WT 0 Negativo BR064 WT 0 Negativo
BR100 WT 0 Negativo BRO73a WT 0 Negat?vo
BR114 WT 0 Negativo BR032 WT 2 NegatTvo
BR116 WT 1 Negativo BRO34 WT 1 Negat?vo
BR118 WT 2 Negativo BRO36 WT 0  Negativo
BR126 WT 0 Negativo BR070 WT 0 Negativo
BR129 WT 4 Positivo BRO71 WT 1 Negativo
BR133 WT 0  Negativo BRO82a WT 0 Negativo
BR135 WT 0  Negativo BR105 WT 1 Negat?vo
BR007a WT 0  Negativo BR106 WT 1 Negatfvo
BR026 WT 0  Negativo BR112 WT 1 Negativo
BRO39b WT 1 Negativo BRI13 WT 2 Negativo
BR040 WT 0 Negativo BR119 WT 0 Negat?vo
BR047a WT 0  Negativo BR122 WT 1 Negatfvo
BR049a WT 0 Negativo BR123 WT 0 Negativo
BRO88b WT 0  Negativo BR124 WT 1 Negativo
BR093a WT 0 Negativo BR125 WT 2 Negativo
BRo%a WT 0 Negtivo WT: Wild type
BR095a WT 0  Negativo




Tabella 6.7 Methylation score: criteri per I'attribuzione del punteggio.

Gene Criteri (% di metilazione)

>20% in almeno una CpG (3-19): 1 punto

ZAP70 >40%: 2 punti

KIFIA <70% in almeno una CpG (1, 2, 3, 5, 6, 7) 0 <30% nella CpG 4: 1 punto
FLII ;218221;1 ;Lmn:ino una CpG (2-5): 1 punto

MiR124 >40% in almeno una CpG (2, 3): 1 punto

MiR363 <70% nella CpG 1 0 <80% in almeno una CpG (2, 3, 4): 1 punto

MAGEC2 <70% in una CpG (7, 8, 9, 10): 1 punto

Methylation score : punteggio totale

positivo (suggestivo di carcinoma) > 3 punti




Discussione

Nello studio precedente, un algoritmo basato sull’analisi mutazionale di 7253 e il pattern di
metilazione di 4 geni aveva permesso di differenziare biopsie istologiche di FOSCC da controlli
sani e infiammatori con un’accuratezza del’97% (Renzi et al, 2019).

In questo studio si & valutata la possibilita di ricercare alterazioni genetiche ed epigenetiche a
partire da campioni ottenuti mediante una tecnica non invasiva: il brushing orale. Questa
metodica ha gia prodotto risultati promettenti nella diagnosi precoce del HOSCC e, se
applicabile nel gatto, potrebbe portare a un significativo vantaggio nell'identificazione di
sospette lesioni neoplastiche prima che raggiungano un’estensione tale da non poter essere pit
gestite efficacemente dal punto di vista terapeutico.

L’identificazione di mutazioni a carico di 7P53 si ¢ confermata anche in questo studio un
marker affidabile, con un 100% di concordanza tra brushing e biopsie, pur con un valore di
VAF inferiore nei brushing, a suggerire in questi ultimi una maggiore diluizione delle cellule
neoplastiche, verosimilmente dovuta alla presenza di cellule normali di sfaldamento. Anche in
questo studio tuttavia, cosi come nei due precedenti, le mutazioni di 7P53sono state riscontrate
solo in una parte dei casi, per cui esiste una percentuale di FOSCC variabile dal 30 al 50% che
non presenta mutazioni negli esoni indagati. L’identificazione di questi casi ¢ quindi vincolata
al rilevamento di anomalie nel pattern di metilazione, che pero in questo studio ha fornito
risultati maggiormente variabili.

Oltre ai geni gia indagati, abbiamo testato il potenziale diagnostico di altri 7 geni le cui vie
molecolari hanno mostrato disregolazioni importanti in precedenti studi sul FOSCC e/o sulla
controparte umana. In particolare, i geni inclusi nel nuovo pannello diagnostico sono stati:

- RBI (Retinoblastoma). La disregolazione della proteina codificata da questo importante
oncosoppressore (pRb), ¢ stata riportata nel FOSCC, e diversamente da quanto noto nel
carcinoma squamocellulare cutaneo del gatto e nel HOSCC, non sembra essere associata
all'infezione da Papillomavirus. Inoltre, il gene Retinoblastoma umano ¢ risultato

ipermetilato nel HOSCC (Mascolo et al, 2012; Supsavhad ef al, 2016b)
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CELSR3 (Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3). Da un’analisi integrata dei
dati depositati sul Cancer Genome Atlas (TCGA), questo gene ¢ risultato essere un
promettente biomarker nel HOSCC e in altri tumori umani, in quanto caratterizzato da
una “tripla evidenza” di alterazioni (espressione proteica, mutazioni somatiche e
metilazione del DNA) (Fan et al, 2019).

EGFR. La disregolazione del recettore tirosinchinasico EGFR puo promuovere lo
sviluppo neoplastico influenzando la proliferazione cellulare e 'angiogenesi, e la sua
sovraespressione & stata riportata nel FOSCC (Bergkvist et a/, 2011).

PDPN. La podoplanina ¢ una glicoproteina transmembrana la cui sovraespressione pud
favorire I'invasione metastatica dei vasi linfatici e sanguigni da parte delle cellule
neoplastiche (Chang et al, 2015; Gissi et al, 2018). Nella leucoplachia orale dell'uomo,
'espressione di podoplanina é stata associata al rischio di evoluzione in HOSCC (Gissi
etal,2018). L’espressione di questa proteina ¢ stata documentata anche nel FOSCC (Itai
etal,2017).

Ppl6/CDKN2A. La proteina pl6 inibisce la proliferazione cellulare regolando la
funzione della proteina pRb (Foulkes et al, 1995). Puo essere sovraespressa nel FOSCC,
con diversi pattern di immunoreattivita e meccanismi molecolari probabilmente
differenti dal’HOSCC, in cui ¢ considerata un marker indiretto dell'infezione da
Papillomavirus (Munday et a/, 2019a). Inoltre, I'ipermetilazione del promoter di questo
gene, associata ad un suo silenziamento, puo essere presente sia nelTHOSCC che in
lesioni orali preneoplastiche dell'uomo, suggerendone una potenziale utilita come
marker precoce di trasformazione maligna (Mascolo et al, 2012).

CDHI. Questo gene codifica la Caderina E, una glicoproteina transmembrana
fondamentale per la preservazione dell’adesione intercellulare e della polarita delle
cellule epiteliali. L’assenza o la sotto-espressione di Caderina E possono favorire
I'invasivita delle cellule del’HOSCC. Molti studi hanno evidenziato ipermetilazione di
CDHI] in questa neoplasia umana (Foschini et al, 2008; Mascolo et al, 2012). Nel
FOSCC l'espressione di Caderina E sembra essere mantenuta, anche se sono stati

valutati pochi casi, ed anomalie della metilazione potrebbero comunque precedere
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alterazioni proteiche o modulare I'espressione di isoforme differenti (Cheng et aZ, 2004;
Harris et al, 2019).

- MIR363. Questo gene codifica per il microRNA MiR363, che ha come target il gene
PDPN regolandone negativamente 'espressione. Uno studio ha riportato che in casi di
HNSCC associati a metastasi linfonodali, MiR363 era sottoregolato tramite
I'ipermetilazione del promoter, determinando sovraespressione di podoplanina e

favorendo I'invasivita e la formazione di metastasi (Sun et al, 2013).

Di questi tuttavia, solo MiR363 ¢ risultato differenzialmente metilato nei FOSCC rispetto ai
controlli. Dei geni indagati nello studio precedente, soltanto i 4 gia inclusi nell’algoritmo
sviluppato in precedenza (FLII1, MiR124-1, KIFIA and MAGEC2) hanno confermato la loro
rilevanza diagnostica.

Rispetto alle biopsie, tuttavia, 'ampiezza della differenza di metilazione tra FOSCC e controlli
¢ risultata significativamente inferiore nei brushing e non costante tra caso e caso. Questo
potrebbe essere dovuto alla modalita di campionamento, che riesce ad essere meno selettivo
sulla lesione ed, essendo superficiale, corre il rischio di andare a campionare soltanto detriti
cellulari e materiale necrotico, mentre analizzando una biopsia istologica si ha la certezza di
aver campionato una significativa quantita di cellule neoplastiche. Inoltre, durante I'esecuzione
del brushing, la saliva e le cellule esfoliate in essa presenti potrebbero andare a diluire il
campione, facendo si che al DNA delle cellule neoplastiche si mescoli quello di cheratinociti
normali e, potenzialmente, DNA microbico. Questa ipotesi ¢ supportata dall’evidenza che il
numero di reads dei geni esaminati nei campioni di brushing, non era significativamente
inferiore a quella riscontrata nei corrispondenti campioni bioptici, mentre la differenza nel
pattern di metilazione osservato era significativamente inferiore; infatti in tutte le biopsie di
FOSCC ¢ stato riscontrato un pattern di metilazione alterato, mentre solo il 48% dei brushing
di FOSCC ha avuto un methylation score 23. Inoltre, la percentuale di casi con pattern di
metilazione alterato era significativamente superiore nei gatti in cui il prelievo era stato
effettuato in anestesia generale, a suggerire come un prelievo pitt mirato sulla lesione e

verosimilmente pit1 prolungato possano migliorare I'accuratezza diagnostica.
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Un altro dato non trascurabile ¢ che degli 11 casi in cui & stato effettuato un doppio
campionamento della lesione, solo il 18% ha dato risultato positivo in entrambi. Questo
potenzialmente perché il primo campionamento puo raccogliere solo materiale necrotico e
detriti cellulari, rimossi i quali il secondo campionamento puo andare a campionare le cellule
neoplastiche.

Infine, in ben il 37% dei casi in cui € stata campionata anche la mucosa orale normale lontano
dal tumore era presente un pattern di metilazione alterato; questo potrebbe essere dovuto
all’esfoliazione di cellule neoplastiche nella saliva, ma il riscontro di tale fenomeno solo in una
parte dei casi potrebbe anche essere spiegato con la teoria della cancerogenesi di campo.
Secondo questa teoria, ampie superfici tissutali esposte allo stesso insulto per un periodo
prolungato di tempo possono essere iniziate al processo di cancerogenesi; questo predispone
all'insorgenza di tumori multipli indipendenti in seguito a un evento promotore (Curtius et a/,
2018)

In diversi studi effettuati in medicina umana ¢ stato dimostrato come l'alterazione del pattern
epigenetico sia un evento molto precoce nel processo di cancerogenesi, potenzialmente pit
precoce rispetto alle mutazioni di 7P53, che infatti non sono state rilevate in nessun caso nei
brushing di mucosa orale lontano dai tumori. Questo porta a dedurre che ¢ proprio sulle
metilazioni che bisogna puntare al fine di mettere a punto un test di screening precoce. Un’altra
possibilita e che alterazioni della metilazione si verifichino nelle cellule senescenti anche se non
neoplastiche e che pertanto possano essere riconducibili ad un evento aspecifico legato all’eta
avanzata dei pazienti, ma il fatto che non siano state trovate in modo significativo nei gatti del
gruppo di controllo (che non avevano un’eta mediana di molto inferiore) ci porta a considerare
questa ipotesi meno probabile.

Un ulteriore dato incoraggiante ¢ che rarissimi casi del gruppo di controllo abbiano mostrato
alterazioni, evidenziando una elevatissima specificita del test. Cio permette di ipotizzare che
nella maggior parte dei casi le infiammazioni croniche non vadano ad alterare in modo
significativo il metiloma e questo ci fa ben sperare sulla possibilita di riuscire a identificare le
lesioni neoplastiche in fase iniziale differenziandole in modo efficace da lesioni che

morfologicamente potrebbero risultare del tutto simili, come un granuloma piogenico o una
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lesione ulcerativo-iperplastica gengivale nel contesto di forme infiammatorie croniche.
Neppure i sarcomi, secondo tumore orale piu frequente nel gatto, hanno mostrato la presenza
di alterazioni dei geni esaminati, confermando la selettivita di queste alterazioni per il FOSCC.
Alla luce di questi dati promettenti, la rilevazione del methylation score nei FOSCC resta
tuttavia un punto critico, soprattutto nel sottogruppo di FOSCC che non presenta mutazioni di
TP53, la cui identificazione da brushing risulta meno problematica. Il fatto che nelle
corrispondenti biopsie il methylation score sia risultato efficace ci porta a ipotizzare che i limiti
della metodica siano in gran parte legati all'esecuzione delprelievo. Da questo punto di vista, la
collaborazione del paziente sembra essere critica ed e tanto piu limitata quanto piu la lesione ¢
estesa e dolente. Una lesione piu precoce puo essere da un lato piu difficile da campionare
perché piu piccola, ma il paziente potrebbe essere maggiormente collaborativo. Il fatto che la
tecnica sia piu efficace in anestesia puo essere considerato un limite per una metodica di
screening, ma tutto sommato ¢ solo durante un’anestesia generale che la bocca di un gatto puo
essere ispezionata accuratamente, permettendo l'identificazione di lesioni potenzialmente
neoplastiche. I prelievi potrebbero pertanto essere effettuati durante le sedute di detartrasi, a
cui frequentemente vengono sottoposti i gatti anziani. Ulteriori accorgimenti per potenziare la
sensibilita della metodica possono essere quelli di effettuare sempre un doppio prelievo o
utilizzare cyfobrush con un elevato numero di setole e, in assenza di anestesia, eseguire il

prelievo previo efficace contenimento dell’animale.
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