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Compiti peculiari del CEROVEC

1. confermare la diagnosi oncologica di altri laboratori collaboranti col Centro;
2. attuare la standardizzazione di metodiche;
3. utilizzare e diffondere i metodi ufficiali di analisi redatti secondo le norme EN 17025

4. organizzare corsi di formazione, aggiornamento e perfezionamento destinati al personale
di altri 11ZZSS ed Enti di ricerca nel campo dell'oncologia veterinaria;

5. analizzare i dati epidemiologici di animali residenti in diversi territori, compararli tra loro
e con quelli umani, predisponendo eventuali piani di intervento (animali sentinella);
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CEROVEC NEL 2019

1. 2019 profondo riassetto organizzativo
2. ridistribuzione delle attivita

3. coinvolgimento di numerose strutture dell’IZS PLV
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S.C. Virologia SS Sezione Vercelli

Collaborazione con il Biobanca Tessuti

CEROVEC nello svolgimento neoplastici
di attivita di ricerca

S.C. Istopatologia e

Test Rapidi
(S.S. Istopatologia)

S.C. Sezione di Aosta . . .. . .
S.S. Genetica e Immunobiochimica S.C. Biotecnologie
Collaborazi il CEROVEC ) )
cil'a C:)I'-EZIOdI.’\e c-or-1 I diri Collaborazione con il CEROVEC nello Collaborazione con il
nelllambito di attivita di ricerca CEROVEC nello SVO|giment0

svolgimento di attivita di ricerca

e raccolta dati di attivita di ricerca
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Collaborano col CEROVEC.....

Uni.Ge
| ~_Jdniversita
| Uni.To
Perugia
Uni.Me Uni.Pi

11.£Z.SS

....raccolta dati tumori, ring test diagnostici, progetti di ricerca...
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S.S. biostatistica, epidemiologia | o HeMIOLOGIA E SORVEGLIANZA CLINICA
e analisi del rischio

[ S.S. Istopatologia J ATTIVITA’ DIAGNOSTICA

_ RICERCA E SPERIMENTAZIONE
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S.5. biostatistica, epidemiologia ¢ | ¢p\peyi0L061A E SORVEGLIANZA
analisi del rischio CLINICA

» Creazione banca dati
» Sviluppo e gestione di sistemi informativi
» Studio, sviluppo ¢ gestione di sistemi di sorveglianza, verifica ¢ controllo

» Aggiornamenti epidemiologici sulle materie di competenza
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[ S.S. Istopatologia J ATTIVITA’ DIAGNOSTICA

> Standardizzazione e validazione di metodiche analitiche
» Produzione ¢ distribuzione di reagenti
> Attivita analitica di routine

» Circuiti inter-laboratorio organizzati dal CEROVEC
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CCS felino in Italia: i Dati Nilov

Percentuale di casi di CCS per I1ZS
nel periodo 01/01/2013-30/092019

B 175-PLY e 1ZsT B 175-UM
B 175-Sicilia P 1ZS-Venezie I 17S-Mezzogiorno
1 |Z5-Sardegna N 1ZS-AM

Fonte dei dati: NILOV
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CCS felino

Sede di localizzazione dei casi di CCS nel gatto (n=266)
nel periodo 01/01/2013-30/06/2019

cute

labbra cavita orale e faringe
apparato respiratorio ed organi
altre sedi mal definite

occhio e ghiandola lacrimale
ossa, articolazioni e cartilagin
mammella femminile

tessuto connettivo, sottocutaneo
apparato digerente e peritoneo
linfonodi

ghiandole endocrine

organi genitourinari

0 20 A0 &0
Percentuale di casi

Fonte dei dati: MILOWV
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Casistica Fornita come UO del progetto
RAZZA ETA' SEDE DIAGNOSI PRELIEVO SESSO
1 EUROPEO 13,5 NARICE sinistra CS primario Autoptico M
2 PERSIANO 11 CUTE inguinale sinistra, zona mammaria CS (primario) Chirurgico F
3 EUROPEO 10 CUTE zona OCCIPITALE CS (primario con linfangiosi npl.) Chirurgico F
4 EUROPEO 13 CUTE toracica, zona mammaria CS (primario) Chirurgico MC
5 EUROPEO 14 CUTE periorbitale e palpebra CS (primario) Bioptico FS
6 EUROPEO - MUCOSA PALATO DURO e GENGIVA CS (primario) Bioptico F
7 PERSIANO 5,5 DITO MANO SINISTRA Cs Autoptico FS
8 - - DITO PIEDE SINISTRO CS Autoptico -
9  PERSIANO - POLMONE CS (primario) Autoptico FS
10 EUROPEO 5 CUTE sopraorbitale destra CS (primario) Bioptico M
11 EUROPEO 15 MUCOSA gengivale e palatina CS (primario) Bioptico MC
12 EUROPEO 11 CUTE costato (a cm.1,5 I'uno dall'altro) Carcinoma basosquamoso Chirurgico M
13 EUROPEO 8 TESSUTI MOLLI parete addominale CS metastatico (origine ignota) Chirurgico MC
14 EUROPEO 14 PADIGLIONE AURICOLARE Destro Cheratosi Actinica Chirurgico FS
15 PERSIANO 8,5 LINGUA CS (primario) Bioptico FS
16 EUROPEO 17,5 LINGUA (base e frenulo) CS (primario) Autoptico FS
17 EUROPEO 12 CAVITA' ORALE (sottolinguale) CS (primario) Autoptico FS
18 EUROPEO 12 PUNTA del NASO CS (primario) Bioptico FS
19 EUROPEO 12 LINGUA (base) CS (primario) Bioptico MC
20 EUROPEO 8 GENGIVA mascellare (arcata zigomatica) CS (primario) Bioptico MC
21  EUROPEO 55 PINNA AURICOLARE CS (primario) Chirugico F
22 EUROPEO 6,5 CUTE dorso del COLLO CS (primario con linfangiosi npl.) Chirurgico FS
23  EUROPEO 6,5 PINNA AURICOLARE CS (primario con linfangiosi npl.) Chirurgico F
24 EUROPEO 7 NASO CS Bioptico F
25 EUROPEO 8 CONDOTTO AURICOLARE Sinistro CS ed emangiosarcoma Chirurgico F
26 EUROPEO 14 PADIGLIONE AURICOLARE Destro () Chirurgico M
27 EUROPEO 10 LABBRO SUPERIORE E TARTUFO Cs Bioptico M
28 EUROPEO 13 NASO CS Bioptico MC
Bioptico FS
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Casistica Fornita come UO del progetto

23 EUROPEO

28 GATTI ADULTI ) 1 NC
4 PERSIANO

Eta’ media
104 =34

Range 6-18 anni
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Analisi eseguite come UO del progetto
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Sequenziamento diretto con metodo Sanger: ==
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* Frammento di 177 bp del gene L1 di FePV
(Munday et al., 2008) o=

* Frammento di 126 bp del gene E2 di FePV
(Altamura et al., 2016)

[E=NEOR
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Sequences producing significant align

selectall 100 sequences selected G e n e L 1

————

Eeline papillomavirus type 2 isolate Main Coon 2007, complete genome

GenBank  Graphics  Distance tree of results

Total Query E Per.

Accession

98% 1e-83 100.00% NC_038520,

Human papillomavirus isclate FA162 major capsid protein L1 (L1) gene, parfial cds 13 76.13% DQ418477.1

Human isolate FA47 maijor capsid protein L1 gene, partial od 105 105 79% 5e-19 76.22% AY009881.1

86% 3e-21

BLAST Mome  RecentResults p
Sequences producing significant alignments Download ~  Manage Columns ~ Show ]

G e n e E 2 Basic Local Alignment Search Tool
selectall 41 sequences selected GenBank  Graphi is End ofupdates for BLAST- version ¢ daabases (4bV4)

calculates the statistical significance. Leam more £, 27 50p 2019 160000 EST B Morw BLAST now.

T

Eeline irus type 2 isolate Main Coon 2007, complete genome
Stre L cony uence X
Streptomyces sp. ADI95-16 plasmid pADI95-16a, complete sequence 518 518 39% 0006 8462% CP033582.1 _ J ‘ ‘
Stre icus subsp. limoneus strain KCTC 1717 e |, complete sequence 482 482 39% 0.073 80.39% CP013219.1 . |
re icus subsp. jinggangensis TLO1, complete ganome 482 482 39% 0073 80.39% CP003720.1 _ /
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CCS felino ed infezione da PVs in Italia

Journal of Feline Medicine and Surgery (2019) 21, 409418

NOVEL VIRUSES
Update on the significance g
of papillomavirus ~
infections in cats

John S Munday, Claire R Sharp and Julia A Beatty

»Circa 80% CCS cutanei associati ad infezione da PV

»Necessita di suddividere le patologie cutanee in PVs+ e PVs-
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Original Article

A study of multiple Felis catus
papillomavirus types (1, 2, 3, 4)
in cat skin lesions in Italy by
quantitative PCR

Maurizio Mazzei!, Mario Forzan!, Vito Carlucci?,

Antonio G Anfossi?, Alberto Alberti2, Francesco Albanese?,
Diana Binanti4, Francesca Millanta!, Lisa Baroncini?,
Andrea Pirone! and Francesca Abramo!

Journal of Feline Medicine and Surgery
2018, Vol. 20(8) 772779

@ The Author(s) 2017

Reprints and parmissions:
sagepub.co.ukfournalsPermissions. nav
DOl 104177109861 217732255
joumals . sagepub.com/homefjfm

This paper was handled and processed
[y the Europesan Editorial Office (I1SFM)
for publication in JAMS
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Cavallo

» Patogenesi

» Risposta immunitaria
» Terapie innovative
» Modelli in vitro
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Ultime attivita di ricerca 2015-2018

Progetti in cui CEROVEC e capofila
2015 Valutazione in vitro del potenziale anti-tumorigeno di un ceppo attenuato di
Salmonella Typhimurium (STMAznuABC)

2016 Colture ex vivo di mastocitoma cutaneo canino per lo studio della biologia dei
mastociti neoplastici: sviluppo di un modello animale in oncologia comparata

2017 Geni Driver e MicroRNA nella patogenesi dell’osteosarcoma canino: identificazione
di biomarcatori in oncologia comparata e potenziamento delle indagini
epidemiologiche nell'ambito della rete NILOV degli 11ZZSS

2018 Papillomavirus equino: modello di studio in oncologia comparata
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PROGETTO DI RICERCA CORRENTE 2018

Papillomavirus equino: modello di studio in oncologia comparata

OBIETTIVI

» Caratterizzazione della risposta immunitaria innata nei SCC
» Identificazione dei virus presenti nei SCC
» Miglioramento del decorso post-operatorio nei cavalli trattati.

» Valutare il cavallo quale modello in oncologia comparata.
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Obiettivi e Attivita

Z Messa a punto di metodi biomolecolari per la Ec-PVs

1. Protocolli per identificazione del genoma di Ec-PVs

2. Protocolli per valutazione dell’espressione genica Ec-PV?2
3. Screening soggetti sani

4. Protocolli per valutazione dell’espressione geni immunita

;) Caratterizzazione dellarisposta immunitaria locale dei
tumori

1. Reperimento di campioni di archivio FFPE dalle varie UUOO
2. Valutazione marker popolazioni cellulari della risposta
immunitaria locale dei tumori
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'

Sviluppo PCR per EC-PVs e detection

Test su : CCS nuovi e da archivio
Cytobrush
Tampone

PCR L1 (201 pdb)

PCR E1/E7 (337 pdb)

GAPDH (390 pdb) e B-act (184 pdb) controlli di amplificazione

Positivi sequenziamento di L.1 in toto mediante metodo Sanger
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Valutazione istopatologica 22 casi d’archivio

Diagnosi di carcinoma squamoso in 19 casi e di papilloma squamoso in 2 casi
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Valutazione istopatologica 22 casi d’archivio

Grado di inflammazione Linfociti Macrofagi
15 20
10 15
10
5 5 10
> 5
0 1 2 3 0 1 2 3
mO (assente) m1 (lieve) Plasmacellule Eosinofili
m 2 (moderata) m 3 (grave) 8 15
6
10
4
Localizzazione infiltrato inflammatorio 2 5
[ |
0
0 . | |
0 1 2 3
0 1 2 3
Neutrofili Mastociti
10 20
8 15
6
10
4
. 5 5
Prevalentemente intratumorale
0 0 [
Prevalentemente extatumorale 0 1 2 3 0 1 2 3

Entrambe
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IMMUNOISTOCHIMICA PER PV
(PROTEINA CAPSIDICA L1)

Tutti i casi finora valutati sono risultati negativi, anche i papillomi.

Possibili spiegazioni:

* papillomi esaminati (2) non ad eziologia virale

* scarsa espressione dell'antigene L1

* anticorpo non riconosce L1 ECPV2? - In iperplasia vulva positivita presenti

Positivita L1 in iperplasia vulvare di cavallo
positivo per EC-PV2
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VALUTAZIONE IMMUNOISTOCHIMICA RISPOSTA
IMMUNITARIA
Marker selezionati: '% ; g - F £t - K- > .
. "Q;; ‘. « ~ S o,
- CD3 = in corso W T L ¥ o RS e e
- D20 a0 e S < ISP RS s W
- FoxP3 - in corso > N A 2Ty NI e X e
- Mac387 '?\\\, _ - . Sheg” o3 : SRR
- IBA1 - in corso : ‘-‘*4*.*_;;_ o FPRE - if LU S, Yy
) ,' ‘- ; ‘- e % . 2 . s .’
€3y 5 e i BAL e FoxP3 !
* Alcuni di questi gia utilizzati in lavori pubblicati sul () .
cavallo, ma mancanza di una conferma della cross- o

reattivita con gli antigeni equini e validazione
(Western Blot) ( :

* Vista la grande quantita di plasmacellule evidenziate,
potrebbe essere utile inserire nel panel per Ia =
valutazione della Rl anche MUML1 (differenziazione ‘._::f""".‘_ i
plasmacellule) b e Yo, U
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VALUTAZIONE IMMUNOISTOCHIMICA RISPOSTA
IMMUNITARIA

CD20
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P
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Sono state evidenziate cellule CD20* sia a livello intratumorale (1) che alla periferia della neoplasia (2).
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VALUTAZIONE IMMUNOISTOCHIMICA RISPOSTA
IMMUNITARIA
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L'espressione della calprotectina (antigene target dell’anticorpo Mac387) e osservata sia nei
monociti/macrofagi che infiltrano il tumore (Fig.1) che nei neutrofili presenti in corrispondenza delle aree
di ulcerazione superficiale (Fig.2).
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» citochine (IL-1B, IL-6, IL-8, TNFA, IL-18, IL-10 ed IL-12 (p35 ¢ p40)
» fattori di trascrizione (NF-kBI1 ¢ p65)

» fattori di crescita cellulare (TGF-b1)

» IFNS (IFNa ¢ IFNP)

» TLRs (TLR4 e TLRY)

» MCHI e Il
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VALUTAZIONE MACROSCOPICA
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Dati

Pony femmina 20 anni
Papilloma vulvare e CCS gastrico
Positivi per E1/E7 PCR e sequenziamento

Sintomi

Letargia, anoressia, perdita di peso.
Massa genitale a livello vulvare
presente 7 mesi prima della morte.
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PROGETTO DI RICERCA CORRENTE 2019

Terapia immunologica in oncologia veterinaria: valutazione
della risposta immunitaria indotta dall’autovaccino nel
trattamento dei sarcoidi equini
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Nuove conoscenze/informazioni
che il progetto si prefigge di produrre

Approfondire tre punti essenziali riguardanti le infezioni da BPVs negli equidi

1) implementare le conoscenze relative alla regolazione e progressione tumorale caratterizzando
la risposta immunitaria determinata dall’interazione ospite-patogeno (BPVs);

in vivo utilizzando tumori spontanei

in vitro con I’'impiego di modelli cellulari
| dati acquisiti forniranno informazioni sul microambiente immunitario con particolare
riferimento all’infiltrato cellulare ed alla modulazione dei TLRs, nonché del sistema IFNs.

2) Testare P’efficacia degli autovaccini, normati in Italia dal Dl.vo 287/94, nella terapia dei
sarcoidi caratterizzando in vivo sia la risposta immunitaria innata che adattativa (Th1/Th2).

3) Sulla base di evidenze scientifiche recentemente pubblicate verranno valutati i miRNA
circolanti quali possibili marcatori prognostici.
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