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Carcinoma squamoso orale felino (FOSCC)
Generalita

v FOSCC: quarta nepolasia piu frequente nel gatto
60-70% delle neoplasie maligne del cavo orale

v' Manifestazione possibile in tutta la cavita orale
Sitt maggiormente affetti: lingua, mandibola, mascella

v" Tumori localmente invasivi con elevato potenziale metastatico
Invasione dell'osso, metastasi linfonodi regionali (mandibolari), polmonari
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Carcinoma squamoso orale felino (FOSCC)
Fattori di rischio:

v' Esposizione fumo passivo n
Mutazioni p53

v Collari antipulci
Contenuto pesticidi, vicinanza al cavo orale

- Studi di associazione:
v’ Scarsaigiene orale EZiOIOgia ignOta

Stati inflammatori cronici

v' Consumo cibo umido
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Carcinoma squamoso orale felino (FOSCC)
Terapia e prognosi

v' Chirurgia, Chemioterapia, Radioterapia
Risultati scarsi o nulli

v' Chirurgia + radioterapia
Risultati migliori

v' Prognosi infausta
Tumori rapidamente progressivi

v Eutanasia

v Tumore letale!

S

255 Dipartimento
s~V Medicina Veterinaria
............ Produzioni Animali

7, 5L

3 N el
')' . ‘," j ,.

UNIVERSITA
DEGLI STUDI DI NAPOLI
FEDERICO I



Felis catus papillomavirus di tipo 2

v Papillomaviridae

v Unico membro del suo genere (dyotheta):
caratteristiche di sequenza uniche

Proprieta biologiche peculiari?

v' Organizzazione genomica
L1/L2: capside virale

E1-E2: regolatori trascrizione e replicazione virale
EG: oncogene

CE. Lange et al. /Veterinary Microbiology 137 (2009} 60-65
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Felis catus papillomavirus di tipo 2

v' Virus atropismo cutaneo e

I
Frequentemente associato a SCC cutanei e lesioni '
pre-neoplastiche O Degradazione di p53

v Geni virali E6 ed E7

Proprieta trasformanti, degradazione
oncosoppressori p53 e pRb

Proteasoma

Modificato, da Ghittoni et al., 2016
Cyclin D
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v' Biologicamente attivo nei tumori > | ‘ «— Cdka/6

Espressione oncogeni E6 ed E7
I_> —» S phase
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Felis catus papillomavirus ai tipo 2

Virology 496 (2016) 1-8

Contents lists available at ScienceDirect

Veterinary Microbiology 195 (2016) 96-100

Virology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yviro Contents liste available at ScienceDirect

Veterinary Microbiology

Transforming properties of Felis catus papillomavirus type 2 E6 and E7
putative oncogenes in vitro and their transcriptional activity in feline
squamous cell carcinoma in vivo

CrossMark

journal homepage: www.elsevier.com/locate/vetmic
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Prime indagini: SCC cutanei e mucosali

Codice Provenienza | Comune Razza Eta | Sesso | Sede Anatomica Diagnosi | FcaPV-2
: : : : - 13078956 | IZSLT (2013) | Ciampino Incrocio persiano | 14 | F Padiglione auricolare SCC +
v' Prima batteria di campioni: IZSLT (2013-2016) 105200 | 1ZSLT (2016) | Roma Europeo TRET — ccC "
PositiVi per FcaPV-2 DNA (PCR JIM P) 58121 IZ5LT (2016) | Roma ESH 10 | F Padiglmne auriml_are SCC +
54037 IZ5LT (2016) | Ardea ESH 10 | M Regione sopraorhbitale | SCC +
375 IZ5LT (2016) | Quarrata ESH F Padiglione auricolare | 5CC +
23843 IZ5LT (2016) | Firenze M Dito anteriore SCC +
66870 IZ5LT (2016) | Ardea ESH 10 | M Regione sop ranrbikale SCC +
v DMVPA-Federico Il NapO | 15025991 | IZSLT (2015) | Marino ESH F gengiva SCC + <4
16081530 | IZSLT (2016) | Grosseto 12 | F mandibola SCC + (—
Presenza oncogeni virali E6 ed E7 (PCR) 16026776 | 1Z5LT (2016) | Roma 13 |M | mandibola 5CC ¥ -
16065669 | IZ5LT (2016) | Grosseto ESH 10 | F MNaso/labbro SCC + <4
16007882 | IZSLT (2016) | Roma ESH o M Seni nasali SCC + —
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= FcaPV-2 E6 (134 bp)
FcaPV-2 E7 (167 bp)

Feline B-globin (163bp)
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Associazione PV e SCC orali

v' Associazione 25-30% SCC orali deluomo con
Infezione da human PV ad alto rischio (HR-HPV)

Migliore prognosi e risposta alle terapie vs tumori non

viral Analisi su un numero piu
elevato di FOSCC

v Rilevazione di FcaPV-2 in un FOSCC e due linee

cellulari derivate da tumori (Altamura e et al., Ricerca DNA di FcaPV-Z Ed
2016 Virology; Altamura et al, 2018 SciRep) . . . .
Necessita di allargare il campionamento espressione oncogeni virali

v Proprieta biologiche simili ad HR-HPV mucosali
Degradazione p53 e pRb
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Raccolta campioni FOSCC

v Raccolta campioni inclusi in paraffina: 32
FOSCC

v Archivio IZSLT (2013-2019): 25 campioni
v' CEROVEC: 7 campioni

v Rivalutazione diaghostica
Colorazione ematossilina-eosina

v Diagnosi: SCC
Presenza di koilociti
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Ricerca DNA FcaPV-2 in FOSCC

v Metodologia: PCR

Primers degenerati (Es. FAP59/64). amplificazione
frammenti lunghi (400-500 bp)

Non amplificano DNA virale da FOSCC archiviali
(Munday et al., 2011)

v' Primers tipo-specifici: amplificazione frammenti
piu corti (IMPF/R)

Gene L1, amplicone di 177 bp

RISULTATI: 10/32 FOSCC FcaPV-2 DNA + (31%)

o
o -~ ‘:‘ —
[ P 9 ] A re \
> N , |

4 il | |

N\v Medlcma Veterlnarla

Produzioni Anim

o~ ™ --’\‘-'- I ‘«
Y \\ ) 1 ¢

SAMPLE BREED AGE SEX ANATOMICAL SITE DIAGNOSIS F;a;iz
T1 UK UK UK GINGIVA SCC -
T2 UK UK UK MOUTH SCC -
T3 UK UK UK GINGIVA SCC -
T4 UK UK UK TONGUE SCC -
T5 UK UK UK ESOPHAGUS SCC -
T6 UK UK UK MOUTH SCC -
T7 UK UK UK GINGIVA SCC -
T8 UK UK UK MAXILLA SCC -
T9 UK UK UK TONGUE SCC -

T10 ESH UK F GINGIVA SCC +
T11 UK UK UK GINGIVA SCC -
T12 UK UK UK GINGIVA SCC -
T13 UK 13 M MANDIBLE SCC +
T14 ESH 10 F LIP/NOSE SCC +
T15 UK 12 F MANDIBLE SCC +
T16 ESH 6 M NASAL SINUSES SCC +
T17 ESH 10 F GINGIVA SCC -
T18 ESH 14 F ORAL CAVITY SCC -
T19 ESH 10 M TONGUE SCC -
T20 ESH 10 F TONGUE SCC -
T21 ESH 10 F GINGIVA SCC +
T22 ESH 6 F ORAL CAVITY SCC -
T23 ESH 15 F ORAL CAVITY, CHEEK SCC +
T24 ESH 12 M HARD PALATE SCC +
T25 ESH 13 F TONGUE SCC +
T26 ESH 12 F GINGIVA SCC +
T27 ESH UK M NARIX SCC +
T28 ESH UK F HARD PALATE SCC +
T29 ESH UK M OFRAL MUCOSA SCC -
T30 PERSIAN UK F TONGUE SCC -
T31 ESH UK F TONGUE SCC -
T32 ESH UK F ORAL CAVITY SCC -
T33 ESH UK M TONGUE SCC -
T34 ESH UK M MAXILLA/GINGIVA SCC -
T35 ESH 2 UK TONGUE/PALATE PAPILLOMA +
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Localizzazione FcaPV-2 in cellule neoplastiche

v' Metodologia: ibridazione in situ (ISH)

Sonda per DNA FcaPV-2 marcata con
digossigenina

v In collaborazione con il Dipartimento di
Biologia, Universita Federico II-Napoli

S

= Anticorpi anti-dig coniugati con E
= Sonda marcata con 11-dig-duTP
= DNA denaturafo fissato

E fosfatasi alcaling, perossidasi, ...
S substrato
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Espressione geni virali FcaPV-2 in FOSCC

R
S
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v Metodologia: Reverse transcription (RT-) PCR per

S < E6E7 (111bp)
geni virall

L1 (capside) - infezione produttiva? -

O > b © N H 5w H N D O
. . . . . . C- AY A &F AY & & AV RY AV AV RV AV & CF
E2 (regolazione trascrizione virale) = Virus biologicamente

attivo? < L1 (150bp)

EGE7 (oncogeni) - Trasformazione neoplastica?

Sample FcaPV-2 mRNA
v RISULTATI: Trascrizione geni virali FcaPV-2 in L1 E2 EGE7
/7110 FOSCC (70%) T10 y - N
L1: 5/10 (50%) A * §

E2: 3/10 (33%) T1s . : .
E6E7: 5/10 (50%) o + -
T23 -

T24 n

T25 h - -
T26 4 i 4
T27 + i 4
T28 n i N
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Analisi del viral load di FcaPV-2 in FOSCC

1600

1400

v' Metodologia: Real-time PCR quantitativa (QPCR) =

|
/
15
Comparazione relativa del viral load rispetto a lesioni |
T10

. . . 13
ulcerative orali non neoplastiche (UL)
11

9

FcaPV-2 DNA detettabile in 4/11 UL (36%), conferma
tropismo mucosale

v' RISULTATI: Viral load piu alto in FOSCC vs
UL

Viral load 111 = espressione EGE7

Fold change in FcaPV-2 DNA amount
~J

-1 UL T13 T16 121 124 125 126
+ |+ |+ | - + - | - L1
+ + ~ + - - | - E2
+ - - | + - - | + | E6E7
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Espressione di p16 in FOSCC

v' Metodologia: immunoistochimica pl16
Marker di infezione da PV in OSCC umano, pathway pRb

v RISULTATI: espressione p16 in 6/9 campioni (69%)
4/9: colorazione intensa in 80-90% cellule neoplastiche
2/9: colorazione moderata in 20-30% cellule neoplastiche
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Discussione

v' Una percentuale di FOSCC ¢ associata ad infezione da FcaPV-2 (PCR, ISH)
v L’infezione ¢€ attiva e puo essere produttiva (espressione E2 ed L1)

v Il virus puo avere attivita trasformante (viral load, espressione E6GE7, p16)

v Gatto come modello animale;: FOSCC FcaPV-2 + » OSCC umano HR-HPV +

Prospettive future

v' Screening HPV in OSCC umano: IHC p16, PCR, ISH, espressione genica

v Le medesime tecniche sono applicabili ai FOSCC: é tempo di eseguire screening e follow-up?
v' Possibili implicazioni prognostiche: FOSCC FcaPV-2+ vs tumori non virali

v Profilassi: vaccino anti-HR-HPVs e vaccino anti-FcaPV-2
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