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1- INTRODUZIONE



| tumori della ghiandola mammaria sono la piu comureoplasia della cagna e
rappresentano un gruppo altamente eterogeneo miniedi morfologia e di
comportamento biologico (Nerurketral., 1989; Ruttemast al., 2001).

Circa la meta dei tumori mammari del cane sono idengti maligni, pertanto
I'identificazione di indicatori prognostici affiddbdiventa essenziale al fine della
valutazione di rischio soggettivo in seguito ad umgicazione clinica sfavorevole
(Misdorp, 2002; Zaidan Dagli, 2008).

Considerata la non omogenicita delle neoplasie mnemmem che risulta dalla
classificazione attualmente in uso in medicina e&eia, e le scarse indicazioni
prognostiche di tale sistema classificativo basatecamente sulle caratteristiche
morfologiche dei tumori stessi, si rende indispéiisala ricerca di una nuova
metodologia tassonomica, tale da poter offrireedkrnario uno strumento efficace
nella valutazione del comportamento biologico diwmore mammario.

Numerosi studi permettono di considerare la pdssigifidabilita di alcuni fattori
prognostici, tra questi le dimensioni del tumorestdtipo, il grado istologico e il
coinvolgimento linfonodale (Karayannopoul@t al., 2005; Misdorpet al., 1999;
Misdorp e Hart, 1976). Inoltre, in piu recente dedtura, € stato individuato un
numero sempre maggiore di ricerche di specificik@es dei tumori mammari del
cane (Zaidan Dagli, 2008), come markers di praiesne (Matoset al., 2006),
recettori ormonali (de las Mulas al., 2005), p53 e human epidermal growth factor
receptor (ERB-B2) (Leest al., 2004; de las Mulagt al., 2003), e molecole di
adesione (Gamat al., 2008a; Matost al., 2007). Tuttavia, I'esperienza clinica e
ancora limitata, e non sono sempre disponibilili@auaffidabili di studi prospettici
(Gamaet al., 2008a). Anche la medicina umana si e trovataaité a questi tipi di
problemi e da qualche anno, stante I'eterogencatiulare e molecolare dei tumori al
seno, e visto il gran numero di geni potenzialmesdvolti nel controllo della
crescita, nella differenziazione e nella morteutate, si € enfatizzata I'importanza
degli studi sulle multiple alterazioni genetichest&@matiche ricerche sui pattern di

espressione di migliaia di geni in corso di tumardizzando cDNA microarray, e la
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loro correlazione con specifiche caratteristich@atiazioni fenotipiche, hanno posto
le basi per una miglior classificazione della nespal (Alizadelet al., 2000; Perowt
al., 2000).

E’ stato infatti dimostrato, piu recentemente, ahalizzando il pattern di espressione
genica su sezioni di tumori al seno della donnamitea cDNA microarray e
hierarchical clustering (o clustering gerarchico), si € raggiunto un ben definito
“ritratto molecolare” per ogni tumore, e che talnori possono essere classificati in
sottotipi basandosi esclusivamente sulle differemzguesti patterns (Percat al.,
2000).

Tali indagini sui differenti profili genici hannavelato che il tumore al seno puo
essere considerata un’entita eterogenea (Sottiall, 2003; Perotet al., 2000), e
sono stati proposti tre maggiori sottotipi molecolal) tumori ERB-B2-
overexpressing, 2) basal-like e 3) luminal-like (&wti et al., 2007).

Data la difficile applicazione di profili di esps@ene genica come strumento
diagnostico di routine, sono stati proposti pannglmunoistochimici surrogati, che
possono potenzialmente distinguere gli stessitgatt tumori al seno (Matoet al.,
2005; Nielseret al., 2004).

L’'importanza di una nuova classificazione su baselenolare delle neoplasie
mammarie troverebbe un duplice riscontro: priméutto il possibile ruolo che ogni
sottotipo assumerebbe come indicatore prognostiidahile; secondo, alla luce
degli ottimi risultati che la terapia molecolaretiimmorale sta riscuotendo negli
ultimi anni, renderebbe ancor piu efficace un appim di tipo medico e non
chirurgico nei confronti del tumore mammario, olag un piu mirato trattamento

chemioterapico.



2- 1L TUMORE AL SENO



2.1- GENETICA E SOTTOTIPI

Nel 2007, e stato diagnosticato in tutto il mondo tumore al seno a 1.300.000
donne, e di queste 465.000 sono decedute, rendesdtale neoplasia la piu comune
e la principale causa di morte da tumore (AmeriCancer Society, 2007).

Anche se impressionanti, questi dati considerarmaricro al seno come una entita
omogenea, e la maggior parte degli autori ha caatimca ritenerli imprecisi.
Ricerche sull'espressione genica hanno infattividdiato alcuni maggiori sottotipi
del tumore al seno (Peroe al., 2000): i sottotipi luminali, che tipicamente
esprimono geni legati a recettori ormonali, e do#osipi negativi per recettori
ormonali, cioé quello positivo per il recettorelddiuman epidermal growth factor-2
(indicato da vari autori con le sigle HER2, ERB-ERBB2)/negativo per il recettore
degli estrogeni (ER) e il sottotipo basal-like. iT&ttogruppi differiscono in termini
di prognosi, ed in particolare tendenzialmente naost peggior evoluzione i due
sottotipi ormono-recettori negativi rispetto aitstipi luminali (Sorlieet al., 2001;
Sotirouet al., 2003). Questa eterogenicita ha posto le basuparimportante sfida
per la ricerca di terapie “su misura” verso sing@reienti, considerando che I'attuale
metodo di diagnosi e classificazione pecca nel ifernuna distinzione
sufficientemente accurata tra i vari tipi di negga(Rakhaet al., 2008).

Le ricerche sulle alterazioni genetiche alla basietaimori mammari cominciano a
fiorire alla fine degli anni ottanta, con partic@ariguardo nei confronti delle
strategie di diagnosi e di prevenzione. Tra quagiestudi di Callahan e Campbell
(1989) suggerirono che alcune mutazioni che fremgumeente avvengono durante
I'insorgenza di tumori primitivi al seno, coinvolgo I'amplificazione di
protooncogeni come il c-myc, il c-erbB-2, e I'int-€ soprattutto che tali mutazioni
contribuiscono ad indurre sperimentalmente tumoainmari in topi usati come

modelli per tale patologia.



Alcuni anni dopo, Lizard-Nacolet al. (1995) dimostrarono, inoltre, che
I'amplificazione di questi tre oncogeni (il c-myt,c-erbB-2/neu e l'int-2) non era
rilevabile in patologie benigne del seno, e taultati resero indispensabili ulteriori
indagini a livello molecolare delle lesioni pre-torali per una miglior conoscenza
della patogenesi dei carcinomi mammari, e contrdna anche alla ricerca del
riconoscimento di precoci biomarkers tumorali.

L’'attenzione venne quindi rivolta verso l'identidizione dei geni responsabili della
maggior parte di questi fenomeni, ed uno screend®y Siti cromosomici
frequentemente affetti da incrementi o perdite ehiglivenne il primo passo verso
I'identificazione e la determinazione del loro cmigimento nei processi tumorali
(Courjal e Theillet, 1997). L'ibridazione genomicamparata si € rivelata un metodo
molecolare citogenetico capace di individuare, m singolo esperimento, sia
squilibri genetici in tumori solidi, sia la loro mpatura su normali sviluppi in
metafase di riferimento (Courjal e Theillet, 199Tale tecnica e stata applicata in
numerosi tipi di neoplasie, incluso il tumore ah@ee ha permesso di scoprire
amplificazioni e delezioni precedentemente scombsciCourjal e Theillet, 1997).
Questo studio si baso su precedenti analisi di ifiogdione di DNA condotte con
Southern blotting, i cui risultati suggerirono diferenti sottotipi di tumore al seno
potevano essere definiti, secondo profili deriyabprio da amplificazioni di DNA.
Tale tecnica individuo tre sottotipi. Tuttavia, C@lie Theillet (1997) erano convinti
che questi gruppi erano stati definiti entro i linmerenti alla tecnica del Southern
blotting, che si riteneva in grado di perdere anghumero di eventi per i quali non
era disponibile una sonda. Questo li motivo a cetapé le loro analisi applicando la
metodica di ibridazione genomica comparata su @lotual seno precedentemente
tipizzati con il Southern blotting e di inserirlen3 sottotipi predefiniti. | risultati
ottenuti dimostrarono che vi era una buona concaaatra le amplificazioni
osservate con il Southern blotting e quelle cdoritiazione genomica comparata e,
soprattutto, fornirono una ulteriore prova dellkedta incidenza di amplificazioni di

DNA in corso di tumore al seno (Courjal e Theill€997). Una di esse, riguardava
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'ERB-B2 (da Perowet al., 2000), per il quale fu osservata una strettacaszione
con parametri clinico-patologici, suggerendo clsettotipi tumorali potevano essere
caratterizzati secondo i profili di specifiche adi@oni genomiche, ma la complessita
dei profili ottenuti con l'ibridazione genomica cparata richiedeva una integrazione
di un ancora non determinato numero di eventi genehe potessero descrivere
precisi fenotipi molecolari (Courjal e Theillet,94B).

A questo punto era chiaro che le patologie nedplasted in particolare il tumore al
seno, erano strettamente collegate ad “anomalie/eflo genetico: amplificazioni,
delezioni, mutazioni, alterazioni a livello cromasioco che si erano mostrate in grado
di determinare nelle cellule del tessuto mammatioadi verso la proliferazione in
senso neoplastico. Quello che ancora mancava papletare il quadro finora
delineato, era la possibile esistenza di una mh&ztra tali alterazioni genomiche ed
uno specifica distinzione in sottotipi.

Dopo pochi anni Peroat al. (2000) contribuirono ad inserire il tassello mame.
Nel loro studio, infatti, analizzarono i patternetipressione in campioni di normale
tessuto mammario e di tessuto neoplastico da 4®idod (36 carcinomi duttali
infiltranti, 2 carcinomi lobulari, 1 carcinoma dait in situ, 1 fiboroadenoma e 3
campioni di mammella normale). Fu preparato pesctia campione sperimentale
cDNA marcato con cromogeno fluorescente (Cy5) daNAR Tale comune
“riferimento” funse da controllo interno, la cus@essione genica di ogni campione
fu comparata.

Per raggruppare i geni sulla base delle loro a#idi pattern fu utilizzato un metodo
di hierarchical clustering. Le caratteristiche puidenti che si ottennero dai patterns
di espressione dei geni di questi tumori furono Be@mo, le neoplasie mostravano
una grande differenza nei loro pattern. Secondole taariazione era
multidimensionale, in pratica molti differenti sditgeni mostravano principalmente
pattern di variazione indipendente. Terzo, che tjuesttern avevano un ordine
dominante riflettente le relazioni tra i geni stesslazioni tra i tumori e legami tra

specifico gene e specifico tumore. Questo “ritrattwecolare” derivato dai pattern di
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espressione dei geni rivelava non solo similitudidianalogie non ancora scoperte
tra | tumori, ma in molti casi mirava ad una intetpzione biologica. Variazioni nel
grado di crescita, nell'attivita di specifici siste di comunicazione, e nella
composizione cellulare delle neoplasie erano toftemazioni che potevano essere
ottenute dalle corrispondenti variazioni nell’egsiene di specifici sottotipi di geni.

Il numero di ben definiti fenotipi molecolari osgati suggeriva che comunque si era
lontani dall’avere un quadro completo della eteragjgd dei tumori al seno. Quando
centinaia (invece di decine) di tumori saranno ttarazati, verra probabilmente alla
luce una classificazione maggiormente accurata, differenze statisticamente
significative tra parametri clinici (Perost al., 2000).Anche se presentante questo
limite, lo studio di Perowet al. (2000) aveva comunque fornito la possibilita di
identificare 4 gruppi di campioni che potevano essmessi in relazione con
differenti caratteristiche molecolari della biolagidell'epitelio mammario: in
particolare, tali gruppi erano: Recettore per gitr&geni (ER)+/luminal-like, basal-
like, ERB-B2+ e mammella normale (Peral., 2000).

Un anno dopo Sarliet al. (2001) sopperirono ai limiti che erano risaltagi favoro

di Perouet al. (2000). Essi infatti rifinirono la precedente difisazione analizzando
un maggior numero di tumori ed indagarono sul \alolinico di ogni sottotipo,
ricercando possibili correlazioni tra patterns dpressione dei geni e parametri
clinicamente rilevanti (Sarliet al., 2001). Usando un set intrinseco di geni di 456
cloni di cDNA, selezionato per identificare in mara ottimale le caratteristiche
intrinseche dei tumori al seno, analizzarono trantiierarchical clustering 78
carcinomi, tre tumori benigni e sette campioni dnnmella normale. Come si evince
dalla FIGURA 1, i tumori furono separati in due fche principali. La branca
sinistra conteneva i tre sottogruppi precedenteendefiniti da Perowt al. (2000).
Tali gruppi erano tutti caratterizzati da una basdassente espressione dellER e da
numerosi ed ulteriori fattori di trascrizione esmienel cluster luminal/ER+. I
sottotipo basal (Fig.1, rosso) si caratterizzavaup@ elevata espressione di cheratina

5 e 17, laminina, e proteina legante acido grasseentre il sottotipo ERB-B2+ (Fig.
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1, rosa) mostrava un’alta espressione di numeresi gel segmento ERB-B2. |
campioni inclusi fra il gruppo di mammella normdlég. 1, verde) esibivano la
maggior espressione di geni conosciuti per esse&gepti nel tessuto adiposo e in
altri tipi cellulari non-epiteliali. Questo ultimgruppo presentava inoltre una forte
espressione di geni dell'epitelio basale mentrebaissa quella dei geni dell’epitelio
luminale. L'aumento delle dimensioni del campiona Quindi permesso la
separazione del precedentemente definito gruppo /l&Ral, in due o
probabilmente tre distinti sottogruppi (branca d®stll gruppo dei 32 tumori
(denominati luminal A, Fig.1, blu scuro) mostragarhaggior espressione del gene
ER. Il secondo gruppo di neoplasie positive pegniduminal poteva essere distinto,
a sua volta, in due minori entita, un piccolo grmigenominato luminal B (Fig. 1,

giallo) ed un gruppo di 10 tumori chiamato lumi@a{Sgrlieet al., 2001).
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FIGURA 1. Pattern di espressione dei geni di 85 campioniimeetali rappresentati da 78 carcinomi, tre
tumori benigni, e quattro di tessuto normale, amali tramite hierarchical clustering usando 4 #&geloni

di cDNA. | campioni di tumori sono stati divisi tinque (0 sei) sottotipi basati sulle diverse esgioni di
geni. Il dendrogramma dei gruppi mostra i cinque)(sottotipi dei tumori, cosi colorati: sottotiponinal A,
blu scuro; sottotipo luminal B, giallo, sottotiponhinal C, azzurro; mammella normale, verde; bakal-|
rosso; e ERB-B2+, rosa. (da Sgeial., 2001; mod.)
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Fu soltanto nel 2003 che si arrivo al numero dieiaidi sottotipi, grazie sempre a
Sarlieet al. che contribuirono a fornirne il numero attualmemtenosciuto. Nel loro

lavoro, infatti, aumentarono ulteriormente il numati geni intrinseci da valutare
portandolo a 534, caratterizzando 115 tumori malign dimostrando che era
possibile suddividerli in un basal-like, un ERB-B2iue luminal-like (A e B), ed un
sottogruppo di mammella normale (Sgdial., 2003)(FIGURA 2

| . —
(TR T e
33 1;5 iszazzsga‘ti 5 Ezga g._f:#: i:ni “ g

glﬁn, 3323% PEzs
siIIEH!]EEHIEH'{IE}'Hﬁiilﬁ{ﬂf IEEHIEHHIHHEHHEE Eﬂh’fﬂf EH'EE 'Iiﬂ{ T 'I Iﬂii?

Luminal Subtype A ERBBZ+ Basal Subtype

FIGURA 2. Hierarchical clustering di 115 tumori e 7 campidintessuto normale utilizzando un set di geni
intrinseco di 534 cloni di cDNA (dSgrlieet al., 2003; mod.)
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2.2- DAl GENI AGLI ANTIGENI

Gli obiettivi finora raggiunti con le metodiche ddagini genomiche molecolari
avevano posto, con decisione, le basi per un divegpproccio alle neoplasie al seno,
determinando come vedremo, un forte interesse aeiranti di questo sistema
classificativo. | motivi sicuramente sono da cadlegy alle possibili implicazioni a
livello prognostico e terapeutico che tale metodesedeva, ma rimanevano ancora
delle perplessita, o meglio, dei limiti. Uno di iessa rappresentato dalle difficolta
tecniche che numerosi laboratori non attrezzatioiw specializzati, incontravano nei
confronti delle metodiche diagnostiche finora miaéite. Altro problema coinvolgeva
Il versante economico, in quanto i costi da soster@er valutare i pattern di
espressione dei geni, non sempre si rivelavansaitoie

Un sistema alternativo e piu economico poteva essensiderato una metodica
immunoistochimica “surrogata”, da utilizzare per Valutazione dei profili di
espressione (Nielsaeal., 2004).

Inoltre, 1 livelli di mRNA non sempre corrispondonad una variazione
nell'espressione delle proteine oltre al fatto tZhqualita della proteina dipende non
solo dalla quantita e dal grado di trascrizione raslazione, ma anche dalla
degradazione e dal grado di trasporto da parte dellule. In piu, i tessuti utilizzati
per valutare i profili di mRNA includono sia cekuktromali, sia tumorali. Quindi
metodiche di tipo immunoistochimico potrebbero lte@ maggiormente utili
nell'identificare lo status dell’espressione delfgoteine e la loro specifica
localizzazione (Kinet al., 2006).

Un anno dopo, Yangt al., ridefinirono la suddivisione in sottotipi, ap@iedo un
pannello di anticorpi costituito da anticorpi ardcettore per gli estrogeni (ER), -
recettore del progesterone (PR), -ERB-B2 e -citmativea 5 (CK5). | sottotipi
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tumorali furono allora cosi suddivisi a secondalad@émmunoreattivita a questi
anticorpi (Yanget al., 2007)(TABELLA 1):

* luminal A (ER+ e/o PR+, ERB-BR2-, qualsiasi CK5)

* |uminal B (ER+ e/o PR+, ERB-B22+, qualsiasi CK5)

« HER2+ (ER-, PR-, ERB-B22+, qualsiasi CK5)

« basal-like (ER-, PR-, ERB-B22-, CK5+)

* non-classificati o normal-like (negativi per tuttharkers)

ER PR ERB-B2 CK5
Luminal A + elo + - gualsiasi
Luminal B + elo + + gualsiasi
ERB-B2+ - - + gualsiasi
Basal-like - - - +
Normal-like - - - -

TABELLA 1. Suddivisione del tumore al seno in sottotipi a séeodella immunoreattivita ad un pannello
di anticorpi costituito da: recettore per gli egeni (ER); recettore per il progesterone (PR); Huma
epithelial growth factor receptor 2 (ERB-B2); citecatina 5 (CK5).
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2.3- LA SOPRAVVIVENZA BASATA
SULLA SUDDIVISIONE IN SOTTOTIPI

La ricerca di una nuova classificazione del tumakeseno e stata dettata, come
accennato in precedenza, dalla presenza di aloonti kche il corrente sistema
tassonomico possedeva. Primo fra tutti, il fatt@ ¢hle gruppo di neoplasie si e
sempre caratterizzato per una elevata eterogerestsgndo il tumore al seno un
gruppo di patologie particolarmente diverse in tarrdi presentazione, morfologia,
profilo molecolare e risposta alla terapia (Rakhal., 2008) ed una classificazione
effettuata puramente su base morfologica non danwa a limitare le differenze che
esistono tra tumori appartenenti ad uno stessotgumit Tale disomogeneita, da un
lato potrebbe rivelarsi fattore di poco conto, seamsidera il problema soltanto dal
punto di vista tassonomico, ma si rivela di enoimportanza se applicando una
classificazione ci si pone come obiettivo quello fdirnire indicazioni sul
comportamento biologico della neoplasia.

Furono Sgarlieet al. che nel 2001 cercarono delle possibili implicaziolniche
legate alla suddivisione in base ai profili gendmessi infatti eseguirono delle
analisi di sopravvivenza comparate tra i sottogg@r quello che riguarda la
sopravvivenza globale ed il tempo “libero da readio di relapse free (FIGURA 3)
La curve di Kaplan-Meier mostravano una elevatdemdhza significativa nella
sopravvivenza globale tra i sottotipi, ed in paface i sottotipi basal-like ed ERB-
B2+ si dimostrarono associati a tempi di soprawvaeeridotti (FIGURA 3A). Simili

risultati si ottennero per quel che riguardavampo di relapse free (FIGURA 3B).
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FIGURA 3. Analisi del tempo di sopravvivenza globale e dapsle free di 49 pazienti con tumore al seno,
classificati in base alla differente espressiormdage (A) Sopravvivenza globale e (B) tempo di RESE
FREE (da Sgrliet al., 2001; mod.)

In uno studio successivo si indagd anche se gfissteottotipi potessero essere
associati a differenze significative nelle curvekdiplan-Meier riguardo al tempo di
sviluppo di metastasi (Sgrliet al., 2003). Come mostrato in FIGURA 4, la
probabilita di rimanere in condizioni di diseaseefr erano significativamente
differenti tra i sottotipi; pazienti con tumori deipo luminal A vivevano

considerevolmente pit a lungo prima che sviluppasgmtologie metastatiche,
mentre i gruppi basal-like ed ERB-B2+ esibivanointervallo di tempo libero dalla

patologia moto piu breve (Sgrkeal., 2003).
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FIGURA 4. Curve di Kaplan-Meier per il tempo di sviluppo detastasi in pazienti suddivisi a seconda del
sottotipo molecolare (da Sgrieal., 2003; mod.)

Le differenti classi molecolari di tumore al sensibé&/ano inoltre una diversa
sensibilita alla chemioterapia preoperatoria. Itatiti basal-like ed ERB-B2+
avevano il piu alto indice di completa remissio@R] patologica: 45%; i tumori
luminal e normal-like invece possedevano il piusoagrado di CR patologica: 6% e
0% rispettivamente (Rouziet al., 2005). Questi risultati indicarono che le diffetie
classi tumorali non erano diverse soltanto in tarndi prognosi ma mostravano
differenze anche per quel che riguarda la sensibdi protocolli chemioterapici,
infatti i sottotipi basal-like ed ERB-B2+ sono iisii maggiormente sensibili a
protocolli che includevano paclitaxel e doxorubécmmspetto ai luminal ed ai normal-
like (Rouzieret al., 2005).

Oltre alla sopravvivenza globale, al tempo di retfree, al tempo di sviluppo di
processi metastatici e alla risposta a specifiotqmolli chemioterapici, si € cercato
anche di determinare se i sottotipi molecolari ma&no recidive preferenziali in
organi distanti. Si scopri cosi che, analizzandeghme tra sottotipi e dati clinici, la

localizzazione delle recidive distanti non era rihsiita casualmente (Smid al.,
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2008). I risultati di questo studio sono riporiatTABELLA 2, dove si puo osservare
come l'incidenza di recidive a livello osseo rigdarin maniera predominante |
sottotipi luminal, mentre per quel che riguardegivello si assiste ad una prevalenza
di basal-like; infine, una recidiva pleurica, andeerara, € stata descritta solo per il

gruppo dei luminal.

SOTTOTIPO SITO DI RECIDIVA

OSSA POLMONE FEGATO CERVELLO PLEURA TOTALE

LUMINAL B 26 11 2 1 5 45
LUMINAL A 22 2 4 1 5 34
ERB-B2+ 14 4 6 3 0 27
NORMAL 4 1 2 1 1 9
Bﬁi’é'-' 5 12 4 8 1 30
TOTAL 71 30 18 14 12 145

TABELLA 2. Frequenza del sito di recidiva dei sottotipi moladgda Smidet al., 2008; mod.)

Per caratterizzare ulteriormente e per comprendernseglio i sottotipi individuati,
Hu et al. (2006) cercarono di determinare se potesse esigtéassociazione tra gli
stessi sottotipi ed il grado, lo status linfonodaleprofilo degli ER, l'eta e le
dimensioni del tumore in un set di test combiriagi.analisi di tabelle di contingenza
a due vie hanno mostrato una significativa assmriaztra il grado e il sottotipo, in
particolare i tumori ERB-B2+/ER- e basal-like ergmmevalentemente appartenenti a

neoplasie di terzo grado (TABELLA 3).
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SOTTOTIPO
LUM A LUM B ERB-B2+ BASAL-LIKE
(#di pazienti) (#di pazienti) (#di pazienti) (#di pazienti)
GRADO
1 29 2 0 1
2 45 26 16
3 15 32 21 67

TABELLA 3. Associazione tra grado istologico e sottotipo inset di test combinato di 315 campioni.
p<0.0001. (da Het al., 2006; mod.)

Altre analisi di tabelle di contingenza a due varhanno evidenziato associazioni
significative tra lo status linfonodale ed il sopo (p=0.44), associazioni riscontrate
invece tra il profilo degli ER e sottotipo (p<0.dQCe tra le dimensioni del tumore ed
il sottotipo (p=0.01). Come ci si aspettava, | tumBR+ erano rappresentati
prevalentemente da Luminal A e Luminal B (Hai al., 2006). Per determinare un
legame tra eta e sottotipo, venne utilizzato uh ttes Student, per comparare I'eta
media di diagnosi di ciascun sottotipo tumoralesuRato interessante, fu quello di
notare che I'eta media di diagnosi di tumori ERB*BZR- era significativamente
minore rispetto a quella degli altri sottotipi. tdemedia di diagnosi dei Luminal A
era significativamente maggiore di quella dei Luahid (Huet al., 2006).

Pazienti con tumore al seno con lo stesso profagribstico e prognostico possono
avere esiti clinici marcatamente differenti (Saiiriet al., 2003). Queste differenze
sono probabilmente determinate dai limiti presemtquesta classificazione, nella
guale vengono inseriti gruppi di patologie distirgtelivello molecolare in classi
cliniche basate unicamente sulla morfologia (Smiir2003).

Inoltre, le differenze molecolari tra i sottotipinborali sono spesso accompagnate da

differenti caratteristiche cliniche, come variazistatisticamente consistenti nel
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tempo di relapse free e nella sopravvivenza geméfdizadehet al., 2000; Sarliest
al., 2001).

Quindi, la maggiore utilita che la classificaziopffettuata inizialmente su base
genomica, e poi adattata per motivi pratici e en@ificare le indagini diagnostiche
utilizzando pannelli immunoistochimici surrogati,i $oteva ascrivere alle
implicazioni cliniche offerte da tale sistema. tineipale obiettivo nel campo della
genomica tumorale e infatti quello di provare gaisdere alle importanti domande
del clinico su quale tumori avrebbero attitudingeggsive, quali tumori resterebbero
Inattivi, quali pazienti necessiterebbero e mentedhpie sistemiche e quali tipo di
farmaci dovrebbero essere usati (Sarlie, 2004).

Applicando la nuova classificazione si € raggiunto importante risultato, si e
arrivati ad una stabilitd, una omogeneita ed unaitardel ritratto molecolare fornita
dall’analisi dell'espressione dei pattern dei génfatti, questi ritratti rappresentano
fedelmente il tumore stesso, e non semplicementearticolare campione del
tumore, in quanto e possibile riconoscere un patleespressione caratteristico di un
tumore in campioni indipendenti (Sarlie, 2004).

Si e accennato in precedenza al legame che ungsaiddivisione in sottotipi
molecolari all'applicazione di specifici protoadirapeutici, realizzati a seconda del
gruppo molecolare individuato. A tale proposito sesio numerosi studi in
letteratura, in cui si cerca di dimostrare l'effiGadi combinazioni di chemioterapici
sui sottotipi di carcinoma al seno, in particoldiedtenzione si € rivolta verso le
categorie piu aggressive, come i tumori basal-liullan e Millikan (2007),
considerata la forte sovrapposizione tra questopgpudi tumori con quelli
presentanti mutazioni a livello di BRCA segnalata &grlie et al. (2003),
Ipotizzarono che tali alterazioni molecolari potvelo essere sfruttate per delineare
specifiche terapie. Lo stretto legame dei basal-kkdei tumori con mutazioni del
BRCAL e con l'espressione dellEGFR suggerirebbe gh inibitori del’lEGFR-
tirosina chinasi potrebbero costituire una validazione terapeutica per questo

sottotipo di tumore al seno (Mullan e Millikan, 200 Un altro fattore che viene
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preso in considerazione da Mullan e Millikan (2Q0¥)a presenza del recettore c-kit
tirosina chinasi (CD117). Tale marker é segnalatassociazione con un particolare
sottotipo di tumore basal-like, denominato carciaoadenoide cistico del seno,
dimostratosi estrogeno-, progesterone-, ed ERB-@&fativo (Azoulayet al., 2005).

Il c-kit e stato sfruttato, precedentemente, peaetapia dei tumori gastro-intestinali
stromali (GIST), in virtu del fatto che tali neopla mostravano una elevata
sensibilitd e risposta clinica all'imatinib/Gleeydanibitore della tirosina chinasi
specificatamente progettato contro la chinasi btrialla leucemia mieloide cronica
(Mullan e Millikan, 2007). Tuttavia, I'efficacia tle-kit come bersaglio nella terapia
del tumore al seno basal-like, o il suo ruolo camagker predittivo di una risposta
terapeutica rimangono ancora soltanto delle ipotgal momento che i risultati
dipenderebbero in grande misura dalla prevalenka-ke nei basal-like, dubbi che
si sollevano anche sul ruolo del c-kit stesso nellagressione della patologia
(Mullan e Millikan, 2007).

Numerose ulteriori alterazioni molecolari associat i basal-like offrono delle
opportunitd per nuovi approcci terapeutici. La garadlel gene onco-soppressore
della fosfatasi-tensina omologo (PTEN), e statartgia come un comune evento nei
tumori al seno negativi per 'ER e 'ERB-B2 (Sahhl., 2005; Yehielyet al., 2006).
Cio suggerisce che la perdita del controllo sulidel segnale PI3K/AKT (rete di
trasduzione di segnali di sopravvivenza e proldenae cellulare e progressione
tumorale) potrebbe essere alla base dell’aggréssiel fenotipo basal-like, trattabile
quindi con inibitori del PI3BK/AKT (Mullan e Millika, 2007). Inoltre, il 45% dei
basal-like esprime anche una piccola heat-shockeiprola af-cristallin, un
predittore indipendente di scarsa sopravvivenzay@vioet al., 2006). Una elevata
espressione dellaf-cristallin conduce ad un aumento del fenotipo traley una
maggiore migrazione ed invasione cellulare e pgrdeall’attivazione del MEK
(Moyanoet al., 2006). La via PI3BK/AKT sembra essere anche dttida una elevata
espressione dellap-cristallin (Moyanoet al., 2006), proteina dimostrata essere
coinvolta nell'inibizione dell’apoptosi attraversnterruzione del meccanismo di
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attivazione della morte cellulare, inibendo l'aséttvone della caspasi 3 (Mullan e
Millikan, 2007). Molto interessante e il fatto cigé inibitori del MEK bloccano il
fenotipo ap-cristallin e potrebbero quindi rappresentare upnpattente segnale
interferibile farmacologicamente (Moyaebal., 2006).

Probabilmente il marker predittivo maggiormentadafibile nei carcinomi basal-like
potrebbe essere I'espressione dei livelli di BRCMullan e Millikan, 2007). I
BRCAL e considerato un importante fattore sia pecHemioterapia danneggiante il
DNA ed i microtubuli, sia per studi preclinici argti (Mullan et al., 2006).

La presenza di mutazioni del BRCA1 nelle neoplaseslice una miglior risposta ad
una chemioterapia danneggiante il DNA, come unamabterapia basata su
antracicline (Delalogeet al.,2002). In contrasto, modelli preclinici hanno rmati
che la presenza di BRCA1 wild-type, conferisce areygiore sensibilita ad agenti
danneggianti i microtubuli, come paclitaxel ed &lch della vinca (Quinnet al.,
2003). Una minor espressione del BRCA1 (come nmiotu basal-like) potrebbe
conferire una risposta alla chemioterapia simitgiella dei tumori con mutazioni del
BRCA1 (Mullan e Millikan, 2007).
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2.4- LIMITI DELLA CLASSIFICAZIONE

L’'importanza biologica di questa classificazione caincentrava quindi su due
importanti osservazioni: primo, la possibilita didslividere ogni tipo di tumore in
gruppi caratterizzati da distinti profili dei gene secondo, il fatto che tale
classificazione apporta informazioni prognosticBgr{ieet al., 2006). Queste analisi,
tuttavia possiedono un limitato valore nei riguatdlla risposta terapeutica attesa in
singoli pazienti. Un fattore prognostico € tradimtmente associato con la
sopravvivenza globale e il tempo di disease-freea@senza di terapia sistemica
adiuvante) mentre un fattore predittivo, prediceidposta, o meno, ad un particolare
trattamento (Lonning, 2003). Anche se sono statlividuati numerosi fattori
prognostici del tumore al seno, nessun fattoreifpiramlé stato finora universalmente
riconosciuto, con l'eccezione del recettore pesttegenoa ed il recettore del
progesterone, nei confronti di una terapia endacan’ERB-B2 per il trattamento
con trastuzumab (Sarlet al., 2006). In risposta a questo limite, Sgdial. (2006),
provarono a verificare se si potevano identificpeaticolari espressioni di geni
associate ad una risposta o0 a resistenza verswehaiaterapia. Tuttavia utilizzando,
multipli e diversi metodi di analisi, non riuscimm caratterizzare un profilo di geni
che fosse altamente accurato nel determinare tumérifarmaco-sensibili, né
farmaco-resistenti. | sottotipi molecolari eranarsamente correlati con la risposta,
In particolare | tumori luminal A mostravano un sasasso di progressione tumorale
mentre i luminal B trattati con doxorubicina esdro un alto grado di progressione
della patologia. In conclusione, non si riusci enaltrare finora che i profili di
espressione dei geni potevano essere usati pargeah accuratezza una risposta
alla chemioterapia (Sarlet al., 2006).

Questi risultati indicano che analisi di campiondoensioni relativamente piccole e

con incompleta validazione non possono rivelardilpai geni con un sufficiente
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potere predittivo tale da essere di ausilio petlitico e suggeriscono che analisi
genomiche che utilizzano microarray potrebbero awsogno di un approccio
differente che comprenda ipotesi funzionali (Legniet al., 2005) per la
determinazione della sensibilita ad una terapiali€Set al., 2006).

Oltre al problema dei campioni di piccole dimensiam ulteriore problema in questo
ambito risiede nella riproducibilita dei patternadipressione dei geni (Peppercetrn
al., 2008). Differenti metodiche di processazione t@sisuto possono determinare
diversi pattern di espressione (Reis-Filiaal., 2006). Un esperimento condotto su
analisi volte a predire la risposta alla terapian damoxifene ha rivelato che
I'espressione di diversi geni era differente a sdeoche il campione era stato
ottenuto tramite laser capture microdissection opgwocessando l'intero tessuto
(Ma et al., 2004). Tali variazioni potrebbero rivelarsi mofim che un problema, nel
tentativo di definire uno specifico piccolo sottsigme di geni che predica una valida
prognosi, rispetto agli intenti di definire una gn@si o una risposta ad una terapia
basata su sottotipi molecolari definiti dall'esmiese di centinaia di geni (Regtlal.,
2005).

Ulteriori difficolta risultano dai complicati metodtatistici adottati per analizzare
I'espressione dei geni. Infatti i modelli predittproposti in assenza di una rigorosa
valutazione statistica o una validazione esternayrabbero essere considerati
solamente come contributi ipotetici, non sufficeanente dimostrati per incidere
sulla pratica clinica (Peppercoenal., 2008).

Un altro motivo di dibattito, riguarda la definine dei carcinomi basal-like.
Numerosi autori definiscono i basal-like come ‘feimegative”, alla luce della loro
triplice reazione negativa ai marcatori PR, ER, RBEB2. Irvin e Carey (2008),
tuttavia, sostengono che tali entita siano diffarenfatti, anche se la maggior parte
dei tumori triple-negative vengono raggruppatiitcarcinomi basal-like (Nielseet
al., 2004), essi non sono sinonimi. |l termine “triptegative” si basa su prove
cliniche nei riguardi di ER, PR e ERB-B2, mentreashl-like” si riferirebbe al

fenotipo molecolare (Irvin e Carey, 2008). Anchelaemaggior parte dei tumori
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triple negative possiede un profilo di espressibasal-like e quasi la totalita dei
basal-like risulta triple negative, entrambe leegatie hanno fino al 30% di
discordanza (Kreikest al., 2007; Bertucciet al., 2008). Se l'analisi dei profili di
espressione utilizzando geni intrinseci viene aersito il gold standard per
I'identificazione dei tumori basal-like, si potreblasserire che la maggior parte dei
basal-like risulterebbe negativa per I'espressideierecettori ormonali e 'lERB-B2.
Tuttavia, in due studi nei quali veniva analizzéapressione dei recettori ormonali
in neoplasie classificate secondo una lista di gennseci, I'espressione del ER era
osservata dal 5% al 45% dei tumori basal-like (Radlal., 2008). Inoltre, Rouzieat

al. (2005), hanno dimostrato che il 14% dei basa-8kprimeva anche 'ERB-B2.
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3-1L TUMORE MAMMARIO
DELLA CAGNA
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3.1- CENNI GENERALI

Le neoplasie mammarie rappresentano la meta dii tiwinori della cagna, circa il
40-50% di esse viene considerata maligna (Benjatrah, 1999; Bergtet al., 1995;
Ruttemanet al., 2001) ed occupano il secondo posto, dopo qualienee, tra i piu
comuni tumori del cane (Moulton, 1990). L'incidengaestremamente elevata in
guelle aree dove una precoce ovariectomia delleec§yima dei due anni) non viene
eseguita come pratica clinica di routine (Pereznadeet al., 2000). Il tasso di
incidenza annuale in femmine non sterilizzate é tostatimato essere
approssimativamente di 260/100.000 animali a regcdecondo uno studio condotto
in California (Dornet al., 1968). Sono primariamente colpite cagne di mezagin
media dai 9 agli 11 anni) ed un aumento dell'inoikesi ha a partire da circa 6 anni
(Perez Alenzat al., 2000).

Esiste molto disaccordo per quello che riguardadiagnosi delle neoplasie
mammarie, per le quali sono state proposte numeotagsificazioni su base
morfologica (Cotchin, 1958; Fowlet al., 1974; Hampe e Misdorp, 1974; Monlaix
al., 1977; Moulton, 1990); questa carenza di una nera&ra standardizzata su base
Istogenetica ha notevolmente complicato la valotazicomparata dei risultati di
studi sul comportamento biologico di tumori maliged in particolare quelli di
origine epiteliale (Benjamiat al., 1999).

Varie prove sono state effettuate per la ricercdattori prognostici in patologie
maligne della ghiandola mammaria, come l'uso dcdjme sistemi di classificazione
morfologica e di stadiazione (Gilbertsehal., 1983; Fowlert al., 1974; Misdorp e
Hart, 1976), valutazione di parametri a livello @NA cellulare (Hellménet al.,
1993; Hellménet al., 1988), conta delle regioni dell'organizzatore leotare
(Bostocket al., 1992; Bratulicet al., 1996) ed espressione di oncogeni (Ahetral.,
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1996; Schafeet al., 1998). Anche se alcuni di questi approcci hannwosdtrato dei
chiari legami tra variazioni morfologiche o molemol e grado di malignita del
carcinoma mammario, nessuno di questi sistemi rsvedato di ampio utilizzo da
parte della comunita di diagnostica patologica {(8@m et al., 1999).

Un efficace trattamento a seguito di una accurderpestiva procedura diagnostica
si dimostra di primaria importanza per questo twenoMediante intervento
chirurgico, circa il 48% dei cani muore o vienetgpbsto ad eutanasia anche entro 1
anno dopo la chirurgia, a causa della recidivalla @iffusione metastatica (Graham
e Myers, 1999). Nonostante le approfondite ricensbkecampo clinico-patologico,
molto poco si conosce sulla prognosi e sulle calsetumori mammari del cane
(Benjaminet al., 1999). Anche le piu minuziose metodiche clinieh@atologiche
Sono soggette a numerosi errori, oltre al fattolengiagnostica per immagini non si
rivela sensibile ad un precoce sviluppo neoplagtfapovet al., 1997).

Si rende quindi necessario un accurato supportgnosiico per I'identificazione di
animali ad elevato rischio (Lestal.,, 2004).
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3.2- LA CLASSIFICAZIONE

Esistono numerosi sistemi di classificazione igj@a per i tumori mammari maligni
del cane (Fowleet al., 1974; Gilbertsoret al., 1983), ma, nonostante i numerosi
tentativi fatti nell’ultimo trentennio per modifioa I'originaria versione proposta
dalla World Health Organization (WHO) nel 1974, noa ancora trovato unanime
consenso (Marcato, 2002).

L'ultima classificazione della WHO, che e l'unica&cattata e riconosciuta dalla
maggior parte dei patologi (Hampe e Misdorp, 19@4tata recentemente sostituita
da una nuova, la WHO-IHCTDA (World Health Organiaat - International
Histological Classification of Tumors of Domesticnifnals-1999) (FIGURA 5)
(Misdorpet al, 1999).

Il valore di questi sistemi classificativi vienabilito nei riguardi della possibilita di
predirre il comportamento biologico dei tumori ays#o dell’escissione chirurgica
(Perz Alenzaet al., 2000).
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1. Tumori maligni 2. Tumori benigni

1.1 Carcinoma non infiltrante (in situ) 2.1 Adenoma
1.2 Carcinoma complesso 2.1.1 Adenoma Semplice
1.3 Carcinoma semplice 2.1.2 Adenoma complesso
1.3.1 Carcinoma tubulo-papillare 2.1.3 Adenoma basaloide
1.3.2 Carcinoma solido 2.2 Fibroadenoma
1.3.3 Carcinoma anaplastico 2.2.1 Fibroadenoma a bassa cellularita
1.4 Tipi speciali di carcinoma 2.2.2 Fibroadenoma ad alta cellularita
1.4.1 Carcinoma a cellule fusate 2.3 Tumore misto benigno
1.4.2 Carcinoma squamoso 2.4 Papilloma duttale

1.4.3 Carcinoma mucoso . . .
3. Tumori non classificati
1.4.4 Carcinoma a cellule ricche i

lipidi 4. Displasie e iperplasie mammarie
1.5 Sarcomi 4.1 Iperplasia duttale
1.5.1 Fibrosarcoma 4.2 Iperplasia lobulare
1.5.2 Osteosarcoma 4.2.1 Iperplasia epiteliale
1.5.3 Altri sarcomi 4.2.2 Adenosi
1.6 Carcinosarcoma 4.3 Cisti

1.7 Carcinoma o sarcoma in tumore benigio 4.4 Ectasia duttale

4.5 Fibrosi focale (fibrosclerosi)

4.6 Ginecomastia

FIGURA 5. Classificazione istologica delle displasie e nesiplanammarie della cagna secondo la WHO-
International Classification of Tumours of Domegiitimals (da Misdort al., 1999).
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3.3- PROBLEMATICHE DI
CLASSIFICAZIONE

| problemi connessi alla classificazione dei tumorammari sono molteplici e
pOSsSoNno essere cosi riassunti (Marcato, 2002):
1. vi e spesso una promiscuita di aspetti istologferibili a displasie, tumori
benigni e maligni, che talvolta rendono difficiledatto inquadramento dei casi
In un solo gruppo;
2. non sempre e delineabile una chiara distinzionespetti benigni e maligni;
molto spesso la partecipazione del mioepitelioltod#roma crea “isolamenti”
di cellule epiteliali tali da mimare I'aspetto dimori infiltranti;
3. non é sempre disponibile la validazione prognodtielacriterio classificativo
utilizzato.
Il primo punto é relativo alla biologia del tumaremmario della cagna in cui sono
frequenti espressioni contemporanee della progmessneoplastica. Questo punto
non e insormontabile in quanto tra le raccomandaziell’'ultima versione della
WHO-IHCTDA 1999, vi € quella di considerare, aiifaell’inquadramento della
lesione, I'aspetto istologico piu grave (malignib@nignita>displasia) o a parita di
gravitd quello maggiormente rappresentato. Circaeitondo punto, nella dubbia
distinzione tra lesione benigna e maligna, vienecomandato di focalizzare
I'attenzione sull'esistenza di invasivita, di foabdi necrosi, sul pleomorfismo, sul
grado istologico, sulla quantita di mitosi. Circhtérzo punto, la raccolta di
abbondanti dati per la validazione prognosticatigel di classificazione impiegata ha
permesso l'elaborazione della WHO-IHCTDA-1999 riptet in FIGURA 5
(Marcato, 2002).
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Altri problemi sono connessi all’'uso di individuariteri diagnostici patologici, per
cui la proporzione dei tumori maligni mammari delne varia dal 26% al 73%,
secondo studi differenti (Perez Aleratal., 2000).

Quindi, anche se l'attuale classificazione si elata utile nel tentare di creare ordine
in una delle neoplasie piu complesse dal puntastia diagnostico, rimangono ancora
dei dubbi sulle reali indicazioni prognostiche tale sistema offre al clinico.

Il tipo istologico di tumore viene considerato, atif, un dato che riveste minore
importanza come parametro prognostico rispetto dilmensioni ed al grado
(Kurzman e Gilbertson, 1986; Misdorp e Hart, 19P&rodi, 1983). Anche se i
sarcomi possiedono una peggiore prognosi rispettareinomi semplici, cosi come i
carcinomi semplici rispetto ai carcinomi complesbicoinvolgimento linfonodale
risulta molto piu importante che il tipo istologjcoonfermando I'alta influenza che
ha l'invasivita sulla sopravvivenza (Parodi, 1983).

Altre perplessita sulla classificazione del WHO mgingono nei confronti delle
neoplasie con coinvolgimento e proliferazione deébenpitelio, i cosiddetti tumori
complessi e misti.

Uno studio di Benjaminet al. (1999), basato su indagini del Collaborative
Radiological Health Laboratory (CRHL) alla Coloradaiversity, dal 1964 fino agli
inizi del 1990, condotte su osservazioni per tlataurata della vita di 672 Beagle
femmina, permise un’analisi straordinariamente adgitita sull'incidenza della
neoplasia mammaria per tutta la vita di ogni siagaimale, includendo anche dati
di follow-up su ciascuna lesione rimossa chirurgieate. Cio permise loro di
riclassificare i tumori epiteliali mammari con loapo di includere le caratteristiche
morfologiche ed attitudinali osservate nei canileTimetodo incorpord dei concetti
estratti sia dalla classificazione di Moulton (19%a da quella del WHO di Hampe
e Misdorp (1974), con delle sostanziali differemtad’ originale schema del WHO.
Prima fra tutte, i fibbroadenomi e i tumori mistirtgni furono separati, opponendosi
all’inclusione degli ultimi come un sottotipo daiimi. Inoltre, fu abbandonato l'uso

del termine “tumore misto maligno”, poiché esistewa certa confusione sull’'uso di
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guesta accezione. Alcuni patologi lo utilizzavamo gescrivere un tumore misto con
una singola componente maligna, epiteliale o mdserate, ed altri, inclusi Moulton
(1990) e Hampe e Misdorp (1974), per definire umdre misto in cui una o
entrambe le componenti si presentavano malignesdiema del WHO utilizzava
anche carcinosarcoma come sinonimo di tumore misébigno, nonostante la
connotazione di carcinosarcoma, implicante che ve essere coinvolte sia la
componente carcinomatosa, sia quella sarcomatasia mlassificazione CRHL, le
lesioni che possedevano una componente malignanifuonore misto vennero
denominate “carcinoma” o “sarcoma in tumore mistetmine che rappresenta una
designazione maggiormente accurata e comprensdilghe dal punto di vista del
significato biologico. Anche se questo potrebbegsuige che questi caratteri di
malignita derivino nel contesto di un tumore mibenigno, non esistono prove di
tale meccanismo patogenetico, e la piu semplicesifieazione “in tumore misto”
viene preferita a “che origina in un tumore mistGarcinosarcoma venne usato solo
per lesioni nelle quali era presente malignitanirambe le componenti, epiteliale e
mesenchimale (Benjamat al., 1999).

E’ evidente, quindi, che le indicazioni fornite dAHO per la classificazione dei
tumori mammari della cagna appaiono di indiscuibiltilita per un corretto
inquadramento tassonomico della neoplasia, marestabbi e perplessita, sia per
guello che riguarda la questione piu spinosa dstgupatologia, ovvero la presenza
della componente mioepiteliale, che frequentemeradecipa e contribuisce alla
progressione del tumore, sia per quello che coeclerrscarso valore prognostico di

tale modello classificativo.
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3.4- LA CLASSIFICAZIONE UMANA E' LA
SOLUZIONE?

Alla luce dei problemi che la classificazione dembri mammari della cagna del
WHO ha suscitato nella comunita scientifica, eevistimplicazioni, sia dal punto di
vista della diagnostica, sia per quello che rigadedinformazioni fornite al clinico
sul possibile andamento prognostico che la clasgifone su base molecolare
adottata in medicina umana offre, € senza dubb# sfida non priva di fascino,
guella di poter applicare alla patologia veteriadale modello.
Le conseguenze di un possibile utilizzo della suddine in gruppi molecolari delle
neoplasie mammarie del cane ovvierebbe alle laedgnalle carenze che il sistema
del WHO presenta. Primo di tutto, si riuscirebbimalmente a raggruppare sotto una
stessa categoria, neoplasie con diverse caratteastmorfologiche ma con
comportamenti biologici simili, evenienza che poetdbe ad una indicazione
prognostica piu immediata, anche senza la necedsitbover ricorrere ai classici
indicatori dellandamento di un tumore, come il dpa l'invasivita, lo status
ormonale e lindice di proliferazione cellulare. lISudilita ed il valore di tali
caratteristiche intrinseche della neoplasia, norsteesalcuna controindicazione
tantomeno perplessita, essendo dimostrata la fboa@a da numerosi studi presenti
in letteratura. Il contributo, quindi, che portdbebun nuovo sistema tassonomico,
risulterebbe nella possibilita di poter fornire udegnosi di tumore mammario
maligno del cane, senza dover ricorrere a valutazialvolta soggettive sulla
morfologia del tumore stesso, considerando chessp&s uno stesso campione di
mammella, coesistono aree con diversi pattern difprazione. La disomogeneita
dei tumori mammari non e quindi soltanto relatilla foro suddivisione in base alla
morfologia, ma si dimostra una caratteristica redatad uno stesso campione di
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tessuto, con coesistenza di diverse aree di diffgmeione in seno ad uno stesso
tumore. E’ abilita del patologo, quella di riuscae identificare un pattern di crescita
neoplastica prevalente, capacita indubbiamenteettvgm

La possibilita di definire un patologia neoplastica livello molecolare,
prescinderebbe dalla presenza di elementi morfalggii 0 meno riconoscibili,
oggettivando cosi l'indicazione diagnostica.

La classificazione in sottotipi su base molecolaraso in medicina umana, € inoltre
dotata di un forte valore prognostico, come risdigli studi di Sgrliest al. (2001;
2003), la sua applicazione in medicina veterinaggiungerebbe quindi un ulteriore
vantaggio: I'indirizzo diagnostico oltre ad esspie preciso sarebbe anche completo
delle indicazioni prognostiche.

Altro aspetto importante da considerare, € la mazecdinora di conoscenze sulla
carcinogenesi dei tumori mammari, ovvero da cheldgpa cellulare derivino le
neoplasie della mammella.

| tipi cellulari che hanno parte importante da soln associazione nel caratterizzare i
diversi tipi di tumore sono: cellule epiteliali, oapiteliali e fibroblasti dello stroma
('evenienza di altre cellule coinvolte, quali pesempio cellule endoteliali nella
genesi di emangiomi o emangiosarcomi, € possibdemulto rara) (Marcato, 2002).
Nella cagna € frequente la proliferazione contermpea di piu di un tipo cellulare,
percio si definiscono “semplici” quelle forme (adematose o carcinomatose)
caratterizzate dalla proliferazione di un solo eato cellulare, rappresentato nella
maggior parte dei casi da epitelio (c.d. adenoaareinomi semplici) e piu raramente
da mioepitelio (c.d. mioepiteliomi benigni e malignSi definiscono invece
“complessi” i casi in cui accanto ad una prolifeoae epiteliale (benigna o maligna)
e presente anche una proliferazione mioepiteliatkerjomi e carcinomi complessi).
Nelle forme c.d. “complesse”, il mioepitelio cheolpiera presenta spesso anche una
metaplasia cartilaginea o ossea e in tali casadali tumore misto (Marcato, 2002).
La patologia neoplastica della mammella della cagndta quindi un sistema molto

complesso dal punto di vista patogenetico, essemdeenti frequenti aspetti di
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crescita tumorale di tipo epiteliale o talvoltaraeacon differenziazione metaplastica
In senso cartilagineo ed osseo. Ora, il probleneactli pone di fronte a tali tipologie
tumorali, risiede nella determinazione della liwe#lulare all’'origine di tali fenomeni
di differenziazione in tessuti a pattern mesencltenmel contesto di una neoplasia
epiteliale, e per questo sono state proposte 8spdtienet al., 2004):

1. “collision theory”: due tumori indipendenti sonochdizzati uno adiacente
all’altro. Tali neoplasie sono biclonali e questappresenta un modello
esplicativo per i tumori mammari bifasici.

2. “combination theory”: tumori monoclonali originatla cellule staminali/
cellule progenitrici multipotenti. Modello esplioad per la genesi dei tumori
monofasici e bifasici.

3. “conversion o metaplastic theory”: le cellule migefali/basali cambiano il
loro fenotipo tramite metaplasia o transdifferemmae. Questi tumori sono
monoclonali. Un modello esplicativo per la genesi tdmori mammari
monofasici e bifasici.

La piu frequente indicazione considera la metapladelle cellule fusiformi di
probabile origine mioepiteliale, ma non esiste aaama prova definitiva. L'epitelio
mammario é costituito, come detto, da due tipolaljieellule strettamente associate:
luminali e abluminali, le prime (secretorie) mostrapositivita immunoistochimica
per le citocheratine (CK) 8, 9 18, 19 mentre lemdt (mioepiteliali), esprimono le
CK 5, 6, 14 e 17. In medicina veterinaria esistorcazioni sull’'uso di anticorpi
anti-vimentina, anti-actina del muscolo liscio etigmoteina S-100 per poter
individuare le cellule mioepiteliali ma la loro kit nella diagnosi differenziale da
altre proloferazioni mesenchimali (fibroblastiche naiofibroblastiche) e tuttavia
opinabile. In un nostro studio precedente e stadlagato il fenotipo complesso e
misto di 77 tumori mammari della cagna (41 carcinsemplici e 9 complessi, e 27
carcinomi in tumore misto), per i quali erano disipdi risutalti ottenuti da altri studi
su indagini immoistochimiche per la CK 14, 5/6, emina e alpha actina del

muscolo liscio (SMA). In tutti i casi la colorazierdelle cellule basali abluminali
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(mioepiteliali) era risultata positiva per la CKo™ 14, e si apprezzava come continua
nei carcinomi semplici non-infiltranti, mentre emiscontinua nei carcinomi
infiltranti. Le cellule di forma da allungata a l&iéa, che proliferavano nei pattern
complessi o le forme metaplastiche ossee/cartéggidei pattern misti non sono
risultate colorate dalla CK 5/6 e la loro positiviéra da scarsa/incostante a negativa
per la CK 14. Per quello che riguarda la SMA, Iasifiata era simile alla CK 14,
ovvero piu intensa nei tumori complessi, mentreatigg nei pattern misti. Gli
anticorpi anti-vimentina hanno prodotto un fortgrsse nelle cellule mioepiteliali
localizzate nello strato basale dei carcinomi sanpla medesima forte colorazione
era evidente sia nei pattern complessi che missiccome nelle cellule stromali e
vascolari. Un sigolo strato di cellule mioepitetia evidente nei carcinomi semplici
della ghiandola mammaria della cagna e la sua @zgione in in maniera continua
o discontinua permette la oggettiva discriminaziwmagumori non-infiltranti e tumori
localmente infiltranti, fenomeno osservato anchenedicina umana. Tra i marker
utilizzati per l'identificazione del mioepitelio (C5/6, 14 e SMA), é stata osservata
un’espressione da scarsa (CK 14) a moderata (SMAhidi di cellule tipici della
tipologia complessa, mentre l'espressione della Sk negativa nelle aree
metaplastiche (cartilaginee/ossee) dei tumori midtiesti risultati potrebbero essere
spiegati accettando l'ipotesi di una modificazidneetaplasia) delle cellule basali
abluminali (mioepiteliali) all’'origine dei pattercomplessi e misti, oppure la genesi
di queste due tipologie di tumore mammario da altedlule mesenchimali
(miofibroblasti o fibroblasti stromali). La forteopitivita alla vimentina evidenziata
sia nel pattern complesso, sia in quello mistojccosne nelle cellule localizzate
nello strato basale (mioepiteliale), nei fibroblagtomali e nelle cellule dei vasi,
indica una scarsa utilita di questo marker perehiificazione dell’origine da una
singola tipologia cellulare, in particolare la obdl mioepiteliale, dei pattern
complessi e misti (Sasatal., 2007).

La questione sull’origine dei tumori mammari congglee misti, potrebbe essere

risolta ricorrendo alla classificazione su baseaoolare.
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Il carcinoma metaplastico del seno, in medicina nemasecondo la piu recente
classificazione del WHO, include il carcinoma sqoasilulare, I'adenocarcinoma a
cellule fusate, il carcinoma adenosquamoso, ilicanta con metaplasia condroide
e/o ossea ed il carcinosarcoma (Edtisl., 2003).

Weigeltet al. (2008), selezionarono 11 sottotipi istologici gpé di tumore al seno,
tra cui il carcinoma metaplastico, per indagargadietipologie costituissero delle
distinte entita a livello molecolare. Per fare @aalizzarono 1 loro pattern di
espressione proteica tramite colorazione immundighaica su microarray tessutali,
con un pannello di 22 anticorpi rivolti verso markeecifici della tipologia cellulare
e della differenziazione. In sintesi, la coloraaammunoistochimica ha rivelato che
numerosi tipi isologici speciali possedevano simpditern di espressione proteica in
grado di suggerire un comune background eziologioal coinvolgimento di comuni
genetici/epigenetici meccanismi di sviluppo tumer@Weigertet al., 2008). Tali
risultati forniscono una rivalutazione della cléissizione istologica del tumore al
seno esistente, e suggeriscono che il pannelloldsdttotipi di tumore al seno
selezionato seguendo i criteri del WHO, puo essilatto basandosi sui profili
molecolari dei tumori (Weigest al., 2008).

Basandosi su uno studio preliminare condotto ddoFdilet al. (2004) volto a
caratterizzare le caratteristiche morfologiche aicinomi basal-like, Reis-Filhet
al. (2006) osservarono che le aree di metaplasidfexehziazione squamosa/fusata,
in carcinomi duttali infiltranti a stadio Ill, eranpredittori indipendenti del fenotipo
basal-like. Applicarono cosi il pannello di antigpproposto da Nielseé al. (2004)

a 65 carcinomi metaplastici del seno, ottenendoecdsultato che 59 su 65 di essi
(90.8%) mostravano il tipico immunofenotipo dei @aomi al seno basal-like
(TABELLA 4).
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TIPO ISTOLOGICO n | ERB-B2 | luminal | basal-like non
determinato

carcinoma a cellule fusal 21 0 1 19 1
carcinoma con metaplas
19 1 1 17 0
squamosa
carcinoma producente
_ 8 0 0 16 2
matrice
carcinoma con element
7 0 0 7 0

eterologhi

TABELLA 4. Classificazione di 65 carcinomi metaplastici alsercondo il pannello immunoistochimico
proposto da Nielsed al. (2004) (da Reis-Filhet al., 2006; mod.

Nello stesso anno, Kirg al. (2006), per verficare la prevalenza e le canatiehe di
ogni sottotipo molecolare di tumore al seno in kKorallestirono dei microarray di
tessuto da 776 carcinomi al seno rimossi chirurges@e ed eseguirono colorazioni
immoistochimiche utilizzando gli anticorpi conodciper I'epitelio luminale e
basale. Sulla base dei risultati ottenuti, oltrsualdividere i casi nei 5 sottotipi,
osservarono che istologicamente, la maggior patearcinomi metaplastici (75%)
appartenevano al tipo basal like e mostravano wni@ fimmunopositivita per i
marcatori delle cellule basali.

Recentemente Kuroda al. (2008) hanno aggiunto ulteriori conferme all’ipsit di
Kim et al. (2006) e Reis-Filhcet al. (2006) che la maggior parte dei carcinomi
metaplastici siano tumori basal-like, riportandoedcasi di carcinoma basal-like
mostranti caratteristiche istologiche di carcinametaplastico.

Queste scoperte enfatizzano ulteriormente i pdssdmtaggi di una classificazione
molecolare applicata al tumore mammario della cadgniatti se si confermasse

I'appartenenza al fenotipo basal-like anche daepdsdi tumori metaplastici della
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cagna, si potrebbe porre fine alle perplessita geatetiche ed alle questioni
tassonomiche sollevate dalla classificazione demotu misti. Inoltre, il
coinvolgimento dello strato basale dell’epiteliommaario, e quindi del mioepitelio,
nello sviluppo di neoplasie basal-like assimilabali tumori con fenomeni di
metaplasia osseal/cartilaginea, renderebbe [ipotesttaplastic theory” la piu
credibile.

Il metodo classificativo della medicina umana éocstgplicato anche ad una rara (5%
circa di tutti i casi di tumore al seno) ma spebsdale forma di tumore al seno
localmente invasivo, il carcinoma infiammatorio (Beciet al., 2005). Il carcinoma
inflammatorio del seno, mostra infatti differenzgal carcinoma non inflammatorio
dal punto di vista epidemiologico, isto-clinico eognostico (Bertuccet al., 2005).
Alcune regioni geografiche presentano una maggio@denza di carcinoma
inflammatorio e oltre al fatto che la sua incidegzaumentata maggiormente rispetto
al carcinoma non inflammatorio (Chamy al., 1998). Tale neoplasia si dimostra
frequentemente di alto grado, non presenta pdsitaiirecettori ormonali, € dotata di
spiccata neoangiogenesi e tendenza all'invasiooaldo(Jaiyesimiet al., 1992),
possiede un comportamento clinico aggressivo coa alevata frequenza di
coinvolgimento del linfonodo ascellare e al momedétla diagnosi, nel 35% circa
dei casi, metastasi distanti. Nonostante le scepedl campo dei trattamenti
terapeutici multidisciplinari, la prognosi risultaolto meno favorevole rispetto al
carcinoma non inflammatorio, con un tasso di sopvanza dopo 5 anni che varia
dal 30% al 50% (Jaiyesinat al., 1992; Changet al., 1998). Bertuccet al. (2005)
hanno monitorato I'espressione degli RNA di cird20@ geni in 81 campioni di
tumore al seno, 37 dei quali erano carcinomi infratori. Il clustering gerarchico
identifico i 5 sottotipi molecolari sia nel gruppei carcinomi non inflammatori, sia
in quello degli infiammatori, e che, soprattuttlj entita erano notevolmente simili a
guelle definite in precedenti studi, con le stessetteristiche isto-cliniche. Le loro

scoperte rinforzarono la fiducia nella tassononaisata sull’espressione molecolare e
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diedero prova della sua universalita nel campdutabre al seno, indipendentemente
dalla specifica forma clinica.

La riproducibilita sul carcinoma infiammatorio are della metodica classificativa
dimostrata da Bertuccet al. (2005), invita a riflettere se anche nel carciaom
inflammatorio mammario della cagna si possano eteesimili risultati.

Attualmente vengono riportate solo la donna e lgnaacome specie in cui puo
insorgere spontaneamente il carcinoma inflammatdetha ghiandola mammaria
(Pefaet al., 2003). Clinicamente il carcinoma inflammatoriosaino dela donna e
gquello mammario della cagna presentano una rapidargenza di sintomi che
rimandano ad un processo inflammatorio (eritemafigee e calore della cute al di
sopra della mammella) spesso senza evidenza dnassa sottostante (Pérez-Alenza
et al., 2004). Per questo motivo, tale neoplasia vienessp erroneamente
diagnosticata come una dermatite o mastite (Taliad®®9; Susaneckt al., 1983;
Pérez-Alenzeet al., 2001). La diagnosi di carcinoma inflammatoriongeeseguita
clinicamente, confermata in seguito dalle tipickgidni istologiche come l'invasione
di emboli neoplastici a livello di vasi linfaticietl derma. Questo € I'unico criterio
istologico per la diagnosi, poiche sono stati dédsciumerosi istotipi alla base della
patologia (Tavassoli, 1999; Peéaal., 2003; Elis e Teitelbaum, 1974). In molti casi
la diagnosi clinica e patologica coincidono, malicuni pazienti puo essere presente
una sola delle due evenienze (Kleeal., 2000; Bonnieet al., 1995). La presenza di
coinvolgimento dei vasi linfatici (embolizzazioni®) assenza dei caratteristici segni
clinici del carcinoma infiammatorio prende il nonde carcinoma infiammatorio
occulto e tale evenienza frequentemente precedsuda presentazione clinica
(Saltzstein, 1974; Amparet al., 2000). Sono stati descritti due tipologie cliraath
carcinoma infiammatorio della donna (Giordano eteloaigyi, 2003; Bonnieet al.,
1995; Amparcet al., 2000) e della cagna (Pérez-Alergtaal., 2001; Attia-Sobokt
al., 1993): primario, senza un precedente tumore marmjrsecondario, in seguito

ad escissione chirurgica di un tumore mammario gnali Fortunatamente questa
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tipologia di tumore altamente aggressivo € pocowwsia nelluomo (Chang al.,
1998), sia nel cane (Pérez-Aleratal., 2001).

L’'importanza del carcinoma inflammatorio del carsede nel fatto che tale specie
viene proposta come modello naturale nel qualeiatida patologia, considerando
che il carcinoma infammatorio si verifica spontamente unicamente nella donna e
nel cane (Pefiet al., 2003).

Se la classificazione su base molecolare appladatarcinoma inflammatorio al seno
della donna si rivelasse utile e praticabile anctedla controparte canina, si
potrebbero apportare nuovi stimoli nello studiagdesta particolare forma di tumore
mammario.

Altro vantaggio risiede nelle implicazioni terapebe della fenotipizzazione dei
tumori al seno, che risulta essere comunque amoota&o di indagini e conferme in
patologia umana, ma che alla luce di una possénkdogia con i tumori mammari
della cagna troverebbero riscontri positivi anclre medicina veterinaria per
I'elaborazione di specifiche terapie farmacologichéternative alle procedure

chirurgiche.
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4.1- MATERIALI E METODI

4.1.1- CASI E RACCOLTA DATI DI FOLLOW -UP

Sono stati raccolti 45 campioni di tessuto provet@eda cani femmine con tumori
mammari primitivi. Tutti i cani sono stati sottopiosd intervento chirurgico presso il
Dipartimento Clinico e Chirurgico della Facolta dvledicina Veterinaria
dell’'Universita di Bologna e presso cliniche privat campioni di tessuto prelevati
sono stati immediatamente fissati in formalina tangia al 10% e processati con
procedure di routine. Prima dell'intervento chirigged ogni 2 mesi, per un periodo
di 2 anni, sono stati eseguiti controlli radiogeafia livello toracico ed
ultrasuonogrammi della milza e del rene. Nessuriocdel presentava metastasi a
distanza al momento di sottoporsi alle proceduieuddiche (M0). Durante questo
periodo sono stati raccolti ed indicati come terdpsopravvivenza i dati di follow-
up. Per tempo di sopravvivenza s’intende il periadtercorso tra lintervento
chirurgico e la morte determinata dalla neoplasi@a,in maniera spontanea, sia per
eutanasia. Dopo 24 mesi di follow-up, gli animalecsi presentavano ancora vivi

sono stati considerati idonei, al contrario di tjuetle invece erano deceduti.
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4.1.2- GRADO DEL TUMORE ED INVASIVITA'

Le diagnosi istologiche sono state ottenute suoseziolorate con ematossilina ed
eosina secondo Misdorg al. (1999), ed il grado del tumore secondo Lagadic e
Estrada (1990). Linvasivita € stata determinatagusedo un sistema
precedentemente proposto da Gilbert®bnal. (1983), secondo il quale, viene
indicato stadio O per tumori senza invasione sttenia situ), stadio |, tumori con

invasione stromale e stadio Il per tumori con elmteoplastici vasali.

4.1.3- IMMUNOISTOCHIMICA

Per ogni tumore sono state ottenute 5 sezioni catise di 4 micronm di spessore
utilizzate per anticorpi anti —recettore degli egéni (ER), -recettore del
progesterone (PR), -ERB-B2, -citocheratina 5/6 (K5 -citocheratina 14 (14). Le
sezioni sono state sparaffinate in toluene e rEtale perossidasi endogene sono
state bloccate tramite immersione in perossidadigeno allo 0,3% per 20 minuti.
Quindi dopo averle sciacquate in tampone Tris praceduti allo smascheramento
degli antigeni tramite tampone citrato (2.1 grangniacido citrico monoidrato per
litro di acqua distillata), a pH 6.0 e scaldatéamo a microonde alla potenza di 750
W per due cicli di 5 minuti cadauno. In seguito c@tate raffreddate a temperatura
ambiente per 20 minuti.

Gli anticorpi primari utilizzati sono riassunti TABELLA 4. Tutti gli anticorpi sono
stati incubati con il tessuto a -4°C per una na@tegetto per I'anticorpo anti-PR, il cui
periodo di incubazione € stato di 1.5 ore alla terafura di 37°C. A guesto punto €
stato applicato sulle sezioni un kit commercialetgeptoavidina-biotina-perossidasi
(LSAB Kit, Dako, Amsterdam, The Netherlands). lbmrogeno utilizzato € stato la
Diaminobenzidina (0.05% per 10 minuti a temperaturdiente) e come colorante di

contrasto si e applicata 'Ematossilina di Papdamo.
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| controlli negativi sono stati ottenuti sostituendianticorpo primario con un
anticorpo monoclonale dello stesso isotipo non ifpec Come controllo positivo,
per verificare la cross-reattivita con i tessutichne e la specificita della colorazione
Immunoistochimica, sono state utilizzate seziommaimale ghiandola mammaria di
cane (per gli anticorpi anti-ER, -PR e —CK14), aditeane (anticorpo anti-CK5/6) e

pancreas bovino (anticorpo anti-ERB-B2), seguendstessi protocolli.

4.1.4- INTERPRETAZIONE DELLA COLORAZIONE
IMMUNOISTOCHIMICA

La classificazione dei risultati della colorazionee stata eseguita
semiquantitativamente. Tutti | markers immunoistotti sono stati suddivisi in

gruppi positivi e gruppi negativi. In particolarecasi negativi erano considerati
guelli che non mostravano colorazione o la colameirisultava minore di una certa
percentuale di cellule tumorali positive. Per positsi sono considerati quelli con
colorazione inequivocabile in almeno una defingacentuale di cellule tumorali. La
positivita per la CK5/6 e la CK14, secondo Karal. (2006), € stata definita come il
rilevamento di almeno 1% di cellule tumorali inwasiche mostravano una forte
positivita citoplasmatica. L'immunocolorazione pédERB-B2 € stata interpretata
come positiva quando almeno il 10% delle cellulmdtali mostrava da moderata a
forte colorazione di membrana completa (Millastaal., 2005b). | casi sono stati
considerati positivi per 'ER ed il PR quando ss@wvava una positivita nucleare in

almeno il 5% delle cellule tumorali (Millan& al., 20053.

45



4.1.5- CLASSIFICAZIONE IN SOTTOTIPI MOLECOLARI

Secondo Yangt al. (2007), i sottotipi tumorali sono stati definitiroe luminal-like

A (ER+ e/o PR+, ERB-B2 -, qualsiasi CK5/6 o CKldjninal-like B (ER+ e/o PR+,
ERB-B2+, qualsiasi CK5/6 o CK14), ERB-B2-esprinieffR-, PR-, ERB-B2+,
gualsiasi CK5/6 o CK14), basal-like (ER- e/o PRREEB2-, CK5/6+ e/o CK14+), e

non classificati o normal-like (negativi per tuttharkers).

4.1.6- ANALISI STATISTICA

Per correlare i sottotipi molecolari e stato ushtmetodo di Pearson, testato per la
significativita usando 12 con un gran numero di casi omogenei per l'invasi@, |,
), il grado (1, 2, 3) ed il gruppo istologico; egt’'ultimo come segue: 1) semplice:
comprendente tutti i carcinomi semplici; 2) comptEmisto: in cui erano inclusi tutti

| carcinomi complessi e i carcinomi in tumore mjs3p altri: in cui erano presenti gli
altri tipi istologici considerati dal sistema cldigsitivo di Misdorpet al. (1999).

Sono state analizzate le curve di sopravvivenzaKaplan-Meier per testare
I'influenza di una classificazione in sottotipi $ase molecolare sulla prognosi e
compararle con le analisi di sopravvivenza. Lealali (sottotipi su base molecolare,
stadiazione, grado ed istotipo) sono state in@s@minate con analisi multivariabili.
Le analisi sono state eseguite utilizzando softwa®sS (Statsoft, Tulsa, OK), ed e

stato stabilito un livello convenzionale di 5% plefinire la significativita statistica.
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ANTICORPO DILUIZIONE
CLONE PRODUTTORE
(ANTI -) UTILIZZATA
Recettore Estrogeng Zymed (South San Francisco, C 1:50
NESRONE PR 4-12 EMD Biosciences (San Diego, C 1:10
Progesterone
ERB-B2 Dako (Glostrup, Denmark) 1:50
Citocheratina 14 | Ab-1 (LLO02) NeoMarkers (Fremont, Ca) 1:300
Citocheratina 5/6 D5/16B4 Zymed (South San Francisco, C 1:100

TABELLA 4. Anticorpi primari utilizzati nel presente studio
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4.2- RISULTATI

| 45 cani femmina avevano un range di eta dai 45aanni (media = deviazione
standard = 9.66 + 2.36; mediana= 10). Sedici enambicci e 28 di razza, in
particolare 6 pastori tedeschi, 5 Yorkshire terrepointer, 2 bassotti, 2 barboncini.
Per un rimanente caso non si conosceva né etazet ra

Le diagnosi istologiche comprendevano 7 carcinomsitu, 17 carcinomi semplici
(11 tubulo-papillari e 6 solidi), 20 carcinomi col@gsi/misti (16 tubulo-papillari
complessi e 4 carcinomi in tumore misto) e un cantia squamoso (incluso nel
gruppo degli “altri”). La stadi azione ha inclusaumori non-infiltranti (carcinomin
situ, stadio O i.e. gli stessi identificati tramitetsima di classificazione morfologica),
24 carcinomi con invasione stromale (stadio |) ecdrtinomi con emboli vasali e/o
coinvolgimento dei linfonodi regionali (stadio ll).a determinazione del grado ha
rivelato 18 tumori di grado 1 (18 senza e 2 coragmne vasale), 14 di grado 2 (11
senza e 3 con invasione vasale) e 13 di grados&rida e 9 con invasione vasale).
Dopo 24 mesi dalla mastectomia, 33 su 45 casi eamgora vivi e 12 casi erano
deceduti, 0 a seguito di eutanasia o spontaneameieentrambi i casi la morte e
stata determinata dallo sviluppo tumorale.

Seguendo i criteri stabiliti, 35 casi erano ER &R positivi, mentre 10 erano
negativi; 22 casi sono stati classificati posit@i’ERB-B2 e 10 positivi per
I'espressione delle citocheratine basali.

Secondo i criteri adottati per la classificazioneaottotipi molecolari, i casi luminal B
(n=22 casi) comprendevano il 49% dei tumori, seglat luminal A (n=13, 29%), e
dai basal-like (n=10, 22%). Nessun caso € risulésprimente 'ERB-B2. Nessun
caso e risultato non classificabile.

Nessuna differenza significativa era presente mpateentuali dei sottotipi molecolari
tra i 3 gruppi di invasivita (Pearson Chi-square0F8), la loro distribuzione e

indicata in Tabella 5.
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Una maggiore percentuale di casi luminal A e basstiata registrata tra i carcinomi
di grado 1 (luminal A 50%, luminal B 12%, basal 38#na maggiore percentuale di
casi luminal B erano carcinomi di grado 2 (lumirall4%, luminal B 63%, basal
23%) e di grado 3 (luminal A 15%, luminal B 77%s&b8%) (Pearson Chi-square
P=0.009).

Nessuna differenza significativa e stata individuatlle percentuali dei sottotipi
molecolari tra carcinomi semplici e complessi/m({gtearson Chi-square P=0.47); il
gruppo indicato come “altri” non € stato analizzst@ante la poca numerosita dei casi
(un carcinoma squamoso).

Le curve di Kaplan-Meier stimate dei 3 sottotipinfinal-like A, luminal-like B e
basal-like) non hanno evidenziato differenze sigaiive nell'analisi di
sopravvivenza (P=0.85), ma sorprendentementepssérvato che le neoplasie basal-
like mostravano un miglior andamento rispetto aipgi luminal (FIGURA 5). I
gruppo dei luminal B aveva un andamento leggermeetgiore rispetto ai casi
luminal A. Sia linvasivita (P=0.0025) che lo stadiquest'ultimo analizzato
separatamente per tumori con (P=0.047) e senza(B=Mhvasione vasale, erano
significativamente associati con la prognosi.

La stadiazione e il grado hanno dimostrato di esseariabili prognostiche
indipendenti in una analisi multiparametrica (TABEL 6), al contrario della

classificazione in sottotipi molecolari, che sivelata una variabile dipendente.
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Cumulative Percent urvival

Gruppo No. Non -infiltranti Invasione
Stromale
Luminal-like A 13 : i 8
Luminal-like B 22 4 10
Basal-like 10 0 8

TABELLA 5. Suddivisione dei 45 casi esaminati secondo il §ptianolecolare e lo stadio.
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FIGURA 5. Curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier dei diffeliiesottotipi molecolari
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beta errore t-value exponent beta
standard
Stadio 1.32 0.65 2.03 3.76
Grado 1.25 0.49 2.54 3.50
Tipo istologico -0.72 0.64 -1.11 0.48
Gruppo molecolare -0.31 0.57 -1.05 0.73

TABELLA 6 . Analisi multiparametrica. Proportional hazard Cegnession Chi2=20.20 -df =4 -P =
0.00046.
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5- DISCUSSI ONE
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Il tumore al seno della donna e considerato unalqifi eterogenea per quello che
riguarda i recettori per I'estrogeno, il grado tuale e I'eta (Contesss al., 1987).
Alcuni studi, volti ad esaminare il pattern di e=gsione dei geni utilizzando lo
hierarchical clustering, hanno evidenziato quatponcipali clusters e hanno
permesso di classificare il tumore al seno in goatgruppi: luminal-like
(successivamente diviso in tipo A e B), basal-liERB-B2-positivi e normal-like
(Perouet al., 2000; Sarliest al., 2003).

Basandosi su questo innovativo sistema di clasgifime, il principale obiettivo
nell'applicare tale metodo, risulta essere la fml#si di dimostrare un suo ruolo ed |l
suo valore per quello che concerne la prognosltre)ajuesta classificazione su base
molecolare del tumore al seno fornisce l'oppor@undi indagare interrogativi
biologici in entita omogenee, e di arricchire up@afico sottotipo con un segnale
rilevante. Questo approccio potrebbe dimostrargliore, rispetto a studi in cui
esiste una popolazione “diluita”, dove pazienti g@merico tumore al seno vengono
inclusi senza una precisa distinzione (Angtral., 2007).

Tuttavia, una classificazione su base molecolarers#o profili di espressione genica
risulta poco pratica in laboratori forniti di metolde diagnostiche di routine, oltre a
delineare un quadro poco preciso dei reali sottofigndre et al., 2007). Uno dei
motivi risiede nel fatto che i valori di mMRNA noerapre corrispondono a modifiche
nell'espressione proteica (Kiet al., 2006). Altro fattore da considerare & quello che
la qualita delle proteine non dipende solo dallanita e dal grado di trascrizione e
traslazione, ma anche dalla degradazione e dalogdadrasporto da parte delle
cellule. Quindi, una metodica immunoistochimica rebbe rivelarsi utile
nell'identificare lo status dell'espressione celhd e la specifica localizzazione della
proteina (Kimet al., 2006). Percio, per meglio definire queste so#ts&ll sono stati
proposti alcuni markers immunoistochimici utili Fielentificazione delle categorie
molecolari (Kimet al., 2006; Yanget al., 2007; Confortet al., 2007; Cheanegt al.,
2008).
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In medicina veterinaria, i tumori della ghiandolammaria vengono classificati su
base morfologica, fornendo delle buone indicazimmmgnostiche (Misdorp, 1976;
Parodi, 1983) che sono rese ancor piu completeltdaoui strumenti di prognosi
come lo stadio (Gilbertsost al., 1983), il grado istologico (Lagadic e Estrada)9
gli indici di proliferazione cellulare (Pef@al., 1998; Sarlet al., 2002), lo status dei
recettori ormonali (Millantaet al., 2005; Gamaet al., 2008b), I'espressione di
molecole di adesione (Brunet& al., 2005; Gamaet al., 2008a). Tuttavia, le
neoplasie mammarie maligne del cane rappresentagouppo eterogeneo di tumori
con differente assetto molecolare, per cui unasifiagzione che prenda in
considerazione tali differenze molecolari, portéendiscutibili vantaggi.

In questo studio, I'applicazione di un pannelloagiticorpi comunemente utilizzati
per caratterizzare gruppi molecolari in patologi@ana, ha permesso di identificare 3
gruppi (luminal-like A e B e basal-like) dei 5 caouti (nessun caso ERB-B2 e
normal-like era presente tra i nostri).

Gamaet al. (2008a) hanno identificato 4 gruppi (luminal-likee B, basal-like e
ERB-B2 positivi) in una serie di 102 carcinomi maarindella cagna. Le indagini in
medicina veterinaria sembrano confermare l'impadardella caratterizzazione
molecolare dei tumori anche nelle neoplasie manemdel cane, ma ulteriori
approfondimenti si rendono necessari per confermasaltati attualmente ottenuti
unicamente dal presente studio e da quello di Gaimia (2008a).

In questa ricerca, la classificazione su base rotdes dei tumori mammari della
cagna si e rivelata legata al grado, ma non alémne e alla classificazione
morfologica. Il gruppo dei luminal-like A comprendma significativa ed elevata
percentuale di tumori di grado | rispetto al grupba luminal-like B, nel quale
prevalgono neoplasie di grado 2 e 3. Nello studiBamaet al. (2008a), solamente il
gruppo basal-like era associato al grado ed alagmza di invasione vascolare.

Da numerose indagini € risultata una associazicmalivisione in gruppi su base
molecolare del cancro al seno della donna e gstdtgico (Yanget al., 2007; Kim
et al., 2006; Confortiet al., 2007). Pattern semplici o complessi/misti non [s@mo
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essere correlati con uno specifico gruppo moleeotsi nostri risultati; cio € in
contrasto con Game al. (2008a), i quali avevano riscontrato che la o dei
tumori complessi era associata con neoplasie IurkeaA, il pattern semplice ed |l
carcinosarcoma ai gruppi ERB-B2 positivi e badad-li

Tramite I'applicazione di questo sistema classiiiwa in medicina umana sono
disponibili risultati contrastanti sulla relazionea differenti variabili clinico-
patologiche e la sopravvivenza, dove solamenteERIB-B2 positivi (Kimet al.,
2006) o i basal-like (Sarliet al., 2001) hanno mostrato evidenze di associazioni
significative con una breve sopravvivenza. Nel @nés studio non e stata ottenuta
un'associazione tra il sistema di classificazione bkase molecolare e la
sopravvivenza, mentre Gamsaal. (2008a) hanno riscontrato che solo il gruppo dei
basal-like era significativamente associato con wtarsa sopravvivenza. La
differenza tra questi studi puo essere giustific@adiversi pannelli di anticorpi e
criteri utilizzati per definire la positivita ai mzatori basali (citocheratina 5/6 e 14 nel
nostro studio, citocheratina 5, p63 e P-caderirguillo di Gamaet al. (2008a)).

Sulla base dei nostri risultati, I'analisi multipanetrica ha dimostrato che un sistema
di classificazione su base molecolare e risultatse® un valore dipendente, se
paragonato all'invasivita e al grado, che possiedmvece un ruolo indipendente.
Questi dati suggeriscono che, attualmente, si ddeaeprocedere con cautela
nell'applicare tale sistema classificativo al caspecie nella quale le piu utili
informazioni sulla prognosi sono ottenute dall'iswdta e dal grado. Tuttavia, dal
momento che il cane viene considerato un modeltmtsmeo del tumore al seno
della donna, tipologie simili di neoplasie dovrelib@ssere comparate tra le due
specie.

Poiché la base morfologica non garantisce il rggoggamento di tumori
biologicamente omogenei, I'applicazione di un smebasato su differenze a livello
molecolare permetterebbe di comparare al meglipmromogenei. Da questo studio
e da quello di Gamet al. (2008a), si e ora dimostrata I'esistenza di grgppdivisi
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a seconda delle loro caratteristiche molecolariJer@nalogie tra i gruppi della donna
e quelli della cagna devono essere confermateteiaanl indagini.

L’applicazione di questo sistema di classificazidomnisce informazioni aggiuntive
sulla diversa origine cellulare dei tumori baskéle luminal-like. Peroeat al. (2000)
hanno evidenziato che i tumori basal-like condimoloalcune -caratteristiche
molecolari con le cellule mioepiteliali, che cagisicono la porzione basale del
normale epitelio, mentre i tumori luminal-like pasiono caratteristiche molecolari
in comune con le normali cellule luminali. Alcumra dopo Reis-Filhat al. (2006)
hanno osservato che un’elevata percentuale di nmanti metaplastici al seno
possedeva immunofenotipo dei carcinomi basal-likenedicina veterinaria € ancora
motivo di dibattito I'origine delle componenti mesdimali nei cosiddetti pattern
complessi e misti dei tumori mammari, per i qualcellula mioepiteliale rappresenta
la piu probabile origine (Hellmén, 2005). Nei nostasi il gruppo dei basal-like
condivide alcune caratteristiche con i tumori luatihke A (un’elevata percentuale
di neoplasie di grado 1), evenienza non conosaeiacasi di medicina umana ed in
contrasto con i risultati di Ganghal. (2008a). Tale discrepanza potrebbe trovare due
possibili spiegazioni:

* il pannello di anticorpi e i criteri per identifiga la positivita dei marcatori
basali adottati da Gama et al. (2008a) sono diftedai nostri;

» alcuni dei nostri casi risultati basal-like potrebd derivare da casi luminal-
like che hanno reagito negativamente per 'ERR| ma possiedono cellule
mioepiteliali che, nei tumori mammari del cane, g@mo frequentemente
espressi nei pattern complesso e misto.

A riguardo del primo punto, € risaputo che la darezazione del gruppo basal-like
e la piu difficile rispetto a quella degli ERB-B24itivi e dei luminal-like; per questo
motivo sono stati proposti numerosi e differentnpalli e metodi (Laasket al.,
2006; Nielseret al., 2004; Kimet al., 2006).

Per quello che concerne la seconda ipotesi, granitche abbiamo adottato (almeno

1% di cellule positive ai marcatori basali nellangmnente invasiva) € stato scelto
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proprio per evitare possibile confusione con ladiente presenza di proliferazioni
mioepiteliali nei tumori mamamri della cagna. ESaputo che la citocheratina 5 €
dotata di una sensibilita piu elevata come maredbasale rispetto alla citocheratina
14, poiché pud essere espressa sia da cellule rptgiebipotenti, sia da cellule
basal-like, mentre I'espressione della citochesalif € limitata a cellule mioepiteliali
(basali) mature (Kinet al., 2006; Laasket al., 2006).

Per caratterizzare al meglio il gruppo dei badad-g per evitare confusione con casi
che appartengono ad altri gruppi, I'applicazionepdanello di anticorpi costituito da

numerosi marcatori basali si rende necessarioareirmmi mammari della cagna.
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6- CONCLUSIONE
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In questi ultimi anni, lo studio del tumore al setella donna e la sua classificazione
si sono rivolti con sempre maggior decisione neiflamti della ricerca di possibili
implicazioni pratiche, sia dal punto di vista tassmico, che, soprattutto, da quello
prognostico/terapeutico. | risultati finora raggiursono incoraggianti, e la
suddivisione della neoplasia in sottotipi molecod@mbra la strada giusta nel campo
della prevenzione e lotta al tumore al seno. Larca di un modello animale per il
cancro al seno della donna e da sempre uno degblsiche spinge la medicina
veterinaria oncologica nell'applicare le entusiasthacoperte della medicina umana
nel proprio campo.

In questo studio, I'applicazione di un pannell@dticorpi comunemente utilizzato in
patologia umana per la caratterizzazione dei grupplecolari, ha permesso di
identificare 3 gruppi (luminal-like A e B e basi#d) sui 5 conosciuti (nessun ERB-
B2 positivo 0 normal-like & presente nei nostri paomi). Queste scoperte rafforzano
I'ipotesi che i tumori mammari della cagna sonomaodello per il tumore al seno
della donna, ma per rendere questa comparazioneredibile, dovrebbero essere
identificati e paragonati dei gruppi omogenei. leoplasie mammarie maligne del
cane si dimostrano essere un gruppo eterogeneondirit con differenti espressioni
molecolari, per questo potrebbero trarre vantadgiaona classificazione che tenga in
considerazione tali differenze molecolari, comeieng in medicina umana. Tuttavia,
I'esistenza nel cane di tutti i gruppi proposti deilumore al seno della donna ed il
loro diverso comportamento biologico deve esseceranconfermato. Dai nostri dati
la classificazione su base molecolare del tumomamerio della cagna e associato al
grado, ma non all'invasivita e alla classificazionerfologica. Tramite analisi
mutiparametriche, il sistema classificativo su baselecolare si € rivelato una
variabile con un valore dipendente se paragondiavalsivita ed al grado, che si
dimostrano indipendenti. Questi risultati suggensr che, attualmente, si deve
applicare con cautela tale sistema classificativocane, specie nella quale le
informazioni piu rilevanti ai fini della prognosemgono fornite dall’invasivita e dal

grado.
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Espressione immunoistochimica del
recettore per il progesterone (PR} nei
tre sottotipi individuati: (a) Luminal-A,
(b) Luminal-B e (¢) Basal-like. 40x.
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Espressione immunoistochimica del

recettore per gli estrogeni (ER)

tre
-Aj {h]

nei

B e (c) Basal-like. 40x.

sottotipi individuati: (a) Luminal

Luminal
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* Espressione immunoistochimica della

(CK14) nei tre sottotipi

 individuati: (2) Luminal-A, (b) Luminal-8
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Lum'irial Ee{clﬂasal like. 40x.
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