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@5 AT Progetto di RC IZSLT 03/15 “Il Papillomavirus felino e le neoplasie cutanee dei felidi:
nuovi approcci diagnostici per un virus oncogenico emergente”

INTRODUZIONE (1)

* Nei felini: differenti lesioni cutanee di natura neoplastica maligna ->
carcinoma Bowenoide in situ (BISC) e carcinoma a cellule squamose (SCC)

* spesso evolvono da lesioni pre-neoplastiche come la cheratosi attinica, di
cui soffrono soprattutto animali anziani con mantello bianco nei siti anatomici
maggiormente esposti agli UV

* Gli SCC possono colpire anche la mucosa orale e sono tra i tumori piu letali
nel gatto domestico (Felis catus) SCC — dojoanimali.it

*| fattori causali scatenanti la trasformazione tumorale, non sono ancora noti.

* Lesioni da PV sono state segnalate in felidi selvatici

Domestic cat (short-haired  Felis catus Felis catus papillomavirus 1 FcaPV1 (FdPV1) Lambdapapillomavirus 1 B300 AF4B0454  Cutarnweous papilloma Tachezy et al

Persian cat) (2002a)

Domestic cat Felis catus papillomavirus 2 FeaPV2 (FdPV2) Dyothetapapillomavirus 1 7899 EU796884  Femented plagque Lange et al. (2009b)

Bobcat Lynx rufus Ly rufus papillomavirus 1 Lyl Lambdapapillomavirus 1 8233 AY9D4722 7 Oral papilloma Rector et al. (2007)

Asiatic lion Panthera leo persicg/ Panthera leo persica PlpPy1 Lambdapapillomavirus 1 8103 AYD04724 Oral papilloma Rector et al. (2007)
papillomavirus 1

Racooon Procyon lotor Procyon lotor PIFV] Lambdapapillomavirus 4 BI7D AYTG3115 Cutaneous papilloma  Rector et al. (2005b)
papillomavirus 1

Cougar (Florida panther Puma concolar Puma concolor papillomavirus 1 PPV Lambdapapillomavirus 1 B321 AY90472 Oral papilloma Rector et al. {2007)

Snow leopard Uncia uncia Uncia unda papillomavirus 1 UuPv1 Lambdapapillomavirus 1 BO78 DQI804 Papiloma lower 1j Rector et al. {2007)

Tratta da Tablel Rector A, 2013~

Forme cliniche: descritte dal dott. M.Muccifora
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Progetto di RC IZSLT 03/15 “Il Papillomavirus felino e le neoplasie cutanee dei felidi: nuovi approcci
diagnostici per un virus oncogenico emergente”

INTRODUZIONE (2)

/UOMO: agenti co-causali di tumoh

simili sono i papillomavirus (PVs)

FELIDI DOMESTICI E SELVATICI: pochi
e geograficamente limitati i lavori
pubblicati sull’associazione di queste
forme tumorali con il papillomavirus
felino (FcaPV)

Scarsi anche gli studi in grado di
dimostrare che i PVs felini sono
biologicamente attivi e non semplici

\\ospiti temporanei. /

@/ codifica per le proteine E6 ed m

considerate oncogene in analogia con i PVs

umani l

E6 e E7 -> oncogeni, similia
quelli degli HR-HPV (cancro
cervice)

E2 -> attivita trascrizionale =
virus biologicamente attivo nel
tumore

Il progetto si e proposto di
dimostrare il ruolo di FcaPV-2

nel determinismo degli SCC
\\mucosali e cutanei del gatto. /
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Obiettivi specifici del
Progetto (1)

Papillomavirus

Valutare la presenza di DNA virale e l'espressione dei potenziali oncogeni di
FcaPV-2 in neoplasie cutanee e mucosali in felidi domestici, selvatici ed esotici

*  Mettere a punto tecniche biomelocolari per la diagnosi di papillomavirus.

* Utilizzo di tali tecniche (tra cui la RCA PCR) per la diagnosi di PVs nel
carcinoma squamoso del gatto e di felini selvatici

* Correlare filogeneticamente i ceppi identificati a quelli precedentemente

isolati, descritti in letteratura




Obiettivi del Progetto (2)

Indagini condotte ad ampio spettro

!

-Dimostrare il possibile ruolo di FcaPV-2 nelle neoplasie cutanee e

mucosali benigne e maligne dei felidi domestici (e selvatici)

- utili per un approccio epidemiologico @
-> valutare la diffusione del virus )

-> indirizzare alla formulazione futura di prodotti terapeutici e/o profilattici per

' ;a.pill(;;ni;lirus

trattare e prevenire queste debilitanti neoplasie cutanee dei felini
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ESAME ANATOMO-PATOLOGICO

Prelievo lesioni cutanee e mucosali neoplastiche da animali pervenuti per esame necroscopico
Biopsie

Prelievo lesioni cutanee e mucosali neoplastiche da animali vivi

ESAME ISTOLOGICO

Colorazione Ematossilina-Eosina

| campioni fissati in formalina al 10%, vengono inclusi in paraffina; le sezioni di 5 micron sono

quindi colorate con Ematossilina-Eosina ed osservate al microscopio ottico (MO).

ESAME IMMUNOISTOCHIMICO !

Sezioni di 5 micron, ottenute dai campioni inclusi in paraffina, vengono deparaffinate e reidratate e

successivamente sottoposte al trattamento con specifici anticorpi

ESAMI VIROLOGICI

Tecniche biomolecolari

RCA PCR: in studio, da sviluppare.

RT-PCR e sequenziamento.

PCR consensus.

Tecniche di Microscopia Elettronica in colorazione negativa
Metodo dell’ultracentrifugazione
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* Raccolta di campioni di cute e mucose con lesioni neoplastiche in gatti e felidi
selvatici ed esotici

= CENTRO

* Esame istologico dei prelievi autoptici/biopsie

* Selezione di neoplasie cutanee e mucosali di felidi, archiviate presso il laboratorio di
Anatomo-Istopatologia dell'lZSLT e presso il CEROVEC

* Analisi dei campioni mediante RCA PCR per valutare la presenza del DNA di FcaPV-2

e Ulteriori analisi dei campioni positivi all'esame istologico e biomolecolare:
microscopia elettronica in colorazione negativa, immunoistochimica, RT-PCR e
sequenziamento
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Attivita (2)

Nei campioni positivi

 valutazione dell’espressione degli oncogeni putativi E6 ed E7 e dei
geni L1 e L2 di FcaPV-2

e Valutazione dell’espressione del gene regolatore E2

 Analisi di ulteriori geni virali (E3, E4...)
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Progetto di Ricerca Corrente Il Papillomavirus felino e le neoplasie cutanee dei felidi:
Ministero della Salute

Art. 12 D.Lgs 502/92 nuovi approcci diagnostici per un virus oncogenico emergente
IZSLT 03/15 RC

Inizio 27/12/2016 -> termine: 26/12/2019
Attivita distribuite tra 4 U.O.

@5 T e
*U.O. IMS 1 — (Biotecnologie) Virologia, dott.ssa A.Cersini

- U.O. IMS 2 — Anatomia patologica e Istopatologia, dott.ssa
C.Eleni

= CENTRO
DA REFERENIA
NAZIONALE

*U.O. IMS 3 — CEROVEC, dott. A.Ferrari Do

*U.0. EMS 1 — Dip.to Med.Veterinaria e Produz.Animali, Universita
degli Studi di Napoli, prof. G.Borzacchiello
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Raccolta e invio di Campioni

Animali campionati:

- Gatti padronali e di colonia

* Felidi__esotici sia detenuti in Giardini
zoologici, Centri di Ricovero e Recupero e
simili

Felidi _selvatici, sinantropi e alloctoni con
lesioni  sospette




Materiale biologico inviato all'TZS LT ->
indagini di laboratorio gratuite

Lesioni cutanee o mucose: raschiato o biopsia
-in formalina in barattolino chiuso ermeticamente
-in 1 mL di soluzione fisiologica o PBS in provetta chiusa ermeticamente

Condizioni per il prelievo:

Consigliato I'uso DPI: pur non trattandosi di

un virus zoonosico, meglio indossare guanti e oy
camice -

,I| papiuomg{;s felino e le neo| }asie cutal
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Esempi di Lesioni cutanee

N

Condizioni di invio:
- a temperatura ambiente, in formalina

per I'esame istologico
- refrigerato (se entro 24 ore) oppure

. . .. . Carci taneo del gatto -
CongelaTo, per. |nd09|nl V'POIOg'Che arcmomasqu?/r;\tc:)s:d(i::.i?neo el gatto
@5@::
- compilata Scheda Registro Tumori Animali -
sito www.izslt.it —» ::Z‘,,“”:"’; :'u;'::wm.,m
Servizi e Modulistica - Modulistica e referti online -> -
Modulistica animali d'affezione — Scheda Tumori Progetto LT0417 "T.";’".'..’“""“"i;_,.. e ———

http://www.izslt.it/wp-content/uploads/2018/04/scheda_tumori-progetto-LT0417-logo.pdf /




Campioni pervenuti e analizzati:

* n.88 campioni, dal territorio di
competenza dell’lstituto, per diagnosi in
vita e post mortem; all’interno del
Progetto Registro Tumori

* n. 34 campioni di 28 soggetti dal
CEROVEC

[situto Zoopronlattico Spedmentale
del Lazio ¢ della Toscana M. Adeasdri
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*Virus a dsDNA circolare, classe | di Baltimore
*Senza envelope

*Capside a struttura icosaedrica . “"—"‘”"‘ B
*72 capsomeri composti dalle proteine L1 ‘
(maggiore) e L2 (minore) Purcovivides

*Circa 50-55 nm di diametro virws 8 DNA o doppio flamento
\ W
O _,/ \_V

Pepovavinndse  Hepodnavindae Adenonvirad

Poxvinds Herpess indae

*Replicazione intranucleare -> integrazione DNA cellula

*Attivita trasformante -> no ECP in vitro

*Epitelio cute e mucosa degli “Amnioti” (Mammiferi, rettili, uccelli)
*Resistente nell'lambiente

: < ; ¥ ‘ \ s _I.,i:;am‘z::::TnUI izzﬂi:zcei:ieiagnigs:e‘::u:
', Y ( . I k ( ‘ ~0,>ma 29 novembre 2019 A :‘
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*Sulla Terra da 50 milioni di anni

*Co-evoluti con le spp animali

*Fino al 1996 -> fam. Papovaviridae = Polyoma +
Papilloma x genoma e struttura capside

*Dal 2004 -> fam. Papillomaviridae x identita di
sequenza nucleotidi ORF L1

*Genoma PV -> altamente conservato; in tutti ORFs L1 e
L2,Ele E2

*L1 e L2 = geni tardivi => proteine strutturali capsidiche
*E1 -> E7 = geni precoci => replicazione virale e
regolazione transcrizionale

*Ricombinazione: rara, solo nei PV cetacei

Albero filogenetico delle sequenze di L1:
*148 tipi di HPV
*112 tipi di NHPV, 29 generi, 54 spp

Hg 1. Pylogenetic relationships betwesn all ssablished papillomavins types, demanstrating their dassifiation. The phylo genstic tres s bassd on an L1 nudsotide
sequence alignment of all characterized papil komavirus types (e 112 non-human animal papillmavinesss lzied in Tble 1 and 128 HPV types listed a5 Refenence Genames
For human papi lomavirusss in tie Papillomavins Episteme (hitp: [ pave nisidnih gov]) and the BPCVs The sequence accession numbers for the non-human and human B
types are listed in Table 1 and an the PaVE website respectively. Revisad sequence data were used a5 indicated in the Papillomavirus Episterme. For BROV and BPOVZ the
acaession numbers ane FUOG9E19 and ELZTRE 47, respectively. Sequences were alignesd at the amino add level with Justalfw and translaesd back to nuclsatide ssquences in
DAMBE wersion 5319 (ia and Xie, 2001 ) The alignments wene @meded mamually in Genedoc wersion 2. 200 (Nichala et al,, 195971 A maximum likelhood phylogendtic
tres hasead on the fist and sscond codon position was constructsd in Mega 510, wsing the GTR+1 made] and taking into a<count rate heterogensity over sites by including a
gamma distribution, which wa sslected = the mode] best fitting the data (Tamura =t al, 2011} Bootstrap support values were obtained for 100 neplicatss. Papillomavirus
spedes or genera mmntaining only human PV types were collapsed using FigTree vid0 (available at hip: ftreebioed acuk/saftwarsfigtree/) and are indicated by their
spedies or gemus name. Arcs delineate the papillomavins genera. Numbers at internal nodes represent boo step perenizges (only bootstra vahues above N are shown |
The sale bar indicates the genstic distance (nucleotide substitutions per site). “Classification nat yet approved by the KTV, ™ Currently unclassifisd.

| PAPILLOMAVIRUS e il pianeta TERRA

A Rector, M. Van Banzt |/ Vislogy 445(2012) 212-222

|.ll|h|-

| papilioma-
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Papillomavirus felino

Felis catus papillomavirus
(FcaPV) types 1, 2,3,4,5

Pre 1990 Post 1990

* FcaPV-1 -> gen. Lambda-PV => Les.cutanea ipercheratosica e papilloma (2002)*

* FcaPV-2 -> gen. Dyotheta-PV => Placca cutanea pigmentata e SCC (2009,2013,2014,2016)
* FcaPV-3 -> gen. Tau-PV? => BISC (2013, 2016)

* FcaPV-4 -> gen. Tau-PV? => Gengivite (2014)

* FcaPV-5 -> gen. new-PV? — Placca virale (VP) (2017)**

* FeSarPV -> sarcoide felino (2001) => BPV-14 (2015)

In totale 6 PV nel gatto -> probabilmente numero destinato a crescere come
in corso per altre spp

Oggetto della ricerca, il piu diffuso: FcaPV-2
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Tabella Malattie da Papillomavirus del gatto

(Munday et al, 2019)

Table 1 Summary of diseases that have been evaluated for a potential papillomavirus (PV) aetiology in cats

Disease Associated PV types Strength of Histological evidence p16°PKN2A protein
association of PV infection! immunostaining expected!

Viral plaque/Bowenoid in situ carcinoma FcaPV-2, -3, -5 High Yes Yes

Cutaneous squamous cell carcinoma Moderate No Yes

Basal cell carcinoma FcaPV-3 Unknown* Yes Yes

Oral papilloma FcaPV-1 High Yes Yes

Oral squamous cell carcinoma Minimal No No

Feline sarcoid BPV-14\ High No No

FcaPV = Felis catus papillomavirus; BPV = Bos lawrus papillemavirus

*Although some basal cell carcinomas (BCCs) are strongly sciated with PV infection in cats, the proportion of BCCs that are associated is

unknown
fimmunostaining is expected to be present in lesions that are thoughk to be caused by PVs. For example, not all squamous cell carcinomas contain
evidence of a PV aetiology, but those putatively caused by PVs will consistently contain p16°P“N2A protein immunostaining
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Virus a tropismo cellulare molto ristretto:
infetta solo le cellule epiteliali in
differenziamento di cute e mucose con
progressione dallo strato basale verso
quello superficiale

Proprieta dei PVs

-> replicazione virale dipendente dalla
stimolazione alla divisione cellulare dei
cheratinociti

-> maggiore divisione cellulare dei cheratinociti
=> maggior numero di particelle virali prodotte

PVs e malattie associate nel Gatto

Ciclo replicativo di HPV
nell’epitelio squamoso stratificato

Strato comeo \_\ ’\
i A Rilascio del virus
E4 VA
= E4/L1
Stralo granuioso -
£ < Incapsidamento
g E4 £
:
o
E7/E4
S ato SN0 ) Amplificazione
Sliato spnoso h genom,ca
E7 S
Sbrato basale { Proliferazione
Mantenimento
8 del genoma

Gariglio M, 2012

Proteine virali

-> alterazione della normale regolazione cellulare

-> tutte le malattie da PVs felini -> aumentata divisione cellulare e iperplasia

\\ = 5 v < , \ . y
—— S ] ) T andl B
1l Papillom: s felino e le neoplasie cut:
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@ stk i oot itart
Epidemiologia PVs felini

1) Ricerche di carattere epidemiologico su infezioni da PV felino
-> focalizzate +++ su FcaPV-2

2) FcaPV2 evidenziabile anche in gattini -> come per alcuni tipi
cutanei di HPV -> infezione alla nascita (vunday et al, 2019) +
possibile infezione transplacentare (aitamura et al, 2018)

3) Maggior parte dei gatti e infetta da FcaPV-2 -> ma Ac solo in circa il 25%
dei gatti infetti

PVs strettamente spp-specifici x cui HPV-DNA evidenziato in gatti (vunday et al, 2007) =

contaminazione -> HPVs non infettano il Gatto e FePVs non infettano 'Uomo
(Munday et al, 2019).

Sarcoide felino -> infezione cross-specifica da BPV-14 (unica eccezione)

-> mai evidenziato in lesioni feline non-sarcoide

-> sempre in gatti a contatto con bovini

»
,II Papillomgfls felino e le

dei felidi: nuavi approcci nos
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Ruolo dei PVs nello sviluppo malattie cutanee e mucosali del gatto

Concludendo......

1) sempre piu riconosciuto

- Probabile proposta di subclassificazione delle malattie
cutanee del gatto in SCC-PV pos e SCC-PV neg -> prognosi piu
accurata e terapia piu mirata (Munday et al, 2019)

- In studio associazione SCC mucose e FcaPV-2 X

s

2) possibilita di prevenire tali malattie

a) Vaccino
b) Adiuvare il SI nel controllo della replicazione virale a ¥ @W@
prevenzione della forma clinica ) @.

\ . V s "Tﬂ [ . F ,:prludlm semoeegnzs::necu‘ta
Ay | . y ! r\( (1l = A
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NOVEL VIRUSES

of papillomavirus
infections in cats

John S Munday, Claire R Sharp and Julia A Beatty

Update on the significance
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Letter to the editor

HPV related head and neck sq cell t : New

animal model
Dear Edior,

Several animal models are employed for the study of human head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), including orthotopic or
iransgenic mowe models, as well as ihe hamster. However, (hese arii-
ficial models present a low predictive level due to intdnske imitations.
For instance they do not mimic multiple gene alterations present in
spontaneus cancers and there is no host {mmunity-tumor call inter-
action [1]. Hence, there is the need tosupplement the information with
that from anims] models of spontaneocus carcinogenesis.

From a multitede of studies in recent years, it terned cut that feline
HNSCC is very similar to the human counterpart [1,2]. Anatomical sites
of cocurrence, the mie of metastasls, the lnvason of bene tlssee and
recurrence of the disease after trestment are compamble to human
HNSCC. Some pathogenetic aspeets, including exposure to enviren-
mental factors are shared whh human oropharyngeal cancer. Also,
there are many common aspects of molecular and cellular pathology
between human and feline HNSCGs, such a8 expression of tyrosine ki-
nase receptors, y »d immune
cell markers [1-3].

1t is widely recognized that a distinet sub-category of oropharyngeal
cancers, accounting for 25% of HNSCL, is associated with papilloma-
vins (PV) infection [4]. This specific type of oral cancer displays dif-
ferent markers and prognosk with respect to that sssociated with to-
bacen smoke and akchol consumption. High dsk human PV,
particularly types 16 and -18, are believed 1o contribute to neoplastic

through well molecular sl
milar to those underlying to cervicsl cancer.

New Intriguing evidences support Felis canes papilomavirus type-2
(FeaPV-2) as etiologieal factor for development of oral SCC in cats the
wins is assoclated with naturally occurring feline sl SOC, where it is
transeriptionally active [5,6]; E6 and E7 oncogenes are expressed in
blopsies and in spontanecus in vire models of feline oral $OCs [5,6];
their biologcal activity has been characterked and reveals some pe-
cullarsimiarties to those of mucosal HR HPVs invelved in cervical and
omhbaryngeal eancer [5-71. Particulady, FeaPV-2 B5 and E7 corrupt
P53 and pRb pathways in living cells, where the molecular mechanism
of p53 degradation by FeaPV-2 E6 (s superimposable to that of HPV-
16/-18 E6 [56].

Finally, FeaPV-2 associated feline oral SCC appears to be loss fre-
quent compared to virus-free cancer, this it & tempting to speculate
that it may form a distinel sub-group of felise HNSOC as in human
counterpart.

Additlonal studies are warmnted to conflmn biologieal similarities
between human and kline PV-relited HNSCC, however thase recent
breaking through findings alldste the feline a5 a new spontaneous
animal model.

‘doiorg/10.1016/j. orakneology 2018.1 1627
Recsived 15 November 2018; Acceped 18 November 2018

1366-8375/ £ 2018 Flsevier Lid. All ights ressrved,

for an ging sp @

Clinical trials in rodent and others conventional iboratory animals
are still of great usefulness although it might not be ignored the fact
tht the success rates are low. Around 10% of oncology drugs working
in mice do the same in humans. Since a decade there has been a
growing push in unraveling new umconventional animal models of
cancer disease. An interesting factusl perspective is testing new ean-
didate antitumors] drugs on cancer suffering pets with a “bark to bed-
side” approach, or better “mew to bedside” in this case [5]

In this regard, we do beliee feline HNSCC is emerging as a new and
unconventional animal model for trandationsl studies on the eticlogy
and search for new therapeutic strategies against HPV-indu ced HNSOT
in humans.
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