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1. Abstract

In the recent years, in both human and veterinary oncology there has been a
considerable interest in studying metalloproteinase activity of neoplastic cells as
a possible independent prognostic marker and target for therapeutic options.
Degradation of extracellular matrix is associated with tumor invasion and
metastasis, and matrix metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs) are the key mediators of this process. In this study
the expression of MMP-9 and MMP-2, known as type IV collagenases, and of
their inhibitors TIMP-1 and TIMP-2 has been investigated in canine meningioma.
Fifty-four cases of both intracranial and spinal tumors were selected from the
archive of Neuropathology Laboratory of our Department. RNA was obtained
from formalin-fixed and paraffin embedded tissue, converted to cDNA and
submitted to quantitative polymerase chain reaction. Statistical analysis was
performed to assess the variation of the expression of these molecules and their
relative ratio among the three histological grades of meningioma. MMP-9
expression was undetectable in all the investigated meningiomas. On the
contrary all the tumors expressed MMP-2 though without any significant
differences in the three histological grades; in the same way also the MMP-
2/TIMP-2 ratio didn’t differ in benign, atypical and anaplastic meningiomas.
Significantly higher (p<0.001) was the expression of MMP-2 in the papillary
meningiomas. These tumors showed a MMP-2/TIMP-2 ratio strongly skewed in
favor of metalloproteinase, suggesting that this imbalance may be one of the

molecular basis of the aggressive biological behavior that seems to characterize



this histologic subtype also in dogs. TIMP-1 expression increased significantly
from grade | to grade Il (p<0.001) and in papillary meningiomas (p<0.5), but it
decreased in grade Ill tumors with no significant difference between benign and

anaplastic meningiomas.

In this study the first step of MMPs and TIMPs synthesis, revealed by mRNA
transcription, has been investigated; further studies are needed to investigate
the successive stages related to the genetic expression, to finally clarify the role
of gelatinases and their inhibitors in neoplastic progression of canine
meningioma. In this study the identification of peculiar molecular expression in
the papillary meningioma supports that canine meningioma should be
considered as a morphologically as well as biologically heterogeneous group of

neoplasms.



2. Riassunto

Negli ultimi anni, lo studio dell’attivita metalloproteinasica delle cellule
neoplastiche ha suscitato grande interesse sia in oncologia umana che
veterinaria, quale possibile marker prognostico e target per nuove frontiere
terapeutiche. La degradazione enzimatica della matrice extracellulare & un
evento essenziale nel processo di infiltrazione e di metastatizzazione delle cellule
neoplastiche nel quale un ruolo chiave e svolto dalle metalloproteinasi di matrice
(MMPs) e dai loro inibitori tissutali (TIMPs). In questo studio & stata indagata
I'espressione delle gelatinasi MMP-9 e MMP-2 e dei loro rispettivi inibitori
tissutali, TIMP-1 e TIMP-2, nel meningioma di cane. Cinquantaquattro
meningiomi di cane intracranici e spinali sono stati selezionati dagli archivi del
Laboratorio di Neuropatologia del nostro dipartimento. Dal tessuto fissato in
formalina e incluso in paraffina & stato estratto I'RNA, che & stato
successivamente retrotrascritto a c¢cDNA e sottoposto ad indagine di PCR.
Successivamente, sono state compiute indagini statistiche al fine di valutare
I'andamento dell’espressione di tali molecole ed, in particolare, del rapporto tra
MMP e relativo inibitore, nei tre gradi istologici della neoplasia. Nessuno dei
meningiomi indagati ha espresso la MMP-9. Al contrario in tutti i tumori dello
studio & stata riscontrata I'espressione di MMP-2, sebbene senza alcuna
differenza statisticamente significativa nei tre gradi istologici; allo stesso modo,
anche il rapporto MMP-2/TIMP-2 non ha mostrato variazioni nei meningiomi
benigni, atipici e anaplastici. MMP-2 e risultata invece molto pil espressa

(p<0.001) in un particolare sottotipo istologico del tumore meningiale, il



meningioma papillare. | meningiomi papillari indagati in questo studio hanno
mostrato un rapporto MMP-2/TIMP-2 fortemente sbhilanciato a favore
dell’attivita proteasica, lasciando supporre che tale squilibrio possa essere una
delle basi molecolari che giustificano il comportamento biologico aggressivo di
guesto tipo di neoplasia, ampiamente dimostrato nell'uomo e recentemente
ipotizzato anche nel cane. L'espressione di TIMP-1 é risultata significativamente
crescente dal grado | al Il (p<0.001) e nei meningiomi papillari (p<0.5), per poi
diminuire nelle neoplasia di grado lll, tanto che tra meningiomi benigni ed
anaplastici non e stata osservata alcuna differenza.

In questo progetto e stato indagato il primo passaggio nella sintesi delle
gelatinasi e dei relativi inibitori, rappresentato dalla trascrizione del mRNA.
Ulteriori studi sono necessari per indagare le fasi successive legate
all’espressione genica delle proteine, per chiarire definitivamente il ruolo che
gueste molecole svolgono nella progressione neoplastica del meningioma di
cane.

Tra i risultati ottenuti in questo studio, l'identificazione di peculiari
caratteristiche molecolari nel meningioma papillare supporta la necessita di
considerare il meningioma di cane come un gruppo morfologicamente e

biologicamente eterogeneo di neoplasie.



3. Introduzione

Il meningioma é la neoplasia del Sistema Nervoso Centrale (SNC) a piu elevata
incidenza nel cane (Snyder et al., 2006). Una delle caratteristiche distintive di
questo tumore € la sua ampia variabilita morfologica e fenotipica (Motta et al.,
2012), derivante dalla duplice natura mesenchimale e neuroepiteliale
dell’aracnoide, meninge da cui esso prende origine (Summers et al., 1994).
Nonostante tale eterogeneita fenotipica, il meningioma e tradizionalmente
considerato un tumore dal comportamento benigno, dai caratteristici aspetti
istopatologici e di risonanza magnetica (Buetow et al., 1991), nell’'uomo (Louis et
al., 2007) come nel cane (Motta et al.,, 2012). Nella sua crescita lenta ed
espansiva, tale neoplasia produce numerosi effetti secondari sul tessuto nervoso
prossimo alla lesione o sulla dinamica del liquido cefalorachidiano, responsabili
dei segni clinici che il paziente manifesta (Gallagher et al., 1993; Gordon et al.,
1994; Axlund et al.,, 2002; Bagley, 2004). Nelluomo I'asportazione chirurgica
rappresenta la terapia d’elezione, tale che un’eventuale recidiva viene
generalmente imputata all'incompleta resezione (von Radow et al., 2006).
Tuttavia, alcune neoplasie si ripresentano anche a seguito di una resezione
chirurgica completa (Maier et al., 1992; Palma et al., 1997; Schiffer et al., 2005).
Per spiegare questa evidente eterogeneita nell’evoluzione clinica dei pazienti, in
medicina umana e stato formulato un sistema di gradazione che tiene conto
della correlazione tra parametri morfologici istopatologici e dati di follow up, al
fine di identificare aspetti morfologicamente rilevabili di attendibile valore

prognostico. Tale sistema individua nell’'uomo tre gradi istopatologici, predittivi



del comportamento biologico (Louis et al., 2007). Nel cane [Iattuale
classificazione dei tumori del SNC (Koestner et al., 1999) non prevede per il
meningioma un sistema di gradazione, sebbene recentemente siano stati
compiuti degli incoraggianti tentativi di applicazione del sistema classificativo
umano al cane (Sturges et al., 2008; Mandara et al., 2010).

L'identificazione di specifici parametri morfologici spesso giustifica solo in parte il
comportamento biologico del meningioma. Per meglio comprendere tale
comportamento, da anni ricercatori di tutto il mondo indagano I'espressione di
marker biologici sul tessuto neoplastico, siano essi riferibili agli effetti primari
(indice mitotico, recettori ormonali, progressione maligna) o agli effetti secondari
del tumore (neovascolarizzazione, infiltrazione, edema peritumorale) (Kalkanis et
al., 1996; Goldman et al., 1997; Provias et al., 1997; Paek et al., 2002; Platt et al.,
2006; Dickinson et al., 2008).

Un punto critico nella progressione tumorale del meningioma e l'infiltrazione dei
tessuti circostanti, evento che generalmente si rende responsabile della recidiva
post-operatoria della neoplasia, e che si rinviene pil frequentemente nei tumori
di grado elevato (von Radow et al., 2006). L'infiltrazione dei tessuti peritumorali
da parte delle cellule neoplastiche viene considerata un processo multifasico che
prevede diverse tappe consequenziali; una di queste, probabilmente la pil
decisiva, & la degradazione della matrice extracellulare che circonda le cellule
neoplastiche, evento essenziale per la loro mobilizzazione oltre che per il
raggiungimento dei vasi sanguigni, vie di accesso all'intero organismo (von

Radow et al, 2006). Rientra in questo meccanismo il ruolo delle
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metalloproteinasi di matrice (MMPs), endopeptidasi ad azione proteolitica
selettiva in grado di degradare specifiche componenti della matrice
extracellulare (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). La potenzialita di tali
molecole ha suscitato notevole interesse nel campo della ricerca oncologica.
Nell’ultimo decennio le MMPs sono state oggetto di numerosi studi che ne
hanno dimostrato il ruolo non trascurabile giocato nella progressione neoplastica
(Roy et al., 2009; Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). L’attivita di tali
molecole & contrastata da specifici inibitori endogeni, gli inibitori tissutali delle
metalloproteinasi di matrice (TIMPs), i quali, opponendosi alla degradazione
della matrice extracellulare, finiscono per ricoprire anch’essi un ruolo
determinante nella progressione neoplastica. In particolare, & stato ipotizzato
che alla base della evoluzione di una neoplasia primaria da una forma ben
localizzata a una forma invasiva e metastatica, vi sia un rapporto tra
MMPs/TIMPs sbilanciato a favore dell’attivita proteasica (Bourboulia and Stetler-
Stevenson, 2010). L’attivita delle MMPs e dei relativi inibitori e stata indagata in
numerosi tumori, compreso il meningioma di uomo (Okada et al., 2004; von
Radow et al., 2006; Moon et al., 2010; Barresi et al., 2011; Iwado et al., 2012; Pei
et al., 2012;) e di cane (Mandara et al., 2009; Beltran et al., 2013), generalmente
mediante analisi squisitamente fenotipiche e con risultati non sempre univoci. Al
contrario, scarsa attenzione & stata riservata allo studio del rapporto
MMPs/TIMPs.

Dal canto suo, nei confronti dell’infiltrazione del parenchima cerebrale da parte

delle cellule neoplastiche meningiali, le opzioni terapeutiche possibili prevedono
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il ricorso a radioterapia e chemioterapia (Marosi et al., 2003). Tuttavia, non
sempre i meningiomi sono sensibili al trattamento radioterapico e l|'efficacia
della chemioterapia & controversa per il frequente riscontro di farmacoresistenza
nelle cellule meningiali neoplastiche (Tews et al., 2001; Andersson et al., 2004).
In questo contesto, il riconoscimento di un effettivo ruolo delle MMPs, TIMPs e
del loro rapporto relativo, potrebbe aprire la strada a nuove ed efficaci strategie
terapeutiche.

Partendo da queste premesse, scopo di questa ricerca & quello di indagare i livelli
di espressione genica di MMP-9 e MMP-2 e dei relativi inibitori nel meningioma
di cane, valutando come essi si modificano nei tre gradi istologici del tumore.
Inoltre, particolare attenzione & stata posta allo studio del rapporto tra MMPs e
TIMPs, con lo scopo di identificare un possibile squilibrio associabile alla
progressione di questa malattia neoplastica. Attraverso la valutazione dei livelli
di mRNA trascritto nelle cellule neoplastiche, questo studio indaga il primo
tassello di un ben pilt ampio mosaico rappresentato dell’espressione genica,
avendo come obiettivo quello di porre le basi biomolecolari per futuri studi volti
a chiarire i passaggi successivi di un eventuale coinvolgimento di questo
complesso meccanismo molecolare nella progressione neoplastica del

meningioma di cane.
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4. Il meningioma del cane: caratteri clinico-patologici generali

4.1. Origine del meningioma

L'encefalo ed il midollo spinale sono rivestiti dalle meningi, un sistema di
membrane connettivali disposte in tre lamine concentriche e denominate,
dall'esterno all'interno, dura madre, aracnoide e pia madre (Summers et al.,
1994). Oltre ad una evidente funzione protettiva nei confronti del tessuto
nervoso, le meningi fungono da guaina per le emergenze dei nervi cranici e
spinali, rappresentano uno stroma di supporto per i vasi sanguigni ed individuano
lo spazio subaracnoideo, un compartimento in cui circola il liquido
cefalorachidiano (LCR) prima di essere riassorbito e di tornare al sangue
(Summers et al., 1994). Da queste peculiari strutture prende origine il
meningioma, il tumore primario del Sistema Nervoso Centrale (SNC) a piu elevata
incidenza nel cane (Snyder et al., 2006). In particolare & ormai noto che a dare
origine al meningioma sia la proliferazione incontrollata delle cellule
dell’aracnoide, li dove esse si aggregano nella formazione dei villi aracnoidei

(Riemenschneider et al., 2006).

Una delle caratteristiche distintive del meningioma & la sua ampia variabilita
morfologica e fenotipica (Motta et al.,, 2012), che si giustifica alla luce
dell’ontogenesi del tessuto da cui il tumore prende origine. Nei mammiferi, nel
corso dello sviluppo embrionale, il mesenchima che circonda il tubo neurale

subisce una trasformazione strutturale condensandosi a formare una membrana

13



chiamata meninge primordiale. Lo strato esterno di questa membrana si
ispessisce a costituire la dura madre, mentre gli strati interni rimangono sottili e
formano le leptomeningi (pia madre e aracnoide). Contemporaneamente le
cellule delle creste neurali migrano all’interno delle leptomeningi contribuendo
alla formazione definitiva dell’aracnoide (Ruggieri et al., 2006). Questa
compartecipazione del mesoderma e delle creste neurali alla formazione delle
cellule da cui origina il meningioma giustifica I'espressione di caratteri istologici
francamente mesenchimali, cosi come di caratteri squisitamente neuroepiteliali

da parte del tumore stesso (Summers et al., 1995).

4.2 Incidenza, localizzazione ed aspetti macroscopici

Il meningioma rappresenta il tumore primario del SNC di piu frequente riscontro
nel cane (Snyder et al., 2006). Esso ¢ il primo tumore a sede intracranica con una
incidenza che arriva al 45%, seguito dagli astrocitomi (17%), dagli
oligodendogliomi (14%), dai tumori dei plessi corioidei (7%) e dai linfomi primitivi

del SNC (4%) (Snyder et al., 2006).

Prendendo origine da strutture di rivestimento esterno del SNC, il meningioma e
per definizione una neoplasia extra-assiale, ovvero si accresce nello spessore
delle meningi ma fuori dal neurasse (encefalo e midollo spinale), sebbene
guest’ultimo sia occasionalmente interessato da infiltrazione da parte delle
cellule neoplastiche (Motta et al., 2012). La maggior parte dei meningiomi del

cane si localizzano in prossimita del calvarium, a livello della regione olfattoria e
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frontale, del pavimento della scatola cranica, del chiasma ottico o della regione
soprasellare e parasellare (Patnaik et al., 1986; Snyder et al., 2006; Sturges et al.,
2008); altre localizzazioni di frequente riscontro a livello intracranico sono la
regione cerebello-pontomidollare (Bagley et al., 2000; Kaldrymidou et al., 2001;
Kitagawa et al., 2004; Sturges et al., 2008; Holland et al., 2010), lo spazio
retrobulbare (Patnaik et al., 1986; Willis et al., 1997; Pérez et al., 2005), e

I’orecchio medio (Owen et al., 2004).

Sulla base di un criterio puramente anatomico, i meningiomi vengono cosi

distinti:

- Meningioma olfattorio

- Meningioma della convessita

- Meningioma della falce

- Meningioma della base

- Meningioma del tentorio

- Meningioma intraventricolare

| meningiomi intraventricolari derivano presumibilmente da cellule meningiali
residue presenti nella tela coroidea del sistema dei plessi (Meuten et al., 2002;

Summers et al., 1995)
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Nell’'uomo la localizzazione di piu frequente per il meningioma intracranico e
rappresentata dalle convessita cerebrali, spesso in posizione parasaggittale ed in

associazione con la falx cerebri ed il seno venoso (Louis et al., 2007).

Quanto alla localizzazione spinale, nel cane sono piu frequentemente interessati i
segmenti cervicali e lombari (Petersen et al., 2008). Al contrario, nell’'uomo la
maggior parte dei meningiomi spinali si localizzano a livello toracico (Gottfried et
al., 2003). Tale tendenza sembra essere legata al fatto in questo segmento & piu
elevata la concentrazione dei villi aracnoidei, le strutture meningiali da cui
origina il meningioma (Kido et al.,, 1976). Nel cane la distribuzione dei villi

aracnoidei lungo le meningi spinali non € ancora nota (Petersen et al., 2008).

Va ricordato, inoltre, che nel cane vengono riportati meningiomi extraneurali,
localizzati all’interno dei seni paranasali (Patnaik et al., 1986). Una forma di
meningioma extraneurale a sede eterotopica & il meningioma cutaneo noto
nell’'uomo, ma riportato aneddoticamente anche nel cane (Herrera et al., 1981).
E’ stato suggerito che i traumi e un’elevata pressione intracranica in una fase
precoce dello sviluppo embrionale possano indurre lo spostamento eterotopico
di tessuto meningiale dal quale successivamente originerebbero i meningiomi
extraneurali (Suzuki et al., 1967). Secondo altre ipotesi il meningioma cutaneo
potrebbe derivare da estensioni cutanee di neoplasie localizzate attorno ad
organi di senso della testa e lungo il decorso di nervi cranici e spinali, o da
estensioni di meningiomi dal SNC alla cute, attraverso l'invasione ossea o difetti

dell’osso (Lopez et al., 1974). In alternativa alcuni autori ipotizzano possa
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trattarsi non di reali meningiomi, ma di falsi meningiomi, ovvero di
malformazioni simil-meningocele sviluppatesi in sede cutanea (Brantsch et
al.,2009). L'unico caso riportato nel cane & stato descritto come una massa
sottocutanea in corrispondenza dell’arto posteriore destro, non associato a nervi
cranici o spinali, né tanto meno ad organi di senso cefalici, in assenza di
meningiomi cerebrali primari che potessero far ipotizzare I'origine metastatica

della massa sottocutanea (Herrera et al., 1981).

La maggior parte dei meningiomi appaiono macroscopicamente come delle
neoformazioni ben delimitate e distinte dalle strutture circostanti, spesso
multilobulate, dalla consistenza ferma o granulare (Summers et al.,, 1995). La
presenza di emorragie puod conferire al tumore un colore rossastro, mentre la
mineralizzazione pud conferire un aspetto sabbioso e calcareo in sezione, e una
consistenza dura alla massa (Meuten et al., 2002). Talvolta il meningioma del
cane mostra una cavita cistica centrale, individuata dalla confluenza di aggregati
di cellule vacuolizzate o prodottasi in conseguenza di eventi ischemici (Pinna et
al., 1986; Salvadori et al., 2010). In genere il meningioma mostra ampia base di
impianto rispetto al tessuto meningiale, sebbene non sia raro il riscontro di
tumori peduncolati (Summers et al., 1995); la dura madre prossima alla lesione
appare spesso infiltrata dalle cellule neoplastiche, che possono raggiungere
anche le ossa del cranio. In questa sede segni di iperostosi sono altamente
indicativi di infiltrazione neoplastica (Louis et al., 2007). Nella sua crescita
espansiva frequentemente il meningioma tende ad avvolgere e ad inglobare altre

strutture intracraniche, come le arterie cerebrali, che spesso risultano
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intrappolate nella massa neoplastica, o ad estendersi a compartimenti

extracranici adiacenti, come le orbite (Louis et al., 2007).

4.3 Segnalamento e segni neurologici

Il meningioma & una neoplasia che affligge con maggiore frequenza soggetti di
eta adulta o anziani, con un’eta media di 11 anni (Snyder et al., 2006; Song et al.,
2013) e con un picco di incidenza tra i 12 ed i 14 anni (Song et al., 2013).
Occasionalmente tale entita neoplastica e stata diagnosticata anche in animali
giovani, intorno al sesto mese o ad un anno di vita (Keller and Madewell, 1992).
In un recente studio che prendeva in esame un’ampia serie di tumori intracranici
nel cane, gli animali affetti da meningioma risultavano significativamente piu
anziani rispetto a quelli affetti da altre neoplasie intracraniche (Snyder et al.,
2006). Anche nell’'uomo il meningioma si presenta in soggetti anziani, con
maggiore frequenza nella sesta o settima decade di vita (Louis et al., 2007);
sebbene pil rari, i meningiomi diagnosticati nei giovani e nei bambini mostrano
una maggiore malignita istologica e tendono a manifestare un comportamento
nettamente piu aggressivo (Louis et al., 2007). Contrariamente rispetto all’'uomo,
in cui il sesso femminile appare maggiormente colpito da questo tipo di
neoplasia intracranica, nella specie canina non viene osservata una
predisposizione di sesso (Snyder et al., 2006; Sturges et al., 2008). In medicina
umana si ipotizza che i meningiomi a localizzazione spinale manifestino una

predilezione per il sesso femminile, tanto che dall’analisi di alcune serie di tumori
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meningiali midollari la percentuale di donne risultava prossima al 90% (Louis et
al., 2007). Nellluomo il sesso maschile, sebbene meno frequentemente
interessato, sviluppa in genere forme a piu alto grado istologico (Burger et al.,

2002).

Quanto alla razza, I'analisi di ampie serie di casi di meningioma di cane ha
permesso nel tempo di individuare una predisposizione; in particolare, ad essere
colpiti da questo tipo di neoplasia intracranica sono pil comunemente soggetti
di razza dolicocefala, quali Pastore Tedesco, Pastore Scozzese, Golden Retriever e
Labrador Retriever (Zaki, 1977; Patnaik et al., 1986; Gavin et al., 1995; Bagley
and Gavin, 1998; Withrow et al., 2007; Sturges et al., 2008; Wisner et al., 2011),
cosi come cani di razza Boxer (Sturges et al., 2008). Al di la delle razze piu
comunemente affette, recentemente e stata osservata una maggiore incidenza
del meningioma in soggetti dal peso compreso tra i 20 ed i 25 Kg (Song et al.,

2013).

In virtl della loro tendenza a crescere in modo lento ed espansivo, i meningiomi
risultano clinicamente silenti per lungo tempo prima di causare segni clinici
apprezzabili dal proprietario del cane (Snyder et al., 2006). Inoltre, dal momento
che risultano interessati soggetti anziani, la maggior parte dei segni clinici da
coinvolgimento del prosencefalo, quali alterazioni dello stato mentale e del
comportamento, vengono in genere interpretati dal proprietario come
conseguenza del fisiologico processo di invecchiamento del loro cane (Snyder et

al., 2006). La severita dei segni neurologici conseguenti lo sviluppo di un
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meningioma intracranico dipendono comunque da diversi fattori, quali la
velocita di crescita e la localizzazione della neoplasia, lo sviluppo di edema
peritumorale, l'aumento della pressione intracranica e [Iefficienza dei
meccanismi compensatori cerebrali (Sessums and Mariani, 2009). In genere
I’evoluzione dei segni clinici risulta lenta e progressiva dal momento che il
meningioma si accresce in modo espansivo in posizione extra-assiale, al di fuori
del parenchima cerebrale e spinale (Sessums and Mariani, 2009). Se i normali
meccanismi compensatori encefalici, quali la diminuzione del volume ematico e
del liquido cerebrospinale, vengono esauriti, i segni neurologici possono
progredire in maniera piu veloce, con rapido peggioramento della condizione
clinica dell’animale (Oakley and Patterson, 2003). Cosi come per le altre lesioni
cerebrali, i segni neurologici provocati dalla presenza di un meningioma
intracranico nel cane sono determinati in primo luogo dalla localizzazione del
tumore, e sono rappresentati principalmente da alterazioni dello stato di
coscienza, crisi epilettiche e disfunzioni vestibolari (Greco et al., 2006; Snyder et
al., 2006). E ormai noto che le crisi epilettiche vengano generate a livello di
corteccia cerebrale e di diencefalo (Fischer et al., 2005), aree cerebrali
frequentemente sede di sviluppo del meningioma (Snyder et al., 2006; Sturges et
al., 2008). Dal momento che spesso i soggetti affetti da meningioma intracranico
mostrano come unico segno neurologico la comparsa ricorrente di crisi
convulsive, tale neoplasia deve essere considerata in diagnosi differenziale in
tutti cani con pit di 5 anni d’eta con anamnesi di recente comparsa di

manifestazioni epilettiche (Sessums and Mariani, 2009). Inoltre la compressione
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o l'infiltrazione neoplastica delle strutture diencefaliche puo essere responsabile
dell’alterazione dello stato di coscienza che frequentemente viene riportato in
cani affetti da meningioma, a causa del danneggiamento del sistema reticolare
ascendente, una rete di neuroni responsabili del mantenimento dello stato vigile
(De Lahunta and Glass, 2009). In aggiunta le medesime lesioni diencefaliche
possono spiegare la comparsa di segni vestibolari dal momento che il talamo
funge da stazione di trasmissione alla corteccia cerebrale degli stimoli vestibolari

afferenti (Dieterich et al., 2005).

Lo sviluppo in sede spinale del meningioma si associa generalmente a atassia e
paresi, dolorabilita spinale e, con minore frequenza, a zoppia ed incontinenza

fecale ed urinaria (Petersen et al., 2008).

4.4. Indagini di laboratorio

Poche sono le conoscenze circa le modificazioni ematobiochimiche nei cani
affetti da meningioma (Motta et al., 2012). Un parametro considerato
clinicamente significativo e indagato negli ultimi anni in medicina umana e
veterinaria & la concentrazione del lattato ematico. E noto che i processi
patologici del SNC si associano all’laumento della produzione locale di acido
lattico (Jordan et al., 1983; Watson and Scott, 1995), che viene poi riversato nel
liquido cefalorachidiano (LCR) e da qui al sangue, in caso di alterazioni della
barriera emato-encefalica (BEE), condizione di comune riscontro in corso di

patologie intracraniche (Lobetti and Pearson, 1996; Sullivan et al.,, 2009).
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L'aumentata produzione di acido lattico & una conseguenza dello stato ipossico
del tessuto nervoso causato da patologie compressivo-ostruttive, con
conseguente conversione metabolica verso la glicolisi anaerobia (Jones et al.,
1993; Domingo et al., 1998). Durante lo sviluppo di meningioma cosi come di
altre neoplasie intracraniche & stata dimostrata nellluomo un’alterazione del
metabolismo dei carboidrati (Herting et al., 2003). In uno studio del 2009,
Sullivan e coll., nel valutare la concentrazione ematica di acido lattico in cani
anestetizzati affetti da differenti patologie intracraniche, hanno descritto un
incremento clinicamente significativo della lattatemia (>2,5 mmol/l) nei soggetti

affetti da meningioma (Sullivan et al., 2008).

Ben piu indagate sono le modificazioni biochimiche e citologiche del LCR che si
accompagnano alla presenza di meningioma intracranico e spinale nel cane
(Bailey and Higgins, 1986; Dickinson et al., 2006; Snyder et al., 2006). Alcuni
autori hanno riportato modificazioni patologiche del LCR pressoché costanti nei
cani affetti da meningioma intracranico, con pleiocitosi ed aumento della
concentrazione di granulociti neutrofili (Bailey and Higgins, 1986; Carrillo et al.,
1986; Dickinson et al., 2006; Snyder et al., 2006). In particolare Bailey e Higgins
hanno avanzato l'ipotesi che l'incremento dei granulociti neutrofili nel LCR
potesse essere associato al grado di necrosi e di infiltrazione di polimorfonuclati
osservata all’esame istopatologico (Bailey and Higgins, 1986), ipotesi confutata in
successivi studi (Dickinson et al., 2006). Piu recentemente, in uno studio
retrospettivo che prendeva in esame i risultati dell’analisi biochimica e citologica

del LCR in un’ampia serie di meningiomi intracranici di cane, pleiocitosi ed
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incremento dei neutrofili sono state osservate solo nel 19% dei casi indagati
(Dickinson et al., 2006). In questo studio & risultata altresi significativa
I'associazione tra localizzazione del tumore ed aumento della componente
cellulare infiammatoria, osservata nell’80% delle neoplasie localizzate nella
porzione piu caudale della fossa craniale (Dickinson et al., 2006). Tale
correlazione potrebbe essere attribuibile al maggior grado di compressione e
conseguente flogosi indotta dalla neoplasia in questa sede, cosi come alla
vicinanza anatomica tra la lesione ed il sito di campionamento (Dickinson et al.,
2006). Per quanto riguarda i meningiomi a localizzazione spinale, essi
generalmente non si associano a modificazioni significative del LCR (Zaki et al.,
1975; Gilmore, 1983; Fingeroth et al., 1987). In uno studio retrospettivo su 34
meningiomi spinali, I'analisi del liquor ha rivelato nella maggior parte dei casi un
aumento della concentrazione proteica associata ad una moderata pleiocitosi
(Petersen et al., 2008). Anche in questo studio tali alterazioni erano di piu
frequente riscontro nei tumori a localizzazione lombare, in prossimita del sito di
raccolta del LCR, facendo supporre un aumento delle proteine e delle cellule

inflammatorie in prossimita della lesione (Petersen et al., 2008).

4.5 Aspetti radiografici

Le avanzate metodiche di diagnostica per immagini, quali Tomografia
Computerizzata (TC) e Risonanza Magnetica (RM), rappresentano ad oggi

fondamentali ausili diagnostici per indagare i diversi processi patologici che
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coinvolgono il SNC, sebbene per una diagnosi definitiva si debba ricorrere

all’esame istologico (Motta et al., 2012).

Nel’'uomo e nel cane l'accuratezza diagnostica della TC nell’identificazione di
meningiomi intracranici € risultata prossima all’'80% (Polizopoulou et al., 2004;
Assefa et al.,, 2006; Sessums and Mariani, 2009). Purtroppo, nell'indagare
neoplasie localizzate a livello di fossa caudale la TC produce numerosi artefatti, a
causa dell’interferenza delle radiazioni emesse con l'osso petroso temporale
(O’Brien and Axlund, 2005). Il segnale caratteristico prodotto dal meningioma in
TC risulta da isointenso a lievemente iperintenso ed omogeneo; con questa
metodica si evidenziano con facilita eventuali foci di calcificazioni all’interno della
neoplasia, caratteristica di comune riscontro nel meningioma, sebbene una
mineralizzazione diffusa potrebbe mascherare lintensita del segnale dopo
infusione di mezzo di contrasto (Sessums and Mariani, 2009). Anche l'iperostosi
delle strutture ossee adiacenti il meningioma risulta facilmente visualizzabile in

TC (Morantz and Walsh, 1994; Halphin, 2000).

Ben maggiore e l'accuratezza diagnostica della RM, stimata fino al 96% per
I'identificazione del meningioma nell’'uomo (McDermott and Wilson, 1996; De
Monte et al., 2001; Engelhard, 2001). In RM il meningioma mostra un segnale
isointenso o ipointenso rispetto a quello della sostanza grigia, in sequenze pesate
in T1, ed eterogeneamente iperintenso in sequenze pesate in T2. Le immagini
post-contrasto pesate in T1 lasciano apprezzare distinti margini tumorali con

marcata captazione di contrasto, dal momento che i capillari della neoplasia non
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attraversano la BEE (Sessums and Mariani, 2009). Dopo somministrazione
endovenosa di mezzo di contrasto i meningiomi possono rivelare un segno
radiografico caratteristico, noto come “dural tail”, letteralmente “coda durale”
(Motta et al., 2012). Esso consiste nella captazione di mezzo di contrasto di entita
analoga a quella della neoplasia a livello della porzione di dura madre prossima
alla lesione, che spesso appare ispessita (Nagele et al., 1994; Graham et al.,
1998). Nellluomo questo segno radiografico & generalmente associato alla
presenza di meningioma, ma non lo caratterizza. Infatti, esso puo essere
osservato anche in caso di glioblastoma, adenoma ipofisario e schwannoma
acustico (Rokni-Yadzi and Sotoudeh, 2006). La RM permette di apprezzare
adeguatamente anche le formazioni cistiche che spesso compaiono nel
meningioma, soprattutto in immagini pesate in T2 (Morantz, 1994). La
caratteristiche radiografiche che in RM supportano una diagnosi di meningioma

risultano dunque (Sessums and Mariani, 2009):

o localizzazione periferica rispetto al parenchima cerebrale

o dislocazione e compressione del tessuto nervoso generalmente senza
infiltrazione

o segnale iso/ipointenso in sequenze pesate in T1

o segnale iperintenso in sequenze pesate in T2

o notevole e diffusa captazione di contrasto

o ispessimento durale

O prossimita e continuita anatomica con le meningi
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E opportuno considerare che nel cane altre lesioni cerebrali possono mostrare il
medesimo aspetto radiografico del meningioma, quali neoplasie ipofisarie
(Pollard et al.,2010), linfoma (Thomovsky et al, 2011) sarcoma istiocitico
cerebrale (Tamura et al., 2009) e tumore germinale intracranico (Motta et al.,

2011).

Nonostante I'accuratezza diagnostica RM e TC non sono pero in grado di predire
invasivita e caratteri di malignita del meningioma, non consentendo pertanto di
avanzare ipotesi prognostiche (Sessums and Mariani, 2009). In medicina umana
sono stati effettuati diversi studi di correlazione tra aspetti radiografici e grado
istologico e/o sottotipo tumorale, con risultati contrastanti (Sturges et al., 2008).
In particolare, in alcuni studi I'intensita del segnale nelle immagini pesate in T2 &
apparsa correlata con il grado istologico del tumore (Elster et al., 1989; Chen et
al., 1992; Suzuki et al., 1994; Maiuri et al., 1999). E stato inoltre riportato che
meningiomi con iperintensita di segnale in entrambe le sequenze T1 e T2, esteso
edema, necrosi centrale e bordi mal definiti, mostrano un comportamento piu

aggressivo e un piu elevato grado istologico (Engelhard, 2001).

La diagnosi definitiva di meningioma € in ogni caso istologica. Essa puo essere
essere eseguita su materiale chirurgico o su materiale campionato attraverso
biopsie stereotattiche TC-guidate, oggi realizzate anche nel cane. Su 18 cani con
meningioma il 100% e stato correttamente diagnosticato utilizzando questa

innovativa metodica (Koblik et al., 1999). In questo modo I'esame bioptico puo
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fornire utili informazioni prognostiche, consentendo di impostare la piu adeguata

strategia terapeutica (Sessums and Mariani, 2009).

4.6. Classificazione istologica del meningioma in oncologia umana e veterinaria

L’attuale sistema classificativo dei tumori del SNC degli animali domestici
riconosciuto dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS), identifica per il
meningioma del cane la forma benigna, di cui si descrivono otto varianti
istologiche, e la forma anaplastica (Koestner et al., 1999). Tale classificazione,
tuttavia, non prevede per questo tipo di tumore un sistema di grading. Vengono
approfonditamente descritte le caratteristiche istomorfologiche di ciascuna delle
varianti riconosciute, le quali, ad eccezione del meningioma anaplastico o
maligno, mostrano generalmente un comportamento benigno ed una crescita

lenta.

Meningioma meningoteliale o sinciziale

Variante istologica caratterizzata dalla presenza di lobuli solidi di cellule
poligonali, definiti da sottili fibre collagene. Le cellule neoplastiche mostrano una
modica quantita di citoplasma eosinofilo, con margini cellulari non ben definiti,
nuclei rotondo-ovalari con cromatina finemente dispersa, e nucleoli piccoli o
indistinti. L'indice mitotico € basso. Comuni sono le invaginazioni del citoplasma

nei nuclei, con la formazione di figure pseudo-inclusionali. Occasionalmente si
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possono osservare cellule giganti con nuclei eccentrici e bizzarri (Koestner et al.,

1999).

Meningioma fibroblastico o fibroso

Neoplasia costituita da cellule fusiformi disposte in lunghi fasci intrecciati. Le
cellule neoplastiche sono ovoidali con scarso citoplasma eosinofilo dai margini
indistinti, nucleo con cromatina finemente dispersa, nucleoli piccoli o indefiniti.
Queste cellule sono separate le une dalle altre da variabile quantita di fibre

collagene e di reticolina (Koestner et al., 1999).

Meningioma transizionale o misto

Questo meningioma presenta caratteristiche istologiche riconducibili in parte alla
forma meningoteliale, in parte a quella fibroblastica e, per questo motivo, &
detto “transizionale”. Vortici concentrici di cellule neoplastiche sono reperti
comuni e si formano spesso intorno ai vasi capillari. Nella parte centrale di
gueste figure occasionalmente & presente la precipitazione di sali calcarei sotto
forma di "corpi psammomatosi”. La maggior parte dei meningiomi del cane

appartiene a questa variante istologica (Koestner et al., 1999).
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Meningioma psammomatoso

Tale variante si contraddistingue per una diffusa presenza di figure a vortice, con
un core centrale ialino concentricamente stratificato, spesso calcificato, le quali

vanno a costituire i cosiddetti “corpi psammomatosi” (Koestner et al., 1999).

Meningioma angiomatoso

E caratterizzato da numerosi vasi sanguigni di piccolo o medio calibro, associati
alla presenza di nidi di cellule meningiali neoplastiche, in uno stroma ricco in
reticolina. Il meningioma angiomatoso € una variante piuttosto rara negli animali
domestici (Koestner et al., 1999). E’ ancora poco chiaro se si tratti realmente di
un meningioma o piuttosto di un tumore della parete vasale accresciutosi nei

tessuti molli meningiali (Summers, de Lahunta, Cummings).

Meningioma papillare

Tale variante istologica & costituita da cellule organizzate in strutture papillari e
disposte intorno ad un core vascolare. In sede perivasale & caratteristica la
presenza di una zona cell-free che anticipa le cellule neoplastiche conferendo un
aspetto a pseudorosetta (Meuten et al., 2002). Questo tipo di meningioma,
generalmente osservato nel cane, € raro negli altri animali domestici. Non

esistono al momento studi che ne indaghino il comportamento biologico per
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confrontarlo con la medesima variante dell’luomo, notoriamente aggressiva

(Louis et al., 2007).

Meningioma a cellule granulari

Esso e prevalentemente composto da cellule di forma ovale o poligonale con un
abbondate citoplasma eosinofilico e granulare. Le granulazioni citoplasmatiche si
colorano positivamente con la colorazione PAS anche dopo digestione con

diastasi (Koestner et al., 1999).

Meningioma mixoide

In questa variante istologica le cellule neoplastiche appaiono vacuolizzate e
separate da una quantita modica o abbondante di matrice mixomatosa. Questa
matrice appare positiva alle colorazioni PAS, alcian blue e mucicarminio. Nei cani
istotipo sviluppa spesso nella fossa caudale e nella regione prossimale del

midollo spinale (Koestner et al., 1999).

Meningioma anaplastico o maligno

I meningioma maligno esprime caratteri istologici tipici di malignita, quali

frequenti mitosi, elevata cellularita, assenza di chiari pattern istologici, estesi
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focolai di necrosi, infiltrazione del tessuto nervoso adiacente e, eventualmente,

metastasi (Koestner et al., 1999).

Nellluomo [Iattuale sistema classificativo dei tumori del SNC riconosciuto
dall’lOMS classifica i meningiomi in tre gradi istologici: meningioma benigno
(grado 1), atipico (grado Il) ed anaplastico (grado Ill) (Louis et al., 2007). |
meningiomi benigni mostrano bassa attivita mitotica < 4 mitosi /10 campi ad alto
ingrandimento (HPF), e sono escluse da questa categoria determinate varianti
istologiche, quali il meningioma papillare, rabdoide, cordoide e a cellule chiare. |
meningiomi atipici possono mostrare alternativamente attivita mitotica > 4
mitosi /10HPF, presenza di invasione del parenchima adiacente o fino a tre delle
seguenti caratteristiche istologiche: pattern di crescita solida; aumentata
cellularita; elevato rapporto nucleo-citoplasma; macronucleoli; foci di necrosi
spontanea. Per la diagnosi di meningioma anaplastico & richiesta la presenza di
un elevato indice mitotico (>20 mitosi/HPF) associata ad una franca anaplasia
cellulare (Louis et al., 2007). Tale sistema di gradazione scaturisce dalla
correlazione delle caratteristiche istologiche con il comportamento biologico
della neoplasia (Sturges et al., 2008). Dunque lidentificazione del grado
istologico consente nellluomo di avanzare attendibili ipotesi prognostiche
(Kleihues et al.,, 2002; Louis et al., 2007). Sulla base della nota similarita tra
meningioma del cane e dell’'uomo, in passato sono stati compiuti diversi tentativi

di applicare il sistema classificativo in uso in medicina umana al cane (Sturges et
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al., 2008; Mandara et al., 2010), dimostrando I'applicabilita di tale gradazione e
gettando le basi per futuri studi volti a chiarire la correlazione tra grado

istologico e comportamento biologico anche nel meningioma di cane.
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5. Vecchi presupposti e nuove frontiere per la comprensione del

comportamento biologico del meningioma

Nonostante I'elevata variabilita morfologica ed immunofenotipica espressa dal
meningioma, il comportamento biologico attribuito a questo tumore, nell’'uomo
come negli animali, & generalmente benigno, ad eccezione del meningioma
anaplastico, e associato piuttosto agli effetti secondari che esso produce sul
tessuto nervoso adiacente (Gallagher et al., 1993; Gordon et al., 1994; Axlund et

al., 2002; Bagley, 2004).

Criteri istopatologici da sempre utilizzati nella diagnostica morfologica di un
tumore, quali elevata attivita mitotica, ipercellularita, crescita solida e priva di
modelli architetturali, necrosi estensiva, infiltrazione del tessuto nervoso
adiacente e formazione di metastasi, restano ancora oggi dei punti fermi nella
valutazione di malignita anche del meningioma (Koestner et al., 1999). Tuttavia,
oggi pil che in passato, nella valutazione del potenziale maligno del meningioma
si rende indispensabile enfatizzare la differenza che pud sussistere tra la

malignita morfologica e quella biologica in senso stretto.

Infatti, sebbene la maggior parte dei meningiomi dell'uomo e degli animali
domestici mostrino lievi caratteri morfologici di malignita, il comportamento
biologico che essi manifestano dipende essenzialmente dalla loro localizzazione e
dagli effetti secondari che la massa esprime, ovvero da quegli effetti che il
tumore produce nel parenchima nervoso strettamente adiacente o lontano dalla

massa. Tali effetti sono rappresentati dall’edema perilesionale o regionale, dalla
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neovascolarizzazione e dalla necrosi, dalla compressione e infiltrazione, dalle
recidive, da un possibile idrocefalo secondario, dallo spostamento della linea
mediana e dalla tendenza a produrre erniazioni di tessuto nervoso, fino alla
metastatizzazione al di fuori del neurasse, evento ben documentato nelluomo
anche per le forme istologicamente benigne (Fulkerson et al., 2008), ma solo

aneddotico nel cane (Schulman et al., 1992).

Dunque e giusto chiedersi se e quando la malignita morfologica coincida con
guella biologica del tumore e quali aspetti morfologicamente rilevabili possano
assumere un sicuro valore prognostico. Attualmente, a fronte di una pilt comune
benignita morfologica del tumore, si & alqguanto concordi nel ritenere che parlare
di malignita biologica significa per un meningioma essenzialmente fare
riferimento alla capacita del tumore di recidivare ed all’entita dell’edema
peritumorale che ad esso spesso si associa e causa, insieme al tumore stesso, un

aumento della pressione intracranica ed erniazioni encefaliche.

Per tentare di associare la malignita morfologica al comportamento biologico del
meningioma da anni ricercatori di tutto il mondo indagano possibili marker
biologici sul tessuto neoplastico, siano essi riferibili agli effetti primari (indice
mitotico, recettori ormonali, progressione maligna) o agli effetti secondari del
tumore (neovascolarizzazione, infiltrazione, edema peritumorale) (Goldman et
al., 1997; Kalkanis et al., 1996; Provias et al., 1997; Paek et al., 2002; Platt et al.,

2006; Dickinson et al., 2008).
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5.1. Meningioma e ormono-dipendenza

Nello studio del comportamento biologico del meningioma, sin dalla prima meta
del novecento, ha cominciato a farsi strada in medicina umana l'ipotesi di una
possibile ormono-dipendenza. Nel 1938, infatti, Cushing e Eisenhardt
osservarono una evidente progressione dei sintomi legati allo sviluppo del
tumore in donne in gravidanza (Cushing and Eisenhardt, 1938). Da allora molti
autori hanno riportato casi di meningioma a decorso inusualmente molto rapido
in gestanti (Mealey and Carter,1968; Rushing et al., 1999), cosi come casi di
miglioramento clinico dopo il parto e di nuovo peggioramento nel corso di una
successiva gravidanza (Bickerstaff et al.,1958; Kempers and Miller, 1963). Piu
tardi fu individuata una significativa correlazione tra lo sviluppo del meningioma
e quello del carcinoma mammario, in cui la presenza di recettori per estrogeni
(RE) e progesterone (RP) veniva in quegli anni ampiamente dimostrata (Donnell

et al,, 1979).

Nel meningioma dell’'uomo i primi studi sperimentali in grado di dimostrare la
presenza di recettori per gli estrogeni risalgono al 1979 e la loro concentrazione
risultd piu elevata nei campioni prelevati da donne in periodo fertile e
comparabile a quella osservata in carcinomi mammari sensibili all’ormono-
terapia (Donnell et al.,, 1979). Studi successivi si concentrarono sulla ricerca
parallela dei RE e RP su frazioni citosoliche e frazioni nucleari mediante 'uso di
ormoni radioattivi, con risultati alquanto contraddittori (Cahill et al., 1984;

Schulman et al., 1992). Ad oggi I'applicazione di metodiche che prevedono I'uso
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di anticorpi specifici ad alta affinita ha permesso di identificare nel fenotipo RE-/
RP+ quello piu frequentemente espresso nel meningioma dell'uomo
(Blankenstein et al., 2000). La presenza di RE & stata osservata nell’8.6% dei
meningiomi, con localizzazione citoplasmatica e nucleare (Hsu et al., 1997),
mentre la presenza di RP viene riportata nell’82.9% dei casi e tende a ridursi
proporzionalmente alla progressione neoplastica del tumore (Cahill et al., 1984).
Inoltre I'espressione di RE indipendente dalla stimolazione ormonale,
contrariamente a quanto osservato in tessuti ed organi target di tali ormoni,
quali utero e tube uterine, ha fatto avanzare l'ipotesi che i RE prevalgano in
forma inattiva, incapace cioé di unirsi al proprio ligando. Cio fa sospettare che la
loro espressione venga sottostimata, in quanto gli anticorpi utilizzati riconoscono
il dominio proteico del recettore deputato al legame con [|‘'ormone,

evidentemente assente nelle forme inattive (Blankenstein et al., 2000).

| risultati riguardanti la concentrazione dei recettori steroidei nei meningiomi
umani sono apparsi da subito molto interessanti nell’lambito di una valutazione
prognostico-terapeutica del tumore. In particolare, se da un lato la presenza dei
RE & stata considerata scarsamente sfruttabile da un punto di vista terapeutico,
dall’altro i risultati riguardanti la concentrazione dei RP hanno fatto presupporre
che una terapia antiprogestinica potesse essere tentata nell’approccio medico
del meningioma, cosi come viene gia da tempo praticata in pazienti affetti da
carcinoma mammario, aprendo incoraggianti prospettive nella cura di questo
tumore. In particolare la terapia ormonale antiprogestinica permetterebbe di

rallentare la crescita del tumore, nei casi in cui non sia possibile I'intervento
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chirurgico, o di rallentarne la comparsa di recidiva in caso di asportazione
parziale (Grunberg et al., 1991). Inoltre I'impiego della terapia antiprogestinica in
sede preoperatoria potrebbe ridurre la vascolarizzazione del tumore
facilitandone la rimozione chirurgica. Diverse molecole antiprogestiniche sono
state sottoposte a sperimentazione, in particolare mifepristone e onapristone
(Blankenstein et al., 2000). Ricerche su animali da laboratorio (Matsuda et al.,
1994) e studi pilota coinvolgenti un limitato numero di pazienti (Grunberg et al.,
1991; Lamberts et al., 1992; Grunberg, 1994) hanno portato a risultati
incoraggianti, sebbene non si possano ancora trarre conclusioni definitive circa

I’efficacia di tali molecole (Blankenstein et al., 2000).

Anche in medicina veterinaria abbiamo oggi a disposizione dati interessanti
riguardanti le molecole recettoriali per gli ormoni steroidei sessuali nelle cellule
neoplastiche di meningioma. | primi dati risalgono al 1990, quando Speciale e
collaboratori individuarono RE e RP, rispettivamente in un caso e in due casi di
meningioma di cane (Speciale et al., 1990). Piu recentemente ¢ stato indagato il
valore prognostico dell’espressione di RP nel meningioma di cane (Théon et al.,
2000). Nei soggetti che avevano subito un’asportazione parziale, & stata
osservata una positivita immunoistichimica nucleare ai RP nel 70% dei casi ed
una negativita ai RE in tutti i tumori esaminati (Théon et al.,, 2000). Nel
medesimo studio non e stata osservata alcuna correlazione tra la presenza dei
recettori ormonali ed eta, sesso, stato fisiologico e riproduttivo dei soggetti,
sottotipo istologico e localizzazione del tumore (Théon et al., 2000). E stata

altresi osservata una correlazione inversa tra positivita immunoistochimica
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all’antigene nucleare di proliferazione cellulare (PFpcna index) e presenza di RP,
lasciando supporre una correlazione tra I'espressione dei recettori ormonali ed il
comportamento del tumore (Théon et al.,, 2000). Tali risultati sono stati
confermati in successivi studi, in cui I'espressione dei RE & risultata solo
occasionale e blanda, a differenza di quella dei RP, quest’ultima correlata in
maniera inversa all’attivita proliferativa delle cellule neoplastiche (Mandara et
al., 2002; Adamo et al., 2003). Si delinea dunque per i RP il ruolo di affidabile
fattore prognostico nella valutazione del comportamento biologico del
meningioma di cane, oltre che di possibile target terapeutico di notevole

importanza (Mandara et al., 2002).

5.2. Meningioma ed attivita telomerasica

Nel fisiologico processo d’invecchiamento delle cellule eucariote un importante
ruolo & svolto dai telomeri, brevi sequenze nucleotidiche ripetitive poste nelle
porzioni terminali dei cromosomi (Yazawa et al., 1999; Ahmed and Tollefsboal,
2003) e necessarie per la replicazione e per il mantenimento dell’integrita degli
stessi. Nei mammiferi la sequenza telomerica ripetuta & (TTAGGG)n (Nasir et al.,
2001). | telomeri si accorciano ad ogni successiva divisione cellulare
determinando una progressiva instabilita genomica e l'innesco di apoptosi,
attraverso una via p53 dipendente o mediante meccanismi alternativi (Nasir et
al., 2001). L'integrita di tali importanti strutture & garantita dalla telomerasi, un

enzima polimerasico ribonucleoproteico costituito da una componente ad RNA e
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da un complesso multiproteico, che comprende una subunita ad azione
trascrittasi inversa (TERT) (Meyerson, 2000; Argyle and Nasir, 2003; Maes et al.,
2006). L'attivita della telomerasi € considerata essenziale per la conservazione
dell’estremita dei cromosomi, in quanto & in grado di aggiungere sequenze
nucleotidiche TTAGGG ai telomeri e di prolungare cosi la sopravvivenza cellulare
(Blackburn, 1991; Nasir et al., 2001; Yazawa et al., 1999). Negli ultimi anni la
comunita scientifica ha mostrato notevole interesse circa il ruolo delle telomerasi
nello sviluppo e progressione delle neoplasie. L'attivita telomerasica e
fisiologicamente rilevabile nelle cellule in continua replicazione, quali cellule
emopoietiche e germinali, ma risulta assente nelle cellule somatiche
differenziate (Nasir et al., 2001; Argyle and Nasir, 2003). L’enzima risulta altresi
attivo nelle linee cellulari immortalizzate e nella maggior parte delle neoplasie
maligne dell’'uomo, il che lascia supporre per la telomerasi un ruolo cruciale nei
fenomeni di cancerogenesi e di immortalizzazione delle cellule neoplastiche

(Mandrioli et al., 2007).

Una chiara analogia strutturale & stata osservata fra la proteina TERT dell’'uomo e
quella di cane (Yazawa et al., 1999) ed una sovraespressione di tale enzima &
stata evidenziata in differenti neoplasie maligne umane ed animali (Biller et al.,
1998; Yazawa et al., 1999; Poremba et al.,, 2000), compresi i meningiomi
intracranici (Maes et al., 2007). In particolare numerosi studi hanno dimostrato
un’attivita telomerasica elevata nei meningiomi maligni e bassa o assente nei
meningiomi benigni (Rushing et al., 1999; Falchetti et al., 2002; Boldrini et al.,

2003; Maes et al., 2005). Inoltre e stata osservata nei meningiomi benigni
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recidivanti una piu elevata attivita telomerasica rispetto a quelli benigni non

recidivanti (Maes et al., 2005).

Negli ultimi anni I'attivita telomerasica ¢ stata indagata anche nei meningiomi di
cane (Mandrioli et al., 2007; Long et al., 2006). In uno studio del 2006, Long e
collaboratori hanno valutato limmunoreattivita alla trascrittasi inversa
telomerasica umana (h-TERT) in un campione di 27 meningiomi di cane
dimostrando che [I'espressione dell’enzima appare correlato in maniera
significativa all’attivita proliferativa delle cellule neoplastiche (Long et al., 2006).
Nel 2007 nuovi dati sono stati pubblicati circa I'espressione della telomerasi in
meningioma di cane e di gatto, in relazione all’istotipo e all’indice di replicazione
del tumore (Mandrioli et al.,, 2007). In questo studio inaspettatamente
I'espressione della telomerasi € risultata maggiore nei meningiomi di gatto,
rispetto a quelli di cane, notoriamente a comportamento pil aggressivo rispetto
alla neoplasia felina; cido potrebbe suggerire un diverso ruolo che la telomerasi
svolge nelle due specie e, pertanto, un differente significato prognostico
(Mandrioli et al., 2007). In questo studio la presenza dell’enzima & stata
riscontrata, come atteso, a livello nucleare e nucleolare, sebbene
occasionalmente I'enzima abbia mostrato anche localizzazione citoplasmatica
(Mandrioli et al., 2007). L'immunoreattivita nucleare pud essere spiegata con la
presenza del complesso enzimatico attivo a livello delle estremita cromosomiche
(Mandrioli et al., 2007) mentre la positivita nucleolare deriverebbe dal processo
di assemblaggio dell’'oloenzima telomerasico, processo che si verifica proprio a

livello del nucleolo (Mandrioli et al., 2007). Infine, la sua presenza nel citoplasma
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potrebbe essere associata allo spostamento dell’oloenzima telomerasi dal nucleo
al citoplasma, e quindi di nuovo verso il nucleo, durante il processo di
assemblaggio (Long et al., 2006). In questo studio non € stata osservata alcuna
relazione significativa tra I'espressione della telomerasi e il tipo istologico del
meningioma, né con l'attivita proliferativa della neoplasia (Mandrioli et al.,
2007). Per spiegare tali risultati & stato ipotizzato che I'attivazione della
telomerasi, evento di indiscussa importanza nella cancerogenesi, possa avvenire
indipendentemente dal segnale di proliferazione, attribuendo alle cellule una

capacita di crescita illimitata (Maes et al., 2007).

5.3. Meningioma e molecole di adesione

| meccanismi di adesione cellulare sono di fondamentale importanza per la
morfogenesi e per il mantenimento delle omeostasi tissutali (Berx and van Roy,
2009) ed un ruolo decisivo in tal senso € svolto da molecole appartenenti alla
superfamiglia delle caderine (Berx and van Roy, 2009). Negli ultimi anni la
comunita scientifica ha mostrato notevole interesse nei confronti di questa
classe di molecole, indagandone I'espressione in diversi tipi di neoplasie. E noto,
infatti, che durante l'oncogenesi I'architettura dei tessuti ed i meccanismi di
adesione tra le cellule che li compongono sono minati da modificazioni genetiche
ed epigenetiche a tal punto che la stessa capacita infiltrante e di
metastatizzazione di una neoplasia viene ormai attribuita al fallimento di tali

meccanismi (Berx and van Roy, 2009).

41



Nella superfamiglia delle caderine la pil indagata & sicuramente la caderina E,
una proteina transmembranaria calcio-dipendente, deputata alla mediazione di
un legame intercellulare omofilico (Hazan et al., 2004); il dominio intercellulare
di tale molecola ¢ legato ad una componente intracitoplasmatica, la B catenina,
che la connette direttamente i filamenti di actina del citoscheletro (Maruyama et
al., 2000; Van Aken et al., 2001; Brunner et al., 2006). Recenti studi dimostrano la
diminuzione dell’espressione della caderina E nelle neoplasie di origine epiteliale,
in maniera proporzionale al grado di malignita, fino alla sua totale scomparsa
nelle neoplasie piu aggressive, lasciando intravedere un ruolo anti-invasivo ed
anti-metastatico per tale molecola (Berx and van Roy, 2009). Recentemente
I'espressione della caderina E & stata indagata anche nel meningioma
(Panagopoulos et al., 2008; Ide et al., 2011; Mandrioli et al, 2011), sebbene con
risultati non sempre tra loro concordi (Figarella-Branger et al., 1997; Shimada et
al., 2005; Brunner et al., 2006; Pecina-Slaus et al., 2010; Zhou et al., 2010;
Nagaishi et al., 2012). Mentre in passato non era stata osservata alcuna
correlazione tra espressione della caderina E e grado istologico (Figarella-Branger
et al., 1997; Shimada et al., 2005; Mandrioli et al, 2011), studi piu recenti hanno
dimostrato una riduzione della sua immunoreattivita nei meningiomi maligni
(Zzhou et al., 2010; Ide et al., 2011; Nagaishi et al., 2012), evento ritenuto oggi
responsabile della invasivita dei meningiomi di alto grado (Zhou et al., 2010).
Recentemente, inoltre, & stata osservata una correlazione tra la ridotta
immunoreattivita alla caderina E e lo sviluppo di edema peritumorale (Zhou et

al., 2010). Per spiegare tale evento & stata ipotizzata |'esistenza nelle cellule

42



meningiali neoplastiche di un meccanismo inibente |'espressione della caderina
E, e pertanto responsabile della riduzione dell’adesione cellulare,
danneggiamento dell’interfaccia tra neoplasia e parenchima cerebrale cosi come
della barriera ematoencefalica (Zhou et al., 2010). Di conseguenza le cellule
neoplastiche possono infiltrare I’encefalo e aggravare I'edema cerebrale (Zhou et
al., 2010). Quanto ai meningiomi di cane, 'espressione della caderina E & stata
indagata da diversi ricercatori, con risultati estremamente variabili in termini di
percentuale di cellule positive (Ramos-Vara et al., 2010; Ide et al., 2011;
Mandrioli et al., 2011); in ogni caso non & stata osservata una espressione
significativamente diversa tra meningiomi benigni e meningiomi maligni (Ide et
al., 2011; Mandrioli et al.,, 2011). Inoltre, mentre nellluomo la caderina E &
espressa soprattutto dal meningioma meningoteliale, e talvolta assente nel
meningioma fibroblastico (Schwechheimer et al., 1998; Falchetti et al., 2002), nel
cane e nel gatto non & stata osservata alcuna relazione tra espressione di

caderina E e istotipo (Ramos-Vara et al., 2010).

Recentemente la perdita dell’espressione della caderina E & stata osservata in
associazione all’aumentata espressione della caderina N o caderina neuronale in
carcinomi mammari, prostatici e nei melanomi del’l'uomo (Hsu et al., 1996;
Hazan et al., 1997; Sandig et al., 1997; Sanders et al., 1999; Tomita et al., 2000).
Questo fenomeno & noto come “cadherin switching” e fa parte di una serie di
modificazioni che si verificano nei tumori di origine epiteliale e che vengono nel
complesso indicate come “epithelial to mesenchymal transition” (EMT) (Hazan et

al., 2004). In particolare la caderina N media I'interazione omofilica tra le cellule
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neoplastiche e altri tessuti che esprimono tale molecola, come lo stroma (Hazan
et al.,, 1997) e l'endotelio (Hazan et al., 2000), facilitando il processo di
metastatizzazione e di infiltrazione neoplastica (Hazan et al., 2004). Il possibile
ruolo del fenomeno dellEMT nella progressione neoplastica dei meningiomi &
stato oggetto di numerosi studi (Figarella-Branger et al., 1994; Ide et al., 2011;
Pecina-Slaus et al., 2012), con risultati non ancora conclusivi. Infatti, mentre &
ormai nota la riduzione dell’espressione della caderina E al progredire del grado
istologico (Pecina-Slaus et al., 2012), non € ancora chiaro il ruolo esatto ricoperto
dalla caderina N. Al momento, sia nel meningioma umano che in quello di cane,
si ritiene che le cellule neoplastiche meningiali mostrino una espressione
complementare di caderina E e caderina N, non correlata al sottotipo istologico
(Ide et al., 2011) e che la variazione del profilo di espressione delle molecole di
adesione con riduzione della caderina E ed aumento della espressione della
caderina N possa facilitare linfiltrazione delle cellule neoplastiche nel

parenchima cerebrale circostante (Ide et al., 2011).

Oltre a quella delle caderine, &€ ormai acquisizione comune che altre classi di
molecole di adesione sono implicate nella progressione neoplastica. Tra queste
un ruolo decisivo & svolto dalla superfamiglia delle integrine (Figarella-Branger et
al., 1997). Le integrine sono a-B eterodimeri e vengono raggruppate in tre
gruppi: B1, B2 (integrine leucocitarie), B3 (citoadesine). Le integrine B1 agiscono
come recettori di superficie che legano le proteine della matrice extracellulare e
vengono anche denominate VLA integrine (very late activation — VLA), in quanto

inizialmente identificate come le proteine prodotte dai linfociti T nella fase
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tardiva di attivazione (Albelda, 1993; Hynes, 1992). Di questo gruppo di molecole
fanno parte sei componenti, denominate da VLA 1 a VLA 6 in base al tipo di
subunita a (al1-a6) che si lega con la subunita B1 e che risulta responsabile della
specificita di legame (Figarella-Branger et al., 1997). In particolare VLA 1, 2 e 3
mostrano affinita di legame per il collagene, VLA 3, 4 e 5 per la fibronectina e VLA
1, 2 e 6 per la laminina (Hemler, 1990; Hynes, 1992; Albelda, 1993). Nel
meningioma umano e nei villi aracnoidei normali & stata indagata I'espressione
della VLA 2, 5 e 6 (Figarella-Branger et al., 1997). Mentre la VLA 5 é risultata
espressa sia in cellule meningiali normali che in quelle neoplastiche,
indipendentemente dal grado istologico della neoplasia, VLA 2 e 6 sono
preferenzialmente espresse dai meningiomi di alto grado (Figarella-Branger et
al., 1997). | villi aracnoidei, al contrario, non mostra alcuna immunoreattivita nei
confronti di tali molecole (Figarella-Branger et al., 1997). Questi risultati sono
stati considerati indicativi della capacita del meningioma di modificare il proprio
pattern di espressione delle integrine al progredire del grado istologico

(Figarella-Branger et al., 1997).

Un possibile ruolo svolto nella progressione neoplastica & stato ipotizzato anche
per la molecola CD44 (Picker et al., 1989), ritenuta responsabile dell’adesione ed
invasione in vitro delle cellule neoplastiche di glioma umano (Merzak et al.,
1994). La glicoproteina CD44 pu0 essere espressa in diverse isoforme, prodotte
dalla modificazione post-traduzionale della molecola standard (CD44s) (Screaton
et al., 1992; Rudy et al.,, 1993). CD44 viene espressa da una grande varieta di

cellule e agisce principalmente come homing receptors dei linfociti circolanti e
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come molecola di adesione delle cellule epiteliali (Haynes et al., 1989). Nel suo
ruolo di molecola di adesione, il CD44 media il legame tra le cellule che la
esprimono ed i componenti della matrice extracellulare, quali collagene,
fibronectina ed acido ialuronico (Carter and Wayner, 1988; Aruffo et al., 1990).
Considerando che la fibronectina & la maggior componente della matrice
extracellulare nelle meningi come nei meningiomi (NG and Wong, 1993) e che
I'acido ialuronico € presente nello spazio extracellulare dell’encefalo adulto
(Bignami and Asher, 1992), e stato ipotizzato un coinvolgimento di tale molecola
nella invasivita e progressione neoplastica del meningioma (Figarella-Branger et
al., 1997). Nel meningioma umano CD44 risulta espresso maggiormente
nell’istotipo meningoteliale ed un alto livello di espressione & stato riscontrato
nei meningiomi di alto grado, i quali mostrano generalmente una maggiore
tendenza ad invadere il parenchima cerebrale adiacente (Figarella-Branger et al.,

1997).

Tutti questi dati, considerati nel loro insieme, dimostrano come le molecole di
adesione godano di uno specifico pattern di espressione che varia in relazione al
sottotipo ed al grado istologico, con importanti implicazioni clinico-patologiche e

biologico-comportamentali, tutte meritevoli di ulteriori indagini.
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5.4. Meningioma, edema peritumorale e Vascular Endothelial Growth Factor

Nonostante il meningioma venga considerato un tumore a lenta crescita e dal
basso grado di malignita istologica, spesso il decorso clinico dei soggetti colpiti e
gravemente influenzato dalla presenza di edema peritumorale (EPT), effetto
secondario frequentemente prodotto dalla neoplasia durante la sua evoluzione
(Hou et al., 2013). Nei pazienti umani affetti da meningioma intracranico € nota
I’associazione tra EPT e la comparsa di crisi convulsive pre- e post-operatorie
(Lieu and Howng, 2000; Vignes et al., 2008). In passato diversi studi hanno
tentato di correlare la presenza di EPT con diversi aspetti clinico-patologici del
tumore, quali eta, sesso, localizzazione e dimensioni della neoplasia (Gilbert et
al., 1983; Bradac et al., 1986; Inamura et al., 1992; Brandis et al., 1993; Lobato et
al., 1996; Bitzer et al., 1998), sottotipo istologico (Gilbert et al., 1983; Go et al.,
1988; Inamura et al., 1992; Lobato et al., 1996), vascolarizzazione (Bitzer et al.,
1997), attivita secretoria (Philippon et al., 1984) ed espressione dei recettori
degli ormoni sessuali (Benzel and Gelder, 1988; Brandis et al., 1993; Donnel et
al., 1979), con risultati tra loro contraddittori. Alcuni autori affermano che il tipo
istologico e le dimensioni del tumore non influiscono significativamente sulla
formazione di EPT nei meningiomi (Paek et al., 2002). Tuttavia, gli stessi hanno
anche confermato una significativa correlazione tra la localizzazione dei
meningiomi e I'EPT (Paek et al., 2002); in particolar modo i meningiomi del lobo
frontale o della base frontotemporale si associano ad un EPT piu esteso, mentre
nei meningiomi soprasellari, della regione petrosa, occipitali o della fossa

posteriore I'edema peritumorale risulta assente o comunque di scarso rilievo
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(Paek et al., 2002). Bitzer e colleghi hanno anche osservato come la localizzazione
del tumore in sede frontotemporale sia quella associata alla piu elevata incidenza

dell’edema peritumorale nei meningiomi (Bitzer et al., 1997).

Per spiegare lo sviluppo di EPT nei meningiomi sono state proposte 4 teorie:

1. Teoria escretoria-secretoria, secondo la quale meningiomi di diversi

sottotipi istologici producono inclusioni eosinofiliche e PAS-positive, che
vengono successivamente secrete come materiale proteinaceo perivasale
(Smith et al.,, 1981; Alguacil-Garcia et al.,, 1986). Tale materiale
indurrebbe la formazione di edema sia direttamente attraverso un
meccanismo osmotico, che indirettamente mediante un meccanismo
ancora da chiarire (Bradac et al., 1986). A sostegno di questa teoria si
pone la nota associazione esistente tra il sottotipo secretorio di
meningioma e lo sviluppo di grave EPT (Regelsberger et al., 2009; Wang
et al., 2013). Tale teoria, tuttavia, non spiega la presenza di EPT nei
sottotipi istologici in cui non vi sono evidenze di un’attivita secretoria
(Hou et al., 2013).

2. Teoria della compressione cerebrale, secondo la quale le dimensioni del

tumore rivestirebbero un ruolo decisivo nello sviluppo di EPT, in quanto
responsabili della compressione del parenchima cerebrale circostante,
con conseguente ischemia ed edema citotossico (Gilbert et al., 1983;
Maiuri et al., 1987; lldan et al., 1999;). Tuttavia, I'assenza di correlazione

tra dimensioni del tumore e EPT pil volte documentata (Maiuri et al.,
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1987; Inamura et al., 1992; Lee et al., 2008; Paek et al., 2002), non
sostiene sufficientemente questa tesi. Per questo motivo ['effetto
compressivo andrebbe considerato come un fattore aggravante piuttosto
che come un evento determinante nello sviluppo di EPT (Hou et al.,,
2013).

Teoria della _compressione vascolare, secondo la quale I'EPT sarebbe

prodotto dalla compressione/occlusione delle vene cerebrali e dei seni
venosi della dura madre da parte della massa neoplastica. Sebbene tale
teoria sia stata direttamente smentita da Bitzer e colleghi (Bitzer et al.,
1998), appare evidente che la compressione dei seni venosi possa
comunque alterare I'emodinamica locale con aggravamento dell’EPT
preesistente (Higgins et al., 2008; Hou et al., 2013).

Teoria idrodinamica, secondo la quale I'EPT si verifica come conseguenza

della congestione intratumorale (Hou et al., 2013). Tale ipotesi viene
supportata dalla dimostrata correlazione tra lo presenza di un grave EPT e
lo scarso sviluppo del sistema venoso di drenaggio della neoplasia
(Tanaka et al., 2006). Secondo questa teoria, a causa dell'ipossia e
dell'inadeguatezza del flusso sanguigno, le cellule neoplastiche secernono
fattori pro-angiogenici con formazione di vasi sanguigni immaturi
caratterizzati da elevata permeabilita, con conseguente fuoriuscita di
plasma nell’interstizio tumorale. L'edema & a sua volta responsabile del
rigonfiamento della neoplasia e dell’ulteriore ostacolo al drenaggio

venoso, con conseguente aumento della pressione e congestione
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intratumorale ed ulteriore accumulo di fattori angiogenci (Hou et al.,
2013). Inoltre, tali fattori angiogenici vengono rilasciati nel parenchima
cerebrale circostante, inducendo formazione di nuovi vasi sanguigni e
edema anche nel tessuto peritumorale (Hou et al., 2013).
Considerando che la teoria idrodinamica risulta al momento la piu accreditata
per spiegare lo sviluppo di EPT nel meningioma (Salpietro et al., 1994; Sanson
and Cornu, 2000), appare evidente lI'importanza del ruolo svolto dai fattori
angiogenici nel determinismo di un cosi grave effetto secondario. Diversi studi
hanno identificato nel Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) la principale
molecola responsabile dell’angiogenesi e dell’laumento della permeabilita vasale
nel meningioma (Samoto et al., 1995; Yoshioka et al., 1999; Hou et al., 2013). I
VEGF é un fattore proangiogenico ipossia-indotto che agisce come potente
induttore della crescita, proliferazione e permeabilita delle cellule endoteliali,
coinvolto in processi fisiologici e patologici (Scheidegger et al., 1999; Harrigan,
2003). Nell'uomo il gene che codifica per il VEGF ¢ costituito da 8 esoni (Ferrara
and Davis-Smyth, 1997; Robinson and Stringer, 2001). Di esso sono state
identificate 9 isoforme, prodottesi in seguito a splicing alternativo. VEGF1,4,
VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF1g5, VEGF165p, VEGF183, VEGF139 € VEGF,06 SONO le
principali isoforme prodotte dal maggior numero di tipi cellulari, di cui la VEGF 5
e la piu espressa sia nelle cellule normali che in quelle che hanno subito una
trasformazione neoplastica (Ferrara and Davis-Smyth, 1997; Robinson and
Stringer, 2001). Le principali isoforme di VEGF si legano all’eparan-solfato dei

proteoglicani di superficie con affinita variabile. Infatti, la VEGFy,; € liberamente

50



diffusibile, circa la meta della VEGF45 secreta resta legata, mentre quasi tutta la
VEGFg9 rimane sequestrata nella matrice extracellulare (Dickinson et al., 2008).
Nel cane sono state descritte cinque isoforme di VEGF: VEGF1y9, VEGF144,
VEGF64, VEGF15;, VEGF.gg3 (Dickinson et al., 2008). Queste isoforme hanno
approssimativamente il 95% di omologia con la sequenza amminoacidica di
guelle umane e, similmente alla maggior parte dei mammiferi, mancano di un
singolo residuo amminoacidico nella regione N-terminale se comparate a quelle
umane (Dickinson et al., 2008). Esistono tuttavia pochi dati che descrivono
I’espressione di ogni risoforma di VEGF nei tessuti del cane, sebbene tutti i dati
disponibili suggeriscano che VEGF;,9, VEGF164 € VEGFg3 siano le isoforme piu
abbondanti, come in altre specie di mammiferi (Dickinson et al., 2008). Queste
ultime tre isoforme rilevate mediante RT-PCR e sequenziamento, si sono rivelate
le pil importanti nel carcinoma polmonare del cane (Scheidegger et al., 1999).
Ogni singola isoforma giocherebbe un ruolo distintivo nel rimodellamento
vascolare e nello sviluppo di vasi venosi e arteriosi; tuttavia, il ruolo di ogni
specifica isoforma nei tessuti neoplastici rimane ancora oscuro (Dickinson et al.,
2008).

Per quanto concerne I'attivita biologica del VEGF, tale molecola agisce
stimolando la ossido nitrico (NO) sintetasi delle cellule endoteliali, con
produzione di NO che a sua volta attiva la cascata angiogenica (Bouloumié et al.,
1999; Ferrara, 2000), ed inducendo la produzione di proteasi da parte delle
cellule endoteliali, necessarie per la degradazione della membrana basale

durante la formazione di nuovi vasi sanguigni (Platt et al., 2006). Inoltre, il VEGF
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induce un aumento della permeabilita alle proteine plasmatiche a livello di
capillari e venule, di entita 50000 volte superiore all'effetto prodotto
dall’istamina (Senger et al., 1990). Tale aumento di permeabilita vasale risulta
dall’effetto diretto esercitato dal VEGF sulle cellule endoteliali, dalla
mobilizzazione del calcio intracitoplasmatico endoteliale e dall’laumento del
numero di fenestrazioni e di vescicole pinocitotiche che € in grado di stimolare
nelle stesse cellule dell’endotelio (9 da 20). L'espressione di VEGF & regolata da
una vasta gamma di fattori, quali la necrosi e I'ipossia, fattori di crescita come il
transforming growth factor (TGF) e il fibroblast growth factor (FGF), citochine,
tra cui l'interleuchina-1a e l'interleuchina-6, onco-geni o geni oncosoppressori
come il Ras e il TP53 (Machein and Plate, 2000; Ferrara et al., 2003) I'insulina, il
platelet-derived growth factor, 'epidermal growth factor, il TNFa, e I'ossido
nitrico (Harrigan, 2003). L'ipossia € probabilmente il fattore che gioca il ruolo piu
importante nell’indurre I'espressione di VEGF in considerazione del fatto che
I’espressione di VEGF & pil alta nei tumori con ampie aree necrotiche. In questi
casi sembra che l'ipossia possa indurre un incremento nella trascrizione del gene
che codifica per il VEGF e stabilizzare il suo prodotto mRNA, responsabile della
presenza di una forte immunoreattivita colorimetrica in prossimita delle regioni

necrotiche dei tumori maligni (Ikeda et al., 1995).

| primi a sospettare un ruolo del VEGF nel determinismo dell’EPT nel meningioma
di uomo furono Kalkanis e colleghi nel 1996 (Kalkanis et al., 1996), i quali misero
in relazione I'espressione del mRNA del VEGF con il livello di EPT osservato in

risonanza magnetica, dimostrando un notevole aumento dell’espressione del
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VEGF nei tumori caratterizzai da marcato EPT. Da quel momento numerose
ulteriori ricerche hanno indagato tale correlazione nel meningioma umano
(Goldman et al., 1997; Provias et al., 1997; Yoshioka et al., 1999; Paek et al.,
2002; Pistolesi et al., 2002; Otsuka et al., 2004; Ding et al., 2008; Sakuma et al.,
2008; Schmid et al., 2010; Nassehi et al., 2011; Nassehi et al., 2013) confermando

I'importante ruolo del VEGF.

Nel cane ad oggi i risultati sul rapporto tra |'espressione del VEGF e il
comportamento biologico del meningioma sono alquanto contradditori. Secondo
alcuni autori, infatti, non ci sarebbe alcuna relazione tra I'espressione di VEGF e
I’'EPT, né tantomeno tra edema peritumorale e indice di proliferazione cellulare
MIB-1 (Dickinson et al.,, 2008; Matiasek et al., 2009). Inoltre, non & stata
osservata alcuna relazione tra I'entita dell’EPT, valutato in Risonanza Magnetica,
e l'indice di sopravvivenza degli animali (Platt et al., 2006). Altri autori, tuttavia,
hanno dimostrato una correlazione inversa tra I'espressione del VEGF e il tempo
di sopravvivenza, in cani sottoposti ad asportazione chirurgica del tumore e
successiva radioterapia; in particolare, meningiomi in cui I’espressione del VEGF
era <75% dell’area del tumore erano correlati ad una sopravvivenza di 748 giorni
rispetto ai 442,5 giorni per i tumori con espressione di VEGF >75% (Platt et al.,

2006).
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5.5. Anomalie cromosomiche e profili di espressione genica del meningioma

Una volta raggiunto l'obiettivo del sequenziamento del genoma umano e
animale, con la conseguente identificazione del potenziale biologico di ciascun
organismo, la comunita scientifica internazionale ha focalizzato la propria
attenzione sulle complesse e multiple anomalie genetiche responsabili della
genesi tumorale. In questo contesto si pone in primo luogo I'analisi citogenica,
ovvero lo studio delle anomalie cromosomiche in corso di malattia neoplastica. Il
riconoscimento di anomalie cromosomiche ricorrenti in soggetti affetti da una
determinata neoplasia rappresenta una strategia per localizzare e identificare
geni associati allo sviluppo e alla progressione del tumore (Courtay-Cahen et al.,
2008). Nel meningioma di uomo sono state compiute indagini cromosomiche,
che hanno messo in luce molteplici alterazioni, molte delle quali sembrano
associate al grado istologico della neoplasia (Dumanski et al., 1990; Lopez-Gines
et al., 2004; Perry et al., 2004; Pfisterer et al., 2004; Pfisterer et al., 2008). Studi
citogenetici hanno dimostrato che le aberrazioni del cromosoma 22
rappresentano le piu comuni anomalie geniche del meningioma umano
(Ruttledge et al., 1994; Weber et al.,, 1997; Dumanski et al., 1987), lasciando
supporre che i geni coinvolti nel determinismo di tale patologia neoplastica
risiedano proprio in quello specifico cromosoma (Courtay-Cahen et al., 2008). In
particolare, nel cromosoma 22 dell’'uomo si trova il gene della Neurofibromina 2
(NF2) le cui mutazioni sono responsabili della Neurofibromatosi di tipo 2,
patologia caratterizzata dalla predisposizione geneticamente determinata allo

sviluppo di neoplasie multiple, prevalentemente a livello del Sistema Nervoso
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Centrale, tra cui il meningioma (Ruttledge et al., 1994; Wellenreuther et al.,
1995; Hansson et al., 2007). Nei meningiomi di primo grado che non mostravano
aberrazioni del cromosoma 22 sono state dimostrate delezioni
subcromosomiche a livello dei cromosomi 1p e 3p (Carlson et al., 1997). Tuttavia,
la maggior parte delle anomalie cariotipiche si riscontrano nei meningiomi di alto
grado (Lekanne Deprez et al., 1995; Weber et al.,, 1997; Ozaki et al., 1999). Le
neoplasie di secondo grado mostrano spesso delezioni a carico dei cromosomi
1p, 6q, 10, 14q, 18qg e 22q, in aggiunta ad amplificazioni a carico dei cromosomi
1q, 99, 12q, 15q, 179, 20q (Weber et al., 1997; Ozaki et al., 1999). | meningiomi
di terzo grado, al contrario, sembrano caratterizzati da delezioni a carico dei
cromosomi 6q, 9p, 10 e 14p (Rempel et al., 1993; Simon et al., 1995; Weber et
al., 1997), verosimilmente poiché le regioni interessate da tali anomalie
contengono geni oncosoppressori coinvolti nel determinismo e nella
progressione della neoplasia (Courtay-Cahen et al., 2008). Nel 2008 & stato
compiuto uno studio volto ad indagare eventuali anomalie cromosomiche in cani
affetti da meningioma (Courtay-Cahen et al., 2008). Sebbene si trattasse di
un’analisi eseguita su una piccola serie di casi, le delezioni cromosomiche
osservate ricadevano nelle regioni 10g23.1 e 17922-923, le quali mostravano
sintonia condivisa con le regioni piu frequentemente delete nei pazienti umani
affetti da meningioma e contenute nei cromosomi 22 e 1p (Dumanski et al.,
1987; Lindblom et al., 1994; Ruttledge et al., 1994; Simon et al., 1995; Weber et
al., 1997; Hansson et al., 2007; Courtay-Cahen et al., 2008). Questo parallelismo

lascerebbe supporre I'esistenza di geni ortologhi coinvolti in entrambe le specie
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nel determinismo del meningioma (Courtay-Cahen et al., 2008). Inoltre, nel
medesimo studio fu osservata una correlazione diretta tra presenza di gravi
anomalie cromosomiche e riduzione del tempo di sopravvivenza (Courtay-Cahen

et al., 2008).

Nonostante I’'enorme apporto scientifico fornito dagli studi citogenici, per meglio
comprendere gli eventi molecolari coinvolti nella trasformazione neoplastica
delle cellule appare essenziale indagare [l'attivita funzionale di una cellula
tumorale, e come essa si differenzia rispetto a quella di una cellula normale.
Risponde a questa esigenza I'analisi dell’espressione genica, intesa come
I'indagine qualitativa e quantitativa dei geni trascritti in un dato momento da una
cellula, per creare un’immagine globale della funzione cellulare (Ramaswamy,
2004). In passato lo studio dell’espressione genica veniva affrontato sulla base
del criterio ‘un esperimento, un gene’, adatto per chiarire singoli processi
biologici. Attualmente, invece, si tende a indagare come dal singolo genoma
vengano estratte informazioni differenti nei diversi tessuti e processi patologici
attraverso tecniche di biologia molecolare avanzata, come la tecnologia dei
microarray di DNA (Aarhus et al., 2011). L’approccio sperimentale dei microarray
permette, con un singolo test, una ricognizione a livello dell’intero genoma,
senza la necessita di formulare un’ipotesi a priori sui geni coinvolti nel fenomeno
studiato (Aarhus et al.,, 2011). | profili di espressione genica prodotti
dall’esperimento con i microarray fungono da base per identificare geni candidati
per un successivo studio attraverso l'applicazione di tecniche di biologia piu

tradizionali (Northern blot, Western blot, RT-PCR, transfezione genica, ecc)
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(Aarhus et al., 2011). L'enorme potenziale scientifico delle tecnologie basate sui
microarray ne giustifica I'impiego in diversi campi di ricerca, primo tra tutti quello
oncologico. Nell'ultimo decennio, numerosi studi hanno indagato con queste
metodiche il profilo di espressione genica del meningioma umano (Watson et al.,
2002; Fathallah-Shaykh et al., 2003; Sasaki et al., 2003; Lusis et al., 2005; Wrobel
et al., 2005; Sayagués et al., 2006; Carvalho et al.,, 2007; Aarhus et al., 2008;
Claus et al., 2008; Lillehei et al., 2008; Hankins et al., 2008; Castells et al., 2009;
Févre-Montange et al., 2009; Aarhus et al., 2011). Le prime ricerche avevano
come obiettivo primario la ricerca di specifici geni responsabili della progressione
neoplastica. In uno dei primi studi venne dimostrata I’attivazione di specifiche vie
di segnale nel meningioma umano rispetto al controllo, in particolare della via
Wnt, MAP chinasi, PI3K e notch (Fathallah-Shaykh et al., 2003). Pochi anni dopo,
Wrobel e collaboratori dimostrarono la sovraespressione nei meningiomi di alto
grado di alcuni geni responsabili della proliferazione cellulare e della regolazione
del ciclo cellulare, cosi come di geni coinvolti nelle vie di segnale Wnt e IGF
(Wrobel et al., 2005). Successivamente, sulla base del maggior numero di sonde
a cDNA disponibili, le ricerche si sono concentrate sull’identificazione di una
specifica “firma” genetica del meningioma umano e sull’analisi della variabilita
genetica tra meningiomi di diverso grado (Carvalho et al., 2007). In questo modo
sono state identificate nelll'uomo consistenti differenze nei tre gradi istologici
(Lusis et al., 2005; Carvalho et al., 2007; Févre-Montange et al., 2009), cosi come
da una parte la down-regulation del gene oncosoppressore WWOX, dall’altra la

up-regulation dell’oncogene TYMS (Aarhus et al., 2008). Piu recentemente Perez-
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Magan e coll. hanno comparato tutti i profili di espressione genica del
meningioma riportati in letteratura, arrivando a identificare un profilo specifico

legato a un piu elevato tasso di recidiva (Pérez-Magan et al., 2012).

Analizzando lo stato dell’arte sui profili di espressione genica del meningioma
umano cio che colpisce & che le numerose ricerche non portano a risultati
univoci (Serna et al., 2013). Cio potrebbe potrebbe trovare giustificazione
nell’esistenza nei meningiomi di molteplici gruppi molecolari (Serna et al., 2013)
motivo per cui tali neoplasie andrebbero verosimilmente raggruppare, oltre che
in base ad un mero grado istologico, anche sulla base dei risultati statistici di
natura molecolare (Serna et al., 2013). Infatti, I'osservazione che il 20% dei
meningiomi dell’'uomo istologicamente benigni mostrino un comportamento
clinico aggressivo e tendenza alla recidiva anche dopo resezione completa,
rappresenta una sfida sia per il patologo che per il neurochirurgo (Perry et al.,
1999). Tale variabilita nell’ambito del meningioma umano ¢ stata recentemente
affrontata nell’ottica del concetto di “aggressivita metabolica”, che si pone
certamente come nuova frontiera nella ricerca oncologica (Serna et al., 2013).
Oggi, infatti, si ritiene che il maggiore motore della progressione neoplastica sia
rappresentato dalla riprogrammazione delle vie metaboliche delle cellule
neoplastiche (Serna et al., 2013). Partendo da questi presupposti, Serna e coll.
hanno suddiviso una serie di meningiomi di uomo benigni ed atipici in gruppi
metabolici, sulla base di specifici profili metabolici determinati mediante Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy, confrontando successivamente i diversi

profili di espressione genica dei sottogruppi cosi individuati con i dati clinici
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(Serna et al., 2013). Grazie a tale correlazione gli autori hanno dimostrato che un
sottogruppo di meningiomi benigni con un maggior tasso di recidiva post-
operatoria mostravano un profilo metabolico e di espressione genica differente
rispetto a quello degli altri meningiomi istologicamente benigni non recidivanti,
piu simile a quello dei meningiomi atipici (Serna et al., 2013). In particolare, in
tale sottogruppo I'analisi genetica mostrava un’aumentata espressione di geni
coinvolti in processi metabolici potenzialmente responsabili dell’aggressivita di
tale sottogruppo di neoplasie (Serna et al., 2013). In particolare, risultava
aumentata |'espressione del gene della colina chinasi di tipo B (CHKBB), in
associazione all'aumento dei livelli di colina, ben noto marker di proliferazione
cellulare, suggerendo un ruolo del processo di fosforilazione della colina
nell’aggressivita metabolica di tale sottogruppo di meningiomi benigni (Serna et
al., 2013). Allo stesso modo, risultava sovraespresso il gene codificante per la
Taurina (TUG1), un composto dalle note proprieta antiossidanti (Green et al.,
1991) e del quale si sospetta un potenziale ruolo antiapoptotico (Leon et al.,
2009). Inoltre, risultavano sovraespressi i geni codificanti per il recettore
dell’insulin-like growth factor 1, fattore di crescita dall'importante ruolo nella
progressione tumorale (24 da 30) ed il fattore di trascrizione LMO3 (Serna et al.,

2013).

Recentemente, sono state applicate metodiche di microarray anche nella ricerca
oncologica veterinaria (Hulanicka et al.,, 2014; Thomson et al., 2005). In uno
studio del 2005 Thomson e coll., al fine di dimostrare la validita del modello

canino per lo studio dei tumori intracranici dell’'uomo, ha analizzato il profilo di
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espressione di una serie di neoplasie cerebrali di cane, mediante un microarray
appositamente progettato e contenente 4000 sonde di cDNA specifiche per il
tessuto cerebrale, comprendenti 25 oncogeni (Thomson et al., 2005). Gli autori
indentificarono una serie di geni con un pattern di espressione analogo nella
specie umana e canina, lasciando supporre che i tumori intracranici di cane
vadano incontro a modificazioni molecolari simili a quelle osservate nell’'uomo
(Thomson et al., 2005). Questa similitudine fu confermata anche per il
meningioma. Ad esempio, € stata osservata una sovraespressione delle proteine
ribosomiali nella neoplasia rispetto al tessuto meningiale normale, proprio come
descritto in medicina umana (Fathallah-Shaykh et al., 2003). Al contrario, € stata
riscontrata la down-regulation del gene codificante per la proteina CREG, evento
non riportato nel meningioma umano. Tale proteina, legandosi al mannose-6-
fosfato/insulin-like grawth factor I, inibisce la crescita cellulare (Di Bacco and
Gill, 2003; Thomson et al., 2005). La ridotta espressione di tale gene nel
meningioma rispetto alle meningi normali faciliterebbe Ila proliferazione

neoplastica (Thomson et al., 2005).

Ulteriori analisi del profilo di espressione genica del meningioma di cane sono
state compiute anche con metodiche di biologia molecolare piu tradizionali
(Dickinson et al., 2009). In particolare, nel 2009 Dickinson e collaboratori hanno
indagato l'espressione di una serie di geni oncosoppressori, quali
Neurofibromina 2 (NF2), il gene codificante per la proteina 4.1B (4.1 B), ed il

gene tumor suppressor in lung cancer-1 (TSLC1), mediante metodica di real-time
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PCR retrotrascrizionale, dimostrandone la down-regulation e lasciando pertanto

supporre un loro ruolo nella genesi tumorale (Dickinson et al., 2009).
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6. Le metalloproteinasi di matrice (MMPs) e dei loro inibitori tissutali (TIMPs):

regolatori del microambiente tumorale e della progressione neoplastica.

Nei tessuti le cellule aderiscono tra di loro e alla matrice extracellulare (MEC) che
le circonda, preservando in questo modo lintegrita del tessuto e la sua
architettura tridimensionale (Gumbiner, 1996; Nelson and Bissell, 2006). Tutto
cio rappresenta un paradigma di fondamentale importanza per il mantenimento
di un’adeguata fisiologia tissutale (Brooks et al., 2010). In corso di malattia
neoplastica le cellule tumorali manifestano una minore tendenza all’adesione e
un comportamento migratorio, il quale contribuisce alla formazione di metastasi
ed all'invasione dei tessuti circostanti, eventi cardine nella progressione di una
neoplasia (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). Affinché le cellule tumorali
possano invadere i tessuti adiacenti e i vasi sanguigni, dando cosi vita a foci
metastatici, & necessaria la degradazione della MEC che le circonda, la cui
integrita rappresenta un ostacolo alla mobilizzazione cellulare (Bourboulia and
Stetler-Stevenson, 2010). Rispondono a tale esigenza le metalloproteinasi di
matrice (MMPs), endopeptidasi la cui funzione principale & quella di rimodellare
la MEC attraverso un’attivita proteolitica selettiva (Stetler-Stevenson , 2008;
Kessenbrock et al., 2010). Nell’ultimo decennio, diversi studi hanno indagato la
correlazione tra espressione di MMPs e progressione neoplastica, individuando
per tali molecole un importante ruolo nella invasione e metastatizzazione
tumorale (Kachra et al., 1999; Nordqvist et al., 2001; Paek et al., 2002; Perret et
al., 2002; Stamenkovic, 2003; Roy et al., 2009). Nel turnover della MEC le MMPs

non giocano, tuttavia, un ruolo da soliste. Ad esse, infatti, si contrappone
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I'attivita di un’altra classe di molecole, note come inibitori tissutali delle
metalloproteinasi di matrice (TIMPs). Tali molecole agiscono da inibitori
endogeni dell’attivita proteasica delle MMPs, partecipando attivamente al
rimodellamento della MEC e, di conseguenza, ricoprendo anch’esse un
importante ruolo nella progressione neoplastica. Si ritiene, infatti, che alla base
della progressione di una neoplasia primaria ben localizzata verso una forma
invasiva e metastatica, vi sia un’alterazione del fisiologico rapporto tra
MMPs/TIMPs, che risulterebbe sbilanciato a favore dell’attivita proteasica
(Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). Di conseguenza, in corso di malattia
neoplastica, lo studio delle modificazioni dell’espressione di MMPs e TIMPs, oltre
che del loro rapporto reciproco, potrebbe rivelare importanti implicazioni

prognostiche e terapeutiche (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010).

6.1. La matrice extracellulare (MEC) e il microambiente tumorale.

Nei tessuti le cellule sono circondante da una matrice connettivale di supporto,
composta da distinte famiglie di proteine fibrose altamente specializzate, quali
fibronectine, laminine, collagene, proteoglicani (PGs) e tenascine (Jones and
Jones, 2000; Kadler et al., 2008; Durbeej, 2010; Gordon and Hahn, 2010;
Schaefer and Schaefer, 2010). Tale matrice extracellulare non fornisce un
supporto meramente strutturale alle cellule, ma, al contrario, rappresenta una
componente dinamica che partecipa attivamente al determinismo delle

specifiche funzioni ed attivita delle cellule che vi si trovano immerse (Hynes,
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2009). In condizioni fisiologiche I'interazione inefficace o assente tra le cellule e
la circostante MEC viene ritenuta responsabile di un tipo di morte cellulare nota
come anoikis, un meccanismo a cui divengono resistenti molte cellule
neoplastiche, noto anche come adhesion-indipendent growth (Sakamoto and
Kyprianou, 2010; Sakuma et al., 2010). L'interazione tra le cellule e la matrice che
le circonda appare come un processo dinamico, una sorta di dialogo bidirezionale
che coinvolge molteplici ligandi e recettori, seguito dalla trasduzione all’interno
delle cellule dello specifico segnale che ne deriva, dall’attivazione della
cromatina, e, infine, dalla modificazione dell’espressione genica cellulare
(Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). A sua volta, la modificata espressione
genica delle cellule puo esprimersi con la secrezione di specifiche molecole in
grado di modificare la stessa matrice circostante (Bourboulia and Stetler-
Stevenson, 2010), evento cardine in molteplici processi fisiologici, quali la
maturazione del tessuto, nonché la proliferazione e differenziazione cellulare
(Groblewska et al., 2012). Tale modello di reciprocita dinamica non si applica
solamente a organi e tessuti in condizioni fisiologiche, ma sembra svolgere un
importante ruolo anche nel corso delle diverse patologie che li affliggono
(Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). In particolare, in corso di patologia
neoplastica, 'interazione tra le cellule tumorali e la MEC determinerebbe in
quest’ultima delle modificazioni a loro volta responsabili dell’attivazione di
specifiche risposte da parte dell’'organismo, come ad esempio la formazione di
nuovi vasi sanguigni, che contribuirebbero alla progressione neoplastica

(Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). Inoltre, alcune componenti della MEC
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avrebbero delle potenzialita biologiche nascoste, utili ai fini della progressione
neoplastica, ma attivabili solo in seguito a degradazione enzimatica da parte
delle proteasi secrete dalla cellule tumorali (Amalinei et al., 2007). Ad esempio,
molte delle proteine presenti nella MEC contengono dei domini che possono
fungere da fattori di crescita e che divengono solubili ed attivi solo in seguito a
degradazione delle proteine stesse (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). I
ruolo dell’interazione tra cellule neoplastiche e MEC nella progressione tumorale
e stato indagato in diverse neoplasie. Ad esempio, & stato osservato che le cellule
neoplastiche di carcinoma depongono laminina-332 nella MEC, la quale
interagisce con il collagene di tipo VII, favorendo la mobilizzazione delle cellule
stesse (Marinkovich, 2007; Waterman et al., 2007). Nei melanomi il condroitin-
solfato della MEC sembra interagire con le integrine di membrana delle cellule
neoplastiche con conseguente attivazione dell’Erk pathway (Yang et al., 2009).
Tutto cid dimostra quanto le stesse cellule tumorali, attraverso un’interazione
dinamica con la circostante MEC, siano in grado di creare uno specifico
microambiente, favorevole al loro ulteriore sviluppo e progressione (Bourboulia

and Stetler-Stevenson, 2010).

6.2. Struttura e attivita biologica di MMPs e TIMPs.

Le metalloproteinasi di matrice (MMPs) comprendono un’ampia famiglia di
endopeptidasi zinco-dipendenti collettivamente capaci di degradare le diverse

componenti della MEC (Amalinei et al., 2007). Questi enzimi, noti anche col
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nome di matrixine, appartengono alla superfamiglia delle metzincine,
caratterizzata dalla presenza di un atomo di zinco nel centro attivo del sito
catalitico, seguito da un residuo conservato di metionina (Gomis-Rith, 2009). In
particolare le MMPs hanno una struttura complessa a domini multipli, costituita
da un prodominio, un dominio catalitico, una regione “cerniera” e un dominio
emopexina (Visse and Nagase, 2003). Il dominio catalitico contiene un sito di
legame altamente conservato in cui & presente un atomo di zinco, e risulta
connesso al dominio emopexina C-terminale mediante la regione “cerniera”,
ricca in prolina (Overall, 2002). Tale complessa struttura € responsabile della
specificita di legame delle MMPs e media l'interazione tra le proteasi e i loro

inibitori endogeni (Overall, 2002).

Le MMPs furono scoperte circa 50 anni fa anni fa e identificate come agenti
responsabili del processo di riassorbimento della coda nelle rane durante la
metamorfosi (Gross, 2004). Oggi & stato ampiamente chiarito I'importante ruolo
svolto da tali molecole in diversi processi fisiologici, quali proliferazione e
motilita cellulare, guarigione delle ferite, angiogenesi, oltre che in molteplici
eventi legati alla riproduzione dei mammiferi, quali ovulazione, involuzione
uterina, impianto degli embrioni e proliferazione dell’endometrio (Curry and

Osteen, 2003; Folgueras et al., 2004; Hashizume, 2007).

Sulla base della specificita di substrato, della sequenza amminoacidica che le

costituisce e dell’organizzazione strutturale dei domini, le MMPs dei vertebrati
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vengono tradizionalmente suddivise in sei categorie (Brummer et al., 2002;

Marchenko et al., 2003;Visse and Nagase, 2003) (Fig.1):

1. Collagenasi [collagenasi-1 (MMP-1), collagenasi-2 (MMP-8) e collagenasi-
3 (MMP-13)], proteasi neutre in grado di degradare il collagene fibrillare
di tipo I, Il, lll, V e Xl della MEC. Tali molecole sono composte da tre
catene polipeptidiche disposte ad individuare una conformazione a tripla
elica che le rende resistente alla degradazione da parte di altre proteasi
(Owen et al., 2004).

2. Gelatinasi (MMP-2, MMP-9), composte da tre moduli di fibronectina di
tipo ll, i quali individuano uno stabile e compatto dominio di legame per il
collagene (Folgueras et al.,, 2004). Tali molecole sono in grado di
degradare il collagene di tipo IV, V, VII, X, XI e XVI, oltre che la gelatina
(collagene denaturato), I'elastina, il core proteico dei proteoglicani, la
proteina basica della mielina, la fibronectina, la fibrillina-1 e, infine, i
precursori del TNF-a e IL-1b (Amalinei et al., 2007).

3. Stomalisine [stromalisina-1 (MMP3), stromalisina-2 (MMP-10) e
stromalisina-3 (MMP-11)], costituiscono una classe di enzimi capaci di
degradare il collagene di tipo IV e IX, la laminina, la fibronectina, 'elastina
e i proteoglicani (Visse and Nagase, 2003).

4. Matrilisine [matrilisina-1 (MMP-7) e matrilisina-2 (MMP-26)], molecole
caratterizzate dall’assenza del dominio emopexina, capaci di degradare,

oltre a varie componenti della MEC, anche alcune molecole localizzate
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6.

sulla superficie cellulare, quali pro-a-defensina, il ligando del recettore
Fas, pro-TNF-a e la E-caderina (Li et al., 2006).

Metalloproteinasi di membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24,
MMP-17, MMP-25), proteine transmembranarie o ancorate alla
superficie cellulare, la maggior parte delle quali agiscono attivando la pro-
MMP-2 (Amalinei et al., 2007).

Altre metalloproteinasi (MMP-12, MMP-19, MMP- 20, MMP-21, MMP-22,
MMP-23, MMP-27, MMP-28), ovvero molecole con caratteristiche
differenti dalle altre MMPs e che, pertanto, non possono essere incluse

nelle precedenti categorie (Groblewska et al., 2012).

68



. Transmembrane domain

. Glycosyl-phosphatidyl inositol (GPI) anchor domain

O

* Vitronectin

Figura 1. Struttura delle MMPs

D O-glycosylated domain

Immunoglobulin-like (Ig) domain W

Hinge

MMP Common name/ Cellular Domain structure

Member Synonym Localization
MMP1 Collagenase-1/

Interstitial collagenase [

[Arp— ! mﬁ i

MMP8 Collagenase-2/

Neutrophil collagenase Hemopexin-like
MMP13 Collagenase-3
MME2 Gelatinase A/ 72kDa gelatinase
MMP9 Gelatinase B/ 92kDa gelatinase

Secreted
MMP12 Macrophage metalloelastase
MMP7 Matrilysin/ Uterine
MMP26 Matrilysin-2/ Endometase
MMP14 MT1-MMP
MMP15 | MT2-MMP — |
MMP24 MT5-MMP RXKR
MMP17 | MT4-MMP M type | -
RXKR
MMP3 Stromelysin-1/ progelatinase
MMP10 Stromelysin-2
Hemopexin-like
MMP11 Stromelysin-3 —_ I:z'“'ﬂ .
MMP28 | Epilysin Secreted W
RXKR
MMP18 Collagenase 4
MMP19 | RASI-1 — ] |
MMP20 [ Enamelysin .'- w
MMP27
MMP21 MMP-23A
Hemopexin-like

MMP22 MMP23B TM type Il

I Ssignal peptide - Propeptide W catalytic domain D Hemopexin-like domain

cytoplasmic tail

3
o

cysteine/proline rich, interleukin-1R like domain

A
RXKR  Furin-recognition motif

Vitronectin motif (only in Xenopus and Cynops pyrrhogaster MMP-21 orthologues)

69



Nella famiglia delle MMPs le gelatinasi rappresentano la categoria maggiormente
indagata, specialmente nel campo di ricerca oncologica (Brew and Nagase, 2010;
Groblewska et al., 2012). La ragione di tale interesse va ricercata principalmente
nella spiccata capacita che queste molecole hanno, piu di altre MMPs, di
degradare il collagene che compone la membrana basale e la MEC, evento
considerato fondamentale nella progressione neoplastica (Zeng et al., 1999). In
particolare la MMP-2 (gelatinasi A) degrada selettivamente il collagene di tipo 1V,
che rappresenta il maggiore costituente della membrana basale, oltre ad altre
componenti della MEC (Patterson et al., 2001). La MMP-2 & costituzionalmente
espressa da diversi tipi cellulari, quali fibroblasti, cheratinociti, cellule endoteliali,
condrociti, osteoblasti e monociti (Hashizume, 2007). La MMP-9 (gelatinasi B)
agisce sul dominio N-terminale del collagene di tipo |, rivestendo un ruolo
fondamentale nel rimodellamento della MEC (Amalinei et al., 2007). Questa
gelatinasi viene prodotta in condizioni fisiologiche dai macrofagi alveolari, dai
leucociti polimorfonucleati, dagli osteoclasti e dai cheratinociti (Hashizume,

2007).

Le metalloproteinasi sono sintetizzate inizialmente in forma di zimogeni, vale a
dire un proenzima che necessita di attivazione (Shiomi and Okada, 2003). Quello
dell’attivazione post-traduzionale rappresenta solo uno dei passaggi che portano
alla formazione di MMPs funzionalmente attive e che rappresentano altrettanti
livelli di regolazione nel controllo dell’attivita di tali molecole. In particolare
I’espressione delle MMPs viene regolata a quattro livelli: 1) espressione genica,

2) secrezione, 3) attivazione del proenzima o zimogeno, 4) inibizione dell’enzima
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attivato (Amalinei et al., 2007). Diverse sostanze, quali fattori di crescita, ormoni,
citochine o sostanze presenti nella MEC inducono la trascrizione dei geni che
codificano per le MMPs, agendo su specifici fattori di trascrizione che, a loro
volta, si legano alle regioni AP (activator protein) -1 dei geni promotori (Amalinei
et al., 2007). L'avvenuta trascrizione della molecola di mRNA non
necessariamente comportera la sua traduzione in proenzima; in questa fase
post-trascrizionale, infatti, i microRNA (miRNA), piccole molecole di acido
ribonucleico non codificante, operano una fine regolazione dell’espressione delle
MMPs (Small et al., 2010; Moore and Crocker, 2012). | miRNA agiscono tramite
accoppiamento-base con sequenze complementari delle molecole di RNA
messaggero (mRNA), cui segue il silenziamento genico tramite repressione
traduzionale o degradazione della molecola bersaglio (Bartel, 2004). Per ciascuna
MMP sono stati identificati i corrispondenti miRNA; in particolare, MMP-2 &
regolata da miR-29b e miR-21, MMP-9 da miR-29b e miR-491-5P, mentre MMP-
13 e regolata da miR-27b (Akhtar et al., 2010; Chen et al., 2011; Yan et al., 2011).
Una volta che il mRNA viene tradotto nelle pro-MMPs, tali proenzimi vengono
secreti nell’ambiente extracellulare, in attesa dell’attivazione (Amalinei et al.,
2007). Alcuni di tali zimogeni, tuttavia, posseggono delle specifiche sequenze
nella porzione C-terminale che li rendono suscettibili di una attivazione
intracellulare da parte di specifici enzimi, noti come convertasi furin-like (Zucker
et al., 2003). Subiscono questo destino la MMP-11, MMP-23, MMP-28 e le sei
MT-MMPs, che vengono secrete dalla cellula direttamente in forma attiva

(Amalinei et al.,, 2007). Per tutte le altre MMPs, secrete come zimogeni,
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I'attivazione avviene nello spazio extracellulare da parte di particolari sostanze,
quali specifici agenti denaturanti e composti a base di mercurio, i quali
reagiscono con il residuo di cisteina che copre il sito catalitico del proenzima
(Lijnen, 2001). Dall’esposizione del sito catalitico deriva infine il clivaggio del
propeptide da parte delle proteasi presenti nello spazio pericellulare con
formazione dell’enzima funzionalmente attivo (Amadlinei et al., 2007). Fa
eccezione la pro-MMP-2 che viene convertita nella sua forma attiva direttamente
a livello della superficie cellulare da parte delle MT-MMPs (Morrison et al., 2001;
Nie and Pei, 2003; Zucker et al., 2003). L'ultimo livello di regolazione dell’attivita
delle MMPs e l'inibizione dell’enzima attivato, di cui sono responsabili inibitori
non specifici presenti nello spazio extracellulare, quali a2-macroglobulina e
inibitore al delle proteasi, o inibitori specifici, noti come TIMPs, inibitori tissutali
delle metalloproteasi di matrice (Amalinei et al., 2007). L’azione inibente svolta
dai TIMPs si esprime con la formazione di un legame stechiometrico non
covalente con le MMPs, in rapporto di 1:1 (Gomez et al., 1997). | TIMPs
posseggono un dominio N-terminale ed uno C-terminale, rispettivamente di 125
e 65 AA, ciascuno dei quali contiene tre residui di cisteina che formano tra loro
altrettanti ponti disolfuro (Amalinei et al.,, 2007). Nella loro conformazione
guaternaria tali molecole assumono un aspetto a cuneo, in modo tale da inserirsi
nel sito catalitico delle MMPs, in maniera analoga a come farebbe il corrispettivo
substrato (Amalinei et al., 2007). L’azione inibente del TIMP-1 fu scoperta negli
anni ‘70 (Welgus et al., 1979). Da allora molecole ortologhe ai TIMPs sono state

identificate in un gran numero di organismi viventi, dai molluschi agli insetti
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(Brew et al., 2000), a dimostrazione del fatto che tali proteine appartengono ad
una ancestrale classe di molecole che si & ben conservata nel tempo (Stetler-
Stevenson, 2008). Nellluomo e negli altri mammiferi sono state identificate
quattro diverse varianti di TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4) (Brew and
Nagase H, 2010). Tali molecole sono potenzialmente in grado di inibire tutte le
MMPs attive, ma in vivo manifestano delle specifiche affinita (Bourboulia and
Stetler-Stevenson, 2010). In particolare TIMP-1 manifesta affinita nei confronti
della MMP-9, e, in misura inferiore, di MMP-1, MMP-3 e MMP-7 (Bourboulia and
Stetler-Stevenson, 2010). TIMP-2 inibisce selettivamente la MMP-2, mentre
TIMP-3 agisce su MMP-9 e MMP-2 sebbene con un’affinita inferiore rispetto a
quella di TIMP-1 e TIMP-2 (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). Infine TIMP-
4 inibisce I'attivita catalitica delle MT-MMPs e di MMP-2 (Bourboulia and Stetler-
Stevenson, 2010). TIMP-2 si configura come un membro unico e particolare della
famiglia degli inibitori endogeni delle metalloproteinasi (Stetler-Stevenson,
2008). Tale molecola svolge una duplice funzione, in quanto pur agendo da
inibitore della MMP-2, la sua presenza € richiesta per I'attivazione dello
zimogeno pro-MMP-2 in enzima funzionalmente attivo (Stetler-Stevenson,
1999). Inoltre, TIMP-2 mostra una differente struttura genica rispetto agli altri
TIMPs, ciascuno dei quali appare correlato ai geni codificanti per la sinapsina
(Derry and Barnard, 1992; Pohar et al., 1999). In particolare TIMP-1, TIMP-3 e
TIMP-4 risultano geneticamente collegati rispettivamente a sinapsina-1,
sinapsina-3 e sinapsina-2 (Stetler-Stevenson, 2008). Tale correlazione genica

appare filogeneticamente conservata nei vertebrati cosi come negli invertebrati,
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sebbene il suo significato biologico sia ancora da chiarire (Stetler-Stevenson,
2008). Il gene codificante per TIMP-2 risulta invece correlato al gene DDC8
(Caterina et al., 2000; Jaworski et al., 2007). Sperimentalmente sono state
osservate evidenze di splicing alternativo tra le due sequenze (Jaworski et al.,
2007; Wang et al., 2000), sebbene anche in questo caso non sia ancora stato

chiarito il significato di tale correlazione.

L'attivita inibente svolta dai TIMPs nei confronti delle MMPs & stata ampiamente
inadagata, sia in condizioni fisiologiche che patologiche (Bourboulia and Stetler-
Stevenson, 2010); nell’ultimo decennio, tuttavia, il potenziale biologico di tali
molecole é stato riconsiderato con una prospettiva piu ampia, dal momento che
numerosi studi hanno dimostrato I'esistenza di molteplici funzioni svolte dai
TIMPs non sempre correlate all’attivita inibente nei confronti delle MMPs (Ries,
2014). In particolare TIMP-1 ¢ in grado di stimolare la proliferazione cellulare di
cheratinociti, fibroblasti, condrociti, cellule epiteliali, cellule neoplastiche
mammarie e di diverse linee cellulari leucemiche (Bertaux et al., 1991; Hayakawa
et al., 1992; Saika et al., 1998). Inoltre il sequenziamento del cDNA di TIMP-1 ha
permesso di osservare un’omologia pressoché totale con la sequenza della
proteina EPA (erythroid potentiating activity), la quale promuove la
proliferazione e la crescita dei precursori eritroidi (Gasson et al., 1985). Tale
attivita stimolatrice della crescita cellulare & svolta da TIMP-1 in maniera
indipendente dall’azione di inibizione delle metalloproteinasi, sebbene Ila
molecola debba trovarsi in forma libera, non legata cioé alla pro-MMP o alla

MMP attiva (Hayakawa et al., 1992). Oggi e stato dimostrato che anche TIMP-2
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agisce da mitogeno, stimolando la proliferazione cellulare (Stetler Stevenson et
al., 1992; Hayakawa et al., 1994; Saika et al., 1998). Le due molecole, TIMP-1 e
TIMP-2, agiscono su specifici recettori della membrana cellulare, solo
recentemente identificati (Brew and Nagase H, 2010) e, attraverso differenti vie
di trasduzione del segnale, attivano la proteina G Ras (Ries, 2014). Oltre che da
mitogeno, TIMP-1 agisce anche da regolatore e inibitore della proliferazione
cellulare, come dimostra uno studio condotto su topi TIMP-1 knockout; in questo
studio fu osservato I'arresto nella proliferazione delle cellule epiteliali mammarie
guando ai topi veniva somministrato un analogo sintetico del TMP-1, di cui erano
stati geneticamente privati (Fata et al., 1999). Per TIMP-1 & stato anche
dimostrato il ruolo antiapoptotico (Guedez et al., 1998), non riconosciuto per
nessun altro membro della famiglia degli inibitori delle MMPs (Ries, 2014). Al
contrario TIMP-3, comtemporaneamente all’attivita inibente le MMPs,
interagisce con le componenti della MEC e promuove la morte cellulare Fas-
dipendente in diversi tipi di cellule (Baker et al., 1998; Ahonen et al., 2003). E
stato inoltre dimostrato che gli inibitori endogeni delle MMPs stimolano la
differenziazione cellulare; in particolare TIMP-1 agisce sulle cellule
eritroleucemiche (Murate et al., 1993), sulle cellule B normali e neoplastiche
(Stetler-Stevenson et al., 1997; Guedez et al., 1998) e sulle cellule mesenchimali
staminali (Pittenger et al., 1999). TIMP-2 promuove la differenziazione neuronale
(Perez-Martinez and Jaworski, 2005; Jaworski and Perez-Martinez , 2006),
mentre TIMP-3 influisce sulla proliferazione, differenziazione e mobilizzazione

delle cellule ematopoietiche (Bernot et al., 2010). Infine, gli antagonisti delle
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MMPs, in particolare TIMP-1, agiscono da inibitori dell’angiogenesi (Ries, 2014).
Cio non stupisce se si considera tale proprieta biologica in relazione alla loro
funzione principale di inibizione dell’attivita delle MMPs, le quali, degradando le
componenti della MEC, facilitano la migrazione delle cellule endoteliali e la
formazione di nuovi vasi sanguigni (Handsley and Edwards, 2005). Recenti studi
tuttavia dimostrano che I'attivita inibente la neoangiogenesi svolta dai TIMPs
puo verificarsi anche in maniera indipendente rispetto all’attivita anti-proteasica

(Akahane et al., 2004; Stetler-Stevenson and Seo, 2005).

Tutte queste proprieta biologiche recentemente identificate ed il riconoscimento
di specifici recettori cellulari su cui tali molecole agiscono (Brew and Nagase H,
2010) rendono quella dei TIMPs una famiglia dalle ampie potenzialita, che merita
di essere ulteriormente indagata per meglio comprenderne i ruolo svolto nei

diversi processi patologici.

6.3. Ruolo di MMPs e TIMPs nella progressione neoplastica.

Dal momento che le MMPs agiscono sulla MEC, modificandone la composizione,
una variazione nella loro secrezione o del rapporto con i loro specifici inibitori
puo infine condurre all’alterazione dell’omeostasi tissutale e, di conseguenza,
all'instaurarsi o aggravarsi di uno stato patologico (Moore and Crocker, 2012).
Nel tempo le modificazioni dell’espressione delle MMPs sono state associate a
una varieta di condizioni patologiche, nelll'uomo cosi come negli animali

domestici. In particolare, nel cane & stato riportato un consistente aumento delle
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concentrazioni di MMP-2 e MMP-9 nel liquido sinoviale di soggetti affetti da
artrite reumatoide (Coughlan et al., 1998) e della MMP-2 in corso di osteoartrite
(Coughlan et al., 1995), mentre un incremento dell’espressione di MMP-9 ¢
documentata nel miocardio di cani affetti da cardiomiopatia dilatativa (Gilbert et
al., 1997). Inoltre, l'attivita gelatinasica €& risultata particolarmente elevata
nell’essudato oculare di cani affetti da cheratocongiuntivite (Arican and Ceylan,
1999). Anche nell’encefalite demielinizzante del cane indotta dal virus del
Cimurro e stata riscontrata una completa up-regulation delle MMPs e dei TIMPs,
strettamente correlata alla fase di demielinizzazione (Miao et al., 2003). Nelle
lesioni precoci di questa malattia, infatti, la maggior parte delle metalloproteinasi
e degli inibitori viene sovraespressa, suggerendo cosi un ruolo importante
giocato dalle MMPs in questa fase del processo; nelle lesioni pil croniche, al
contrario, I'espressione delle MMPs e fortemente ridotta, eccetto che per la
MMP-11, MMP-12, MMP-13, cosi come tende a ridursi e a scomparire di pari
passo l'espressione dei TIMPs (Miao et al., 2003). Questi risultati sembrano
pertanto sostenere l'ipotesi secondo cui il motore per la progressione del
Cimurro e delle lesioni encefaliche da questo provocate sia rappresentato da uno

squilibrio tra I'espressione delle MMPs e dei TIMPs (Miao et al., 2003).

Tra tutte le possibili condizioni patologiche che affliggono uomini e animali
domestici, la patologia neoplastica rappresenta il fulcro della ricerca scientifica
degli ultimi 30 anni. Indagando i diversi meccanismi molecolari responsabili
dell'insorgenza e progressione delle neoplasie, &€ apparso da subito interessante

il potenziale ruolo svolto dalle MMPs, quali molecole in grado di modificare la
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MEC creando un microambiente favorevole alle cellule tumorali e, in particolare,
alla loro diffusione (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). Nel tempo sono
state identificate diverse modalita con cui tale classe di molecole partecipa alla
progressione neoplastica (Fig. 2). In primo luogo, come gia sottolineato, le
MMPs, degradando le diverse componenti della MEC, ne determinano il
rimodellamento facilitando conseguentemente il distacco delle cellule
neoplastiche (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). A tale principale
proprieta biologica delle MMPs si aggiunge la capacita di degradare altri specifici
target rappresentati da molecole che mediano I'adesione intercellulare, quali la
E-caderina ed alcuni membri della famiglia delle integrine, facilitando
ulteriormente la mobilizzazione delle cellule tumorali (Bourboulia and Stetler-
Stevenson, 2010). Inoltre € stato dimostrato che alcuni meccanismi molecolari
che si verificano nel corso della trasformazione neoplastica di un tessuto, quali
epithelial to mesenchymal transition (EMT) e la neoangiogenesi, sono in grado di
promuovere la trascrizione e I'espressione dei geni codificanti per le MMPs, utili
per la progressione della neoplasia stessa (Bourboulia and Stetler-Stevenson,
2010). Pertanto, & giustificato pensare che 'aumentata attivita delle MMPs, sia
essa dovuta ad una maggiore secrezione da parte delle cellule neoplastiche o alla
concomitante riduzione dell’attivita inibitoria svolta dai TIMPs, sia alla base dei
processi di infiltrazione e metastatizzazione responsabili della progressione delle

neoplasie (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010).
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Figura 2. Funzioni svolte dalle MMPs nel microambiente tumorale.

Nell’'uomo elevate concentrazioni di MMPs e delle gelatinasi in particolare, sono

state riscontrate in numerose neoplasie associate a prognosi infausta per la

spiccata tendenza dimostrata rispetto a invasione e metastatizzazione, quali il

carcinoma polmonare (Kawano et al., 1997), carcinoma mammario (Dalberg et

al., 2000), carcinoma gastrico (Yoshikawa et al., 2000), carcinoma del colon

(Ogura et al., 1997) e prostatico (Stearns and Stearns, 1996), carcinomi squamosi

orali (Kawamata et al.,, 1998) ed esofagei (Groblewska et al., 2012), il

neuroblastoma (Sugiura et al., 1998), i tumori ovarici (Garzetti et al., 1999), il

melanoma (Walker and Woolley, 1999) e il condrosarcoma (Sakamoto et al.,

1999).
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Tuttavia, attualmente in oncologia veterinaria non vi & ancora totale accordo
circa il ruolo svolto dalle MMPs nella progressione neoplastica. In uno studio del
2003, l'analisi dell’espressione delle gelatinasi in un numero consistente di
neoplasie di cane ha permesso di osservare una loro maggiore espressione nelle
neoplasie maligne rispetto a quelle benigne, ed, in generale, nel tessuto
neoplastico rispetto al tessuto di origine (Loukopoulos et al., 2003). In tale studio
e risultato che la maggior parte delle neoplasie esprimeva pro-MMP-9, pro-
MMP-2 e la forma attiva della MMP-2, mentre la forma attiva della MMP-9
veniva espressa solo nel fibrosarcoma non metastatico e nell’adenoma
epatocellulare, lasciando supporre per tale gelatinasi un ruolo di scarsa rilevanza
nel comportamento biologico delle neoplasie del cane (Loukopoulos et al., 2003).
Nel medesimo studio e stata osservata una maggiore espressione delle gelatinasi
nei tumori cartilaginei delle ossa, quali I'osteosarcoma condroblastico, il
condrosarcoma e i tumori multilobulari dell’osso, rispetto ai tumori maligni non
sarcomatosi, ai tumori benigni e a campioni non neoplastici, comprendenti
tessuti normali, lesioni di altra natura e tessuti periferici al tumore (Loukopoulos
et al., 2003). Inoltre, la produzione delle gelatinasi & risultata significativamente
superiore nei tumori cartilaginei anche rispetto agli osteosarcomi e ai
fibrosarcomi, nonostante I'osteosarcoma del cane venga considerato molto piu
aggressivo nel suo comportamento biologico rispetto al condrosarcoma e
all’osteosarcoma condroblastico (Loukopoulos et al., 2003). Pertanto, I'elevata
attivita gelatinasica dimostrata nei condrociti, nei condroblasti maligni e nelle

aree di produzione di matrice condroide, non sarebbe esclusivamente associabile
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alla malignita, ma potrebbe essere in parte attribuita a un piu rapido turnover
della matrice, al rimodellamento tissutale e all’ossificazione cui comunemente si
assiste nei tumori cartilaginei (Loukopoulos et al., 2003). Inoltre, in questo
studio, grazie all’applicazione di metodiche di immunoistochimica e di
zimografia, & stata dimostrata una piu spiccata tendenza alla produzione di
MMPs nelle cellule neoplastiche poste in posizione periferica rispetto a quelle
collocate al centro del tumore, in accordo la capacita di tal enzimi di degradare la
MEC e con il loro ruolo da essi svolto nel processo di invasione tumorale

(Loukopoulos et al., 2003).

Nei tumori della ghiandola mammaria del cane e stato dimostrato che I'attivita
gelatinolitica delle forme attive di MMP-2 e MMP-9 & nettamente piu marcata
nei carcinomi rispetto agli adenomi (Kawai et al,, 2006). Inoltre, recenti evidenze
indicano un potenziale ruolo della riduzione dell’espressione di TIMP-2 nella

trasformazione maligna della ghiandola mammaria del cane (Aresu et al., 2011).

Anche i tumori della cavita orale del cane, notoriamente rappresentati da
neoplasie dalla spiccata tendenza alla metastatizzazione, come il melanoma, e da
tumori localmente invasivi, quali il carcinoma squamoso, I'epulide acantomatosa
e gli adenocarcinomi nasali, sono stati presi in considerazione per la valutazione
dell’attivita metalloprotinasica (Nakaichi et al., 2007). In essi e stata dimostrata
una chiara correlazione positiva tra I'espressione della MMP-2 e la tendenza alla

metastatizzazione; inoltre, nel medesimo studio & stato osservato un elevato
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rapporto MMP-2/TIMP-2 nelle neoplasie associate a prognosi piu sfavorevole

(Nakaichi et al., 2007).

Nel cane, inoltre, la MMP-2 risulta associata all’invasivita dei mastocitomi
(Leibman et al., 2000); piu recentemente nei mastocitomi di alto grado e stato
anche dimostrato uno squilibrio tra I'espressione di MMP-2 e MMP-9 e loro

inibitori, a favore dell’attivita gelatinasica (Giantin et al., 2012).

Quanto ai tumori vascolari, recentemente é stata esclusa la produzione di MMP-
9 negli emangiomi come negli emangiosarcomi (Murakami et al., 2009). Al
contrario, la MMP-2 é risultata maggiormente espressa nelle cellule neoplastiche
maligne, con una positivita di membrana e citoplasmatica (Murakami et al.,
2009). Tale risultato puo essere facilmente compreso se si considera quanto gia
noto circa il ruolo delle MMPs nell’angiogenesi. |l primo evento che caratterizza
I’angiogenesi € la germinazione di cellule endoteliali, a partire da vasi sanguigni
maturi, evento questo che richiede la degradazione sia della matrice
extracellulare che della sottostante membrana basale, in particolare del
collagene IV e della laminina, notoriamente substrati di elezione per le gelatinasi
(livanainen et al., 2003). Nei tumori vascolari, la proliferazione maligna delle
cellule endoteliali ricalca il modello dell’angiogenesi e necessita pertanto del

contributo delle MMPs, in particolare della MMP-2 (Murakami et al., 2009).

Tutti questi esempi hanno nel tempo avvalorato il ruolo delle gelatinasi nella
progressione neoplastica; mentre per la MMP-2 non mancano le evidenze

scientifiche del loro coinvolgimento nell’invasivita mostrata da differenti
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neoplasie, il ruolo della MMP-9 risulta ancora poco chiaro. Quest’ultima, infatti,
sebbene sia stata riscontrata in molti tessuti neoplastici, rivestirebbe un ruolo di
minor importanza nel determinare la malignita dei tumori, vista la sua vasta
espressione anche da parte di cellule non neoplastiche come i macrofagi e le

cellule della muscolatura liscia vasale (Fujise et al., 2000).

6.4. MMPs, TIMPs e meningioma

Nell’'uomo il meningioma rappresenta la piu frequente neoplasia intracranica
non gliale, con un’incidenza compresa tra il 13-19% (Von Randow et al., 2006). Le
forme benigne sono piu comuni di quelle maligne e generalmente la loro recidiva
e legata ad una resezione chirurgica incompleta, mentre nei meningiomi atipici
(grado Il) e anaplastici (grado Ill) la recidiva resta un evento pil frequente anche
dopo completa resezione chirurgica (Maier et al., 1992; Palma et al.,, 1997;
Schiffer et al.,, 2005). Questa differenza ha indotto la comunita scientifica a
indagare i meccanismi molecolari alla base della progressione tumorale del
meningioma, quali potenziali fattori prognostici per una piu corretta gestione del
paziente (Tews et al., 2001; Cuevas et al., 2005; Liu et al., 2005; Lusis et al., 2005;
Lusis et al., 2005; Mawrin et al., 2005; Kalala et al., 2005). Un punto critico nella
progressiva crescita tumorale che potenzia il rischio di recidiva & rappresentato
dall'invasione e dall'infiltrazione delle cellule neoplastiche nel tessuto sano
adiacente, peculiarita che appartiene prevalentemente ai meningiomi atipici

(grado 1) e anaplastici (grado Ill) (Von Randow et al., 2006). Dalle piu recenti
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acquisizioni scientifiche emerge che nel meningioma dell’'uomo, sia esso benigno
o maligno, una tappa fondamentale nella infiltrazione del tessuto adiacente da
parte delle cellule neoplastiche & rappresentata dalla degradazione delle
proteine di matrice extracellulare (Tews et al., 2001), evento di cui sono

protagoniste le MMPs (Chang and Werb, 2001).

Nel tempo, diversi studi hanno indagato nel meningioma I'espressione delle
MMPs, con particolare riferimento alle gelatinasi, ottenendo risultati
contrastanti rispetto agli istotipi e gradi istologici che il tumore esprime, ma
anche in relazione ai piu comuni fattori prognostici. Tuttavia, mediante indagini
d’'immunoistochimica, € stato dimostrato che le meningi normali non esprimono
MMPs ma acquistano tale capacita negli stati patologici del tessuto, siano essi

inflammatori o neoplastici (Kieseier et al., 1998; Leppert et al., 2000).

| primi studi circa I'espressione delle MMPs nel meningioma dell’'uomo risalgono
agli anni ‘90. In uno studio del 1994 Nakagawa e colleghi indagarano in una serie
di neoplasie intracraniche I'attivita gelatinolitica e I'espressione di MMP-1, MMP-
2, MMP-3, MMP-9 e TIMP-1. Tra i diversi tumori esaminati i meningiomi
rappresentarono quelli a maggiore espressione di MMP-9. Inoltre, i meningiomi
mostrarono una minore attivita proteasica in rapporto ad una maggiore
immunoreattivita per TIMP-1, rispetto ad altre neoplasie intracraniche
notoriamente piu aggressive, quali astrocitomi e glioblastomi (Nakagawa et al.,
1994). Tali risultati sono stati confermati in uno studio analogo in cui il

meningioma mostro una maggiore immunoreattivita nei confronti di TIMP-1 e
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TIMP-2 rispetto ad altri tumori intracranici piu invasivi; in questo studio, tuttavia,
la MMP-2 anziché la MMP-9 ¢ risultata maggiormente espressa nelle neoplasie
meningee (Kachra et al.,, 1999). L'espressione della MMP-2 nel meningioma e
stata tuttavia messa in dubbio I'anno successivo, e attribuita specificamente a
neoplasie intracraniche piu aggressive, associate ad una prognosi sfavorevole

(Jaalinoja et al., 2000).

Studi che si sono nel tempo succeduti hanno approfondito I'espressione delle
gelatinasi  nei  meningiomi, utilizzando  metodiche che andavano
dall'immunoistochimica alla zimografia, producendo risultati contraddittori
rispetto ai precedenti. A pochi anni di distanza, infatti, il ruolo di MMP-2 e MMP-
9 e stato considerato da marginale (Kirches et al., 2001) ad essenziale nella

progressione neoplastica del meningioma (Siddique et al., 2003).

Piu recentemente I'espressione delle MMPs ¢ stata correlata al grado istologico
del tumore, che nelluomo ha un comprovato valore predittivo del
comportamento biologico (Louis et al., 2007). Secondo alcuni autori vi sarebbe
un aumento statisticamente significativo di cellule tumorali positive per la MMP-
2 nei meningiomi di grado Il rispetto ai meningiomi di grado |, e nei meningiomi
di grado lll rispetto ai meningiomi di grado Il (Von Randow et al., 2006). La MMP-
9, al contrario, sembra mostrare un’espressione maggiore nei meningiomi di
grado Il rispetto ai meningiomi WHO |, tornando a ridursi nei meningiomi di
grado lll (Von Randow et al., 2006). Piu recentemente, solo per la MMP-9 ¢ stato

dimostrato un aumento di concentrazione al crescere del grado del tumore
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(Panagopoulos et al., 2008; Barresi et al., 2011). Se da una parte, tuttavia,
indagini di western blot non hanno rilevato differenze significative
nell’espressione delle gelatinasi nei meningiomi benigni e atipici (Mizoue et al.,
1999), immunoistochimica e biologia molecolare continuano a confermare una
maggiore espressione di MMP-2 e MMP-9 nei meningiomi atipici e anaplastici
(Okada et al., 2004). Anche nel meningioma di cane I'espressione di MMP-2 e
MMP-9 e stata indagata in relazione alla malignita istologica, senza tuttavia
mostrare differenze significative tra neoplasie benigne e maligne (Mandara et al.,

2009).

Quanto all’espressione di MMPs nelle diverse varianti istologiche del
meningioma, su colture cellulari ottenute da meningioma di uomo é stata
osservata una espressione di MMPs bassa, in caso di meningioma
meningoteliale, intermedia per il meningioma transizionale ed elevata per il
meningioma fibroblastico (Rooprai et al.,, 2003). Tale risultato e stato
recentemente confermato in uno studio in vivo, in cui il meningioma
fibroblastico, insieme con la variante transizionale e cordoide e con i meningiomi
atipici, & risultato tra gli istotipi che maggiormente esprimono le gelatinasi
(Barresi et al., 2011). Nel medesimo studio i meningiomi microcistici sono
risultati negativi per entrambe le metalloproteinasi, confutando Iipotesi
avanzata qualche anno prima circa un possibile ruolo svolto da variazioni del
rapporto MMPs/TIMPs nella formazione delle cavita microcistiche,

caratteristiche di tale variante istologica (Paek et al., 2006). Nel cane non sono
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riportate evidenze di variazioni dell’espressione delle gelatinasi in rapporto

all’istotipo della neoplasia (Mandara et al., 2009).

La capacita delle neoplasie meningiali di esprimere proteasi in grado di facilitare
la diffusione delle cellule tumorali € stata anche indagata in relazione ai piu
comuni fattori prognostici del meningioma. In particolare, nell’'uomo
I’'espressione della MMP-9 sembra essere correlata positivamente con l'indice di
replicazione delle cellule neoplastiche (Okada et al., 2004; Von Randow et al.,
2006; Panagopoulos et al., 2008; Barresi et al., 2011) e con il grado di invasione
del parenchima cerebrale adiacente (Nordqvist et al., 2001). Inoltre, nelle linee
cellulari ottenute da meningioma umano e ingegnerizzate al fine di ottenere il
silenziamento del gene della MMP-9, & stata dimostrata un’evidente riduzione
del potenziale proliferativo del tumore (Tummalapalli et al., 2007). In uno studio
del 2004, Okada e colleghi indagarono I'impatto prognostico dell’espressione di
MMP-2 e MMP-9 sulla valutazione del rischio di recidiva post-operatorio,
partendo dal presupposto che le collagenasi contribuiscono all’infiltrazione della
dura madre e dell’aracnoide (Okada et al., 2004). In particolare, l'infiltrazione di
guest’ultima viene considerata condizione implicata nel determinismo della
recidiva della neoplasia (Okada et al., 2004). Gli autori, supportati da uno studio
statistico, dimostrarono che la ricomparsa della neoplasia era piu frequente nei

meningiomi che esprimevano alti livelli di gelatinasi (Okada et al., 2004).
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Quanto al meningioma di cane, non é stata identificata alcuna correlazione tra il
livello di espressione delle gelatinasi e il potenziale proliferativo delle neoplasie

(Mandara et al., 2009).

Come gia sottolineato la malignita biologica del meningioma risiede in gran parte
negli effetti secondari che il tumore produce sul tessuto nervoso circostante. Tra
guesti, uno dei piu temuti € I'edema perilesionale, condizione che si riscontra nel
60% dei meningiomi umani (Bitzer et al., 1997; Bitzer et al., 1997; Tamiya et al.,
2001). L’edema contribuisce all’laumento della pressione intracranica e all’effetto
massa del tumore, aumentando la morbidita e mortalita legate a questa
patologia neoplastica (Foster et al., 1988; Bitzer et al., 1997; Bitzer et al., 1997;
Tamiya et al., 2001; Snyder et al., 2006). Fino ad oggi nel meningioma dell’'uomo
sono state riconosciute diverse condizioni associabili alla formazione dell’edema
peritumorale, quali la dimensione del tumore (Bitzer et al., 1997; Bitzer et al.,
1997; Tamiya et al., 2001), la localizzazione (Lobato et al., 1996; Bitzer et al.,
1997), l'istotipo (Philippon et al., 1984; Alvarez et al., 1987; Maiuri et al., 1987;
Constantini et al., 1993; De Vries and Wakhloo, 1993; Lobato et al., 1996; Tamiya
et al., 2001), la densita vascolare (Yoshioka et al., 1999), I'apporto di sangue alla
pia madre (Bitzer et al., 1997; Yoshioka et al., 1999; Tamiya et al., 2001; Pistolesi
et al., 2002), I'ostacolo al deflusso venoso indotto dalla neoplasia (Bitzer et al.,
1998), I'espressione del VEGF (Kalkanis et al., 1996; Goldman et al., 1997; Provias
et al., 1997; Bitzer et al., 1998; Yoshioka et al., 1999; Pistolesi et al., 2002) e del
suo recettore (Otsuka et al., 2004). E ormai noto che il principale evento alla base

della formazione dell’edema perilesionale nel SNC ¢ la distruzione della barriera
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emato-encefalica con fuoriuscita del siero nello spazio extracellulare, noto come
meccanismo vasogenico (Webb and Muir, 2000; Sandoval and Witt, 2008).
Partendo dal presupposto che le gelatinasi sono in grado di degradare il
collagene di tipo IV, componente essenziale della membrana basale, la loro
espressione € stata indagata via via indagata nel meningioma dell’'uomo in
relazione all’edema perilesionale (Nordqvist et al., 2001; Paek et al., 2002; Paek
et al, 2006), arrivando a dimostrare che tale correlazione esiste con
I’espressione della MMP-9 ma non con quella della MMP-2 (Nordqvist et al.,
2001). Il ruolo della MMP-9 nel determinismo dell’edema perilesionale e stato
recentemente confermato anche nei meningiomi benigni sopratentoriali (Iwado

et al.,, 2012).

L'edema perilesionale € una condizione di frequente riscontro anche nel
meningioma di cane, e si rende spesso responsabile dell’aggravarsi del quadro
clinico dei soggetti affetti da tale neoplasia intracranica (Thomas et al., 1996;
Kraft et al., 1997; Sturges et al., 2008). In un recente studio I'espressione di
MMP-2 e MMP-9 & stata messa in relazione con I'edema perilesionale in una
serie di meningiomi rostrotentoriali di grado |. Tuttavia, i risultati non hanno

confermato la presenza di alcuna correlazione causale (Beltran et al., 2013).

L'espressione delle metalloproteinasi & stata indagata anche in relazione alle
capacita del meningioma di infiltrare la dura madre e di produrre osteolisi nel
tessuto osseo adiacente. Nel primo caso e stato osservato che solo la MMP-1

viene intensamente espressa nella punto di impianto della dura madre adiacente

89



al tumore, oltre che nelle cellule tumorali protagoniste dell’infiltrazione
(Nagashima et al., 2006). Nel secondo caso, un’elevata espressione di MMP-2 &
stata documentata in aree di osteolisi prodotta dal tumore nel tessuto osseo
adiacente. Tuttavia, |'osteolisi del calvarium non viene considerata un indice di
malignita e di prognosi sfavorevole, dal momento che € evento comune anche in

associazione allo sviluppo di meningiomi benigni (Moon et al., 2010).

Tra le diverse alterazioni del tessuto osseo che si riscontrano in corso di
meningioma l'iperostosi del cranio viene considerata uno degli aspetti piu tipici
del meningioma intracranico dell’'uomo (Pei et al., 2012). Diverse teorie sono
state proposte per spiegare la patogenesi di tale alterazione ossea in corso di
meningioma; attualmente, si ritiene che l'iperostosi sia un effetto che consegue
all'invasione del tessuto osseo da parte delle cellule neoplastiche (Pei et al.,
2012). In questo contesto, I'espressione delle MMPs da parte delle cellule
tumorali potrebbe modificare il microambiente del tessuto osseo inducendo
un’alterazione del suo metabolismo, con successiva eccessiva deposizione di
matrice ossea (Pei et al.,, 2012). A conferma ulteriore della MMP-2 nel
determinismo di questa lesione ossea e I'osservazione secondo cui |I'espressione
di MMP-2 e maggiore nelle cellule neoplastiche prossime alle lesioni
iperostotiche rispetto alla restante porzione del tumore, (Pei et al., 2012). Vale la
pena ricordare, tuttavia, che Iiperostosi si riscontra occasionalmente nel
meningioma di gatto (Troxel et al., 2004) mentre nel cane viene considerato un
evento aneddotico associato allo sviluppo di meningioma intracranico (Mercier

et al., 2007).
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7. Parte sperimentale

7.1. Materiali e metodi

7.1.1. Selezione dei casi oggetto di studio

Per questo studio sono stati selezionati 54 casi di meningioma di cane; i campioni
scelti erano rappresentati da tessuto neoplastico fissato in formalina neutra
tamponata al 10% e successivamente incluso in paraffina per |'esame
istopatologico, e cosi conservati presso [l'archivio del Laboratorio di
Neuropatologia del Reparto di Diagnostica di Laboratorio. | criteri di selezione dei
casi comprendevano la diagnosi istopatologica di meningioma, cerebrale o
spinale, e la provenienza dei campioni da strutture veterinarie dotate del Servizio
di Neurologia e pertanto in grado di fornirci informazioni anamnestiche e dati di
follow up dei soggetti inseriti nello studio. Nella maggior parte dei casi (38 su 54)
la raccolta dei campioni e stata effettuata in sede intraoperatoria, mentre nei
restanti casi si trattava di campioni necroscopici. Nella Tabella 1 vengono indicati
il tipo di prelievo, bioptico o necroscopico, e la localizzazione del tumore,
cerebrale o spinale.

Sono stati inoltre selezionati 4 casi controllo, rappresentati da NAT (normal

adjacent tissue), con cui comparare i risultati del nostro studio.
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Tabella 1. Tipologia di prelievo e sede della lesione dei casi selezionati.

N. Archivio Codice | Tipo di prelievo Sede della lesione
2012-2850 1 N E
2012-2687 2 B M
2012-2434 3 N E
2012-2430 4 N E
2012-1499 5 B E
2012-1498 6 N E
2012-1421 7 B E
2012-1264 8 N E
2012-1142 9 B E
2012-731 10 B M
2012-530 11 N E
2012-517 12 B E
2012-495 13 B E
2012-34 14 B M
2011-3204 15 B E
2011-2804 16 B M
2011-2423 17 B M
2011-1559 18 N E
2011-1077 19 B E
2011-855 20 N E
2011-713 21 B E
2011-393 22 B E
2010-2095 23 B E
2013-3870 24 B E
2010-1092 25 B M
2013-1836 26 B E
2009-2757 27 B E
2009-2669 28 B E
2009-2613 29 B E
2013-1530 30 B E
2013-2335 31 B M
2013-2336 32 N M
2013-375 33 N E
2013-1242 34 B E
2011-2483 35 N E
2011-2477 36 N E
2011-2235 37 B E
2013-3331 38 B E
2009-2040 39 B M
2013-2675 40 B E
2013-2639 41 B E
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2009-913 42 B M
2009-662 43 B E
2009-627 44 B M
2009-274 45 B E
2008-2765 46 B E
2008-2589 47 N M
2008-1954 48 B M
2008-1515 49 N E
2008-1180 50 B M
2012-1270 51 N E
2013-1695 52 N E
2010-1859 53 B M
2010-2473 54 B E

(B) = bioptico; (N) = necroscopico; (E) = encefalo; (M) = midollo spinale.

7.1.2. Indagini istopatologiche
Da ciascun campione sono state ottenute sezioni di 5 um da sottoporre ad una
routinaria colorazione con Ematossilina-Eosina. Successivamente tutti i tumori
selezionati sono stati attentamente riesaminati al microscopio ottico, e, sulla
base dei criteri correnti stabiliti nellHuman International WHO Histological
Classification System (Louis et al., 2007), & stato attribuito loro il grado istologico,
secondo quanto gia riportato nel cane (Mandara et al., 2009). A tal fine i criteri
istopatologici presi in considerazione sono stati i seguenti:

o Grado I: bassa attivita mitotica (< 4 mitosi /10 HPF).

o Grado II: uno dei seguenti criteri,

1. attivita mitotica = 4 mitosi /10HPF;

2. presenza di invasione del parenchima cerebrale;
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3. fino a tre dei seguenti caratteri istologici: pattern di crescita
solida; elevata cellularita; elevato rapporto nucleo-citoplasma;
macronucleoli; foci di necrosi spontanea.

o Grado lll: elevato indice mitotico (< 20mitosi/HPF) associato ad evidente

anaplasia cellulare.

7.1.3. Estrazione dell’acido nucleico (RNA)

Per le indagini di biologia molecolare & stato estratto ’'RNA da materiale incluso
in paraffina, utilizzando RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE
(Ambion, Life Technologies). In primo luogo per ciascun campione sono stati
selezionati i blocchetti di paraffina piu rappresentativi e adatti all’estrazione
dell’acido nucleico, ovvero contenenti la maggiore quantita di tessuto
neoplastico e caratterizzati da minima contaminazione ematica. Da ciascun
blocchetto di paraffina sono state ottenute 6 sezioni di 10 um di spessore,
immediatamente raccolte in provette Eppendorf sterili di 1,5 mL. Durante questa
fase, particolare attenzione ¢ stata posta al fine di evitare contaminazioni tra i
vari campioni. A questo scopo le sezioni sono state ottenute previa disinfezione
del microtomo, la lama e sempre stata sostituita e disinfettata tra un campione e
I'altro, e la porzione superficiale del blocchetto di paraffina & stata sempre
rimossa ed eliminata. Le sezioni cosi ottenute sono state incubate con xilene ad
alte temperature, al fine di solubilizzare e rimuovere la paraffina dal tessuto, e

successivamente lavate con soluzione alcolica. Mediante centrifugazione & stata
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ottenuta la separazione del pellet dal surnatante, che & stato rapidamente e
delicatamente eliminato, lasciando poi asciugare i campioni a temperatura
ambiente al fine di favorire la completa evaporazione della soluzione alcolica
utilizzata. | campioni cosi sparaffinati sono stati poi sottoposti ad una fase di
digestione proteasica, con lo scopo di degradare la proteine che legano in modo
covalente gli acidi nucleici; per favorire la completa digestione delle proteine,
I'azione enzimatica della proteasi & stata potenziata con il calore ponendo i
campioni in termoblocco, fino ad una temperatura massima di 80°C. In questa
fase & stata posta particolare attenzione al rispetto dei tempi e della
temperatura massima d’incubazione indicata dal produttore per minimizzare il
potenziale danno del calore sull’acido nucleico. Infine, I'RNA ¢ stato purificato e
catturato su specifici filtri in fibra di vetro, da cui e stato estratto con una serie di

lavaggi ed eluizioni.

L'RNA cosi ottenuto & stato quindi posto in Eppendorf sterili da 200 uL e
conservato a -20°C per I'utilizzazione in tempi brevi, o, in alternativa, a -80°C per

la conservazione a lungo termine (Fig.3).
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Step 1: Deparaffinize FFPE tissue blocks [1a) or slide-mounted sections (1b)

Remove paraffin with xylene, remove excess xylene with ethanol, then dry samples

'., =

v

Step 2: Digest the deparaffinized samples with Protease
Add Protease, incubate at 50°C for 16 hours or 65°C for 4 hours, then at 80°C for 15 minutes

Step 3: Separate RNA from DNA on a Filter Cartridge
Add Isolation Additive, then apply the mixture to a Filter Cartridge

Step 4: Recover the RNA from the flow-through Step 5: Recover the DNA from the Filter Cartridge
Apply the flow-through after ethanol addition to a Filter Cartridge, Treat DNA with RNase A on the Filter Cartridge,
treat with DNase on the Filter Cartridge, then wash and elute the RNA then wash and elute the DNA

Figura 3. Fasi dell’estrazione dell’RNA.
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7.1.4. Valutazione quantitativa e qualitativa dell’estratto mediante
spettofotometro

La quantificazione dellRNA e stata effettuata misurando I'assorbanza del
campione a 260 nm, mediante lo spettrofotometro Nanodrop ND-1000
(Nanodrop Technology). Questo spettrofotometro uv/vis (ultravioletta/visibile)
utilizza microvolumi di campione, fino a 1 pL. Il NanoDrop ND-1000 permette
quindi 'utilizzo di una quantita minima per la quantificazione del materiale, e
inoltre non necessita dell'uso di cuvette o capillari né di particolari diluizioni del
campione stesso, permettendo di eseguire misure rapide e semplici. | campioni
sono stati pipettati direttamente sul basamento di misura, li dove la tensione
superficiale viene utilizzata per mantenere sulla colonna il campione liquido
durante la misurazione, eseguita in pochi secondi tramite due fibre ottiche. Lo
spettro e la relativa analisi sono stati successivamente visualizzati tramite un
apposito software, che ha anche consentito di valutare alcuni indicatori di
purezza del campione, come i rapporti 260/280 e 260/230. Il primo & indice della
contaminazione da parte delle proteine, molecole che assorbono radiazioni con
lunghezza d’onda di 280 nm, mentre il secondo individua gli acidi nucleici che
assorbono a 260 nm. Preparazioni pure di RNA hanno valori di A260/A280 uguali
2. Per quanto riguarda l'assorbanza a 230 nm, cioe ai margini dello spettro di
assorbimento degli acidi nucleici, essa riflette la contaminazione del campione
dovuta a sostanze come carboidrati, fenoli, composti aromatici. Per campioni

puri il rapporto A260/A230 é di circa 2.2.
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7.1.5. Retrotrascrizione dell’estratto

In seguito all’estrazione, 'RNA & stato retrotrascritto in DNA complementare
(cDNA) per poter poi procedere con l'indagine di PCR. La retrotrascrizione & stata
ottenuta mediante I'impiego dell’enzima trascrittasi inversa, una DNA polimerasi
RNA dipendente; tale enzima puo sintetizzare il DNA complementare ad una
catena di RNA data, formando un doppio filamento ibrido RNA-DNA. L’enzima
necessita di deossiribonucleotidi trifosfato (dNTPs), una catena di circa 20 residui
di timina (oligo dT), una soluzione tampone e Mg?*. A tal fine & stato utilizzato un
kit commerciale (iScript™ cDNA Synthesis Kit) che prevede I'utilizzo di una mix
unica, contenente oligo dt e random primers, a cui aggiungere il campione.
Attraverso l'uso di un termociclatore, i campioni sono stati sottoposti ad un
programma regolato di tempi e temperature:

1. 5’ a 25°C - fase di appaiamento (annealing), la catena oligo dT si lega alla
coda di poli(A) dell’'mRNA innescando la reazione;

2. 30’ a42°C - fase di allungamento, I’enzima sintetizza il nuovo filamento di
cDNA aggiungendo un dNTP alla volta a partire dall’estremita 3'—OH
libera dell’oligo dT appaiato;

3. 5" a85°C-degradazione dell’'RNA, rimane il filamento singolo di cDNA.

| campioni di cDNA sono stati conservati a -20°C fino alla successiva fase di

lavoro, ovvero la real time PCR.
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7.1.6. Progettazione dei Primer

Il successo di una reazione di PCR dipende dalla scelta corretta dei primer. |
primer devono essere scelti in modo da essere ciascuno complementare al suo
filamento stampo. La specificita del primer & determinata da:

o Lunghezza del primer

La lunghezza ottimale dei primer dipende sia dal suo contenuto in A+T,
sufficientemente basso da poter avere una temperatura di melting (e quindi
una temperatura di annealing) superiore a 50 °C, sia dalla composizione
nucleotidica della loro sequenza. Tale lunghezza riduce la probabilita di avere
siti di annealing diversi da quello voluto. Pertanto € la lunghezza del primer a
determinare la specificita, la temperatura e il tempo di annealing. Essa e
generalmente compresa tra 18 e 24 nucleotidi.

Per calcolare la probabilita di ritrovare in una sequenza di DNA un definito
pattern di basi (aspecifico), € sufficiente moltiplicare la probabilita associata a
ciascuna base (1/4) per la lunghezza del motivo cercato, ossia % x n, dove n =
numero di basi. Di conseguenza un oligonucleotide con non meno di 17 basi
sara estremamente specifico (1/17.179.869.184 la probabilita di legare una

sequenza aspecifica) (Tab.2).
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Tabella 2. Probabilita di trovare una base per sequenza di nucleotidi.

N° Nucleotidi Probabilita
associata

1 4

2 16

3 64

4 256

5 1024

6 4096

7 16.384

8 65.536

9 262.144
10 1.048.576
11 4.194.304
12 16.777.216
13 67.108.864
14 268.435.456
15 1.073.741.824
16 4.294.967.296
17 17.179.869.184

o Temperatura di melting (Tm)

La Tm di un primer dipende dalla sua lunghezza e dalla composizione in basi.
Per calcolare la Tm dei primer di lunghezza inferiore a 20 basi, si usa la regola
di Wallace (Tab.3):

Tm=2°C(A+T)+4°C(G+C)

La temperatura di annealing (Ta) di un esperimento di PCR si determina
calcolando la Tm di ciascun primer e applicando una temperatura piu bassa di
2-4°C. E’ importante quindi che i due primer abbiano Tm simili, con uno

scarto massimo di 2-3 °C.
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Tabella 3. Temperatura di melting associata alla lunghezza del primer al 50% in

guanina e citosina.

Lunghezza primer Tm
4 12°C
8 24°C

12 36°C
14 42°C
16 48°C
18 54°C
20 60°C
22 66°C
24 72°C
28 84°C
32 96°C

o Contenuto in guanina e citosina (GC)

Per assicurare specificita verso il target, il contenuto in GC deve essere intorno
al 50% del numero delle basi che costituiscono il primer.

o Assenza di dimeri o di altre strutture secondarie intramolecolari o

intermolecolari

Questa condizione garantisce il risultato della PCR in qualita e resa. Le
strutture secondarie, infatti, competono per I'annealing del primer con lo
stampo sulla sequenza di DNA bersaglio, diminuendo drasticamente la
concentrazione effettiva di primer disponibile per la reazione di
amplificazione. Le strutture secondarie si possono classificare come “hairpin”
(forcine), “self dimer” (autodimeri) e “cross dimer” (dimeri crociati). Gli
“hairpin” si formano per l'interazione intramolecolare tra i nucleotidi del

singolo primer: quelli al terminale 3’ sono i meno tollerati in quanto
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sequestrano  direttamente il residuo ossidrilico necessario alla

Ill

polimerizzazione. | “self dimer” si formano per I'interazione intermolecolare

tra due molecole di primer dello stesso tipo, nei punti in cui il primer &
omologo a se stesso, mentre i “cross dimer” si formano tra due molecole di
primer di tipo diverso (senso, antisenso) nelle regioni di omologia di sequenza

(Tab.4).

Tabella 4. Caratteristiche generali di un primer.

- Lunghezza di 18-20 basi

- Temperature di annealing senso ed antisenso simili
(40-60°C)

- Contenuto in GCintorno al 40-60%

- Perfetta complementarieta con le sequenze della
regione da amplificare

- Assenza di regioni di complementarieta interna fra
primer (hairpin) 5’GAGATCGTTGCTTCGATCTC-3’

- Assenza di regioni di complementarieta fra primer
(dimeri) 5" GATCGATCGATACGTGATCC-3’

3’-GCACTAGGTCGCTATACGCTAT-5’

- Mancanza di ripetizioni di una stessa base all’interno
del primer

- G o Call'estremita 3’ per rendere piu stabile il legame
del primer allo stampo.

- La concentrazione dei primer bilanciata rispetto a
quella dello stampo

In questo studio i primers utilizzati per I'amplificazione sono stati progettati sulla

base delle sequenze di riferimento pubblicate in banca dati (numeri di accesso

GenBank: AF169244.2; AF177217.1 ; AF077817.1; AF112115.1 ; XM846843.1).

Confrontando queste sequenze con le relative sequenze di DNA genomico &
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stato possibile individuare la suddivisione esoni-introni. Per escludere Ia
contaminazione da DNA genomico (gDNA), i primers sono stati dunque
progettati in modo che si appaiassero su esoni differenti e non sul medesimo
esone. Mediante il software BLASTN (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) & stata
valutata la validita biologica, per escludere eventuali somiglianze tra la zona di

sequenza del disegno primers con zone del genoma differenti da quella attesa.

7.1.7. Progettazione delle sonde

Una sonda-primer non é altro che un semplice oligonucleotide, complementare
alla sequenza target da amplificare, che presenta un singolo o doppio mismatch
(1-2 basi non complementari) all’estremita 3’, in modo che la sonda non si
ibridizzi perfettamente al DNA bersaglio. Alle due estremita della sequenza

oligonucleotidica sono presenti due particolari molecole detti fluorocromi.

Q

5’ 3

All'estremita 5’ & posto il reporter (R) o fluoroforo, un fluorocromo ad alta
energia che emette fluorescenza, mentre all’estremita 3’ si trova il quencher (Q),
un florocromo a bassa energia che, quando si trova vicino a R ne spegne la
fluorescenza assorbendone i fotoni.

Una volta che i primer si sono legati al filamento stampo, o templato, la DNA-
polimerasi inizia a polimerizzare il filamento complementare. Raggiunto il

mismatch presente all’estremita 3’ della sonda, I’enzima, nel tentativo di riparare
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I’errore, degrada la sonda, provocando in questo modo il rilascio di R e il suo

allontanamento da Q, con conseguente emissione della fluorescenza (Fig.4).

Fluorophore Quencher
Forward PCR. primer C 2 quﬁgﬂn ?
rope
=
Rewverse PCR primer
| Amplification Assay
Polymerization

:

—tt e v w w w ol

T S e 8 e g—

" Probe displacement
Fluorescence and deavage

:

R .

'Vﬁ“:pn:pn-m-nm-rqg—

Result
Fluorescence
e L] ""“ - - ?
-
PCR Products Cleavage Products

Figura 4. Modalita di azione delle sonde.

Nella progettazione della sonda & necessario valutare la posizione del fluoroforo
e del quencher poiché, se troppo ravvicinati, si pud osservare un’interferenza
nell’emissione della fluorescenza.

In PCR le sonde si legano al DNA stampo durante la denaturazione termica e, in
piccola parte, durante annealing. Durante la fase di raffreddamento (tra la
denaturazione e I'annealing) i primer competono con le sonde perché, anche se

la loro zona di elezione ¢ differente, una volta che il primer si lega al filamento
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stampo, esso viene immediatamente esteso, coprendo in questo modo la
sequenza target della sonda. Inoltre, il legame del primer con il templato &
irreversibile, mentre le sonde si legano in modo reversibile. Per tali ragioni &
importante che le sonde si leghino alla sequenza bersaglio con maggiore facilita
rispetto ai primer. Per ottenere questa alta specificita, le sonde devono avere
una temperatura di dissociazione (annealing) sensibilmente piu alta dei primer
(7-10 °C), ma non alta per permettere che le sonde possano essere spostate dal
filamento in via di sintesi. Se cid non accade, I'amplificazione viene ostacolata e
la PCR fallisce. Indicativamente, la temperatura di dissociazione deve essere di
5°C al di sopra della temperatura di estensione o di "annealing", se queste
coincidono. In linea di massima, le sonde di ibridazione possono legarsi in
qualsiasi posto sulla sequenza bersaglio; tuttavia, si preferisce posizionare la
sonda "tutta a destra" sul filamento superiore, o "tutta a sinistra" nella sequenza
del filamento inferiore. Contrariamente a quanto accade per la progettazione dei
primer, nel disegno delle sonde non si deve tenere conto di siti complementari al
di fuori della regione amplificata. In genere € bene progettare le sonde in
sequenze "bilanciate”, ossia con una distribuzione equa delle quattro basi. Tratti
di sequenza con un legame eccezionalmente forte vanno evitati, come in
sequenze ricche di GC, dove é sufficiente una regione minima per formare un
legame molto stabile. Inoltre, € importante evitare la complementarieta tra il
termine 3’ dei primer e le sonde; questa condizione, infatti, puo indurre la

formazione di dimeri tra primer e sonda, in modo particolare all’inizio della
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reazione quando non € ancora stato amplificato nessun frammento, portando a
prodotti aspecifici in grado di generare segnali fluorescenti.

Le sonde utilizzate in questo studio sono riportate nella Tabella 5.
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Tabella 5. Sonde utilizzate in questo studio.

Gene Name GenBank  Exons connected Amplicon
MMP9  Matrix metallopeptidase 9  AF169244.2 2-3 81 bp
MMP2  Matrix metallopeptidase 2 AF177217.1 2-3 74 bp
TIMP1 Metallopeptidase inhibitor1 AF077817.1 34 63 bp
TIMP2 Metallopeptidase inhibitor 2 AF112115.1 1-2 81 bp

ACTB Actin beta XM846843.1 1 73 bp
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7.1.8. Real Time RT PCR

In questo studio la real-time PCR é stata allestita in un volume di reazione di 20
uL , costituita da 10uL di iTaq Universal Probes Supermix (BioRad, Berkeley, CA,
USA), 1uL di TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystem, Carlsbad CA,
USA), il tutto portato ad un volume finale di 16 pL con acqua distillata sterile. |
reagenti sono stati miscelati e suddivisi in una piastra da real-time a 96 pozzetti.
Successivamente, sono stati aggiunti 4 pL di DNA, diluito 1:10, o di acqua (nei
campioni bianchi di controllo). L'amplificazione del DNA & stata ottenuta

utilizzando lo strumento iCycler iQ (BioRad, Berkeley, CA, USA), con i seguenti

cicli:
a. 95 °C x 10 min
b. 45 cicli:

- 95 °C x 15 sec

- 61 °C x 60 sec

E stata quindi eseguita I'elettroforesi dei prodotti di PCR per verificare se gli
ampliconi ottenuti presentavano la lunghezza di basi attesa dal disegno in silico
dei primers. In particolare, i prodotti di PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi
su gel di agarosio all’1,5 % in Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x con Etidio Bromuro
(EtBr) alla concentrazione finale di 0,02 pug/mL. Come marcatore & stato utilizzato
“GeneRuler” (Fermentas, Hannover, Maryland, USA), che contiene frammenti di
DNA di lunghezza definita che si separano durante la corsa; cido permette di

determinare la lunghezza del campione in base al confronto tra la posizione della
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relativa banda e quelle del marcatore. La corsa & stata eseguita a voltaggio
compreso tra 80 e 120V e, a fine corsa, il gel & stato osservato al
transilluminatore UV.

Durante ciascun ciclo sono stati raccolti i valori di fluorescenza e i valori di Ct
sono stati calcolati automaticamente per ciascuna PCR.

Tutti i saggi sono stati effettuati in triplo per ciascuna sonda e per ciascun
campione, e la B-actina e stata scelta come gene normalizzatore (housekeeping)
per normalizzare I'espressione dell’mRNA attraverso il metodo 272 (Livak and
Schmittgen, 2001). Per normalizzare i campioni da quantificare con il metodo dei
“AACt”, si calcola la differenza tra il Ct del gene analita e il Ct del gene endogeno
(housekeeping). | valori di ACt e le relative percentuali di analita (piu
precisamente il log della percentuale) costituiscono le coordinate
(rispettivamente ordinata e ascissa) dei punti la cui retta interpolante costituisce
la retta di calibrazione. Mediante la retta di calibrazione, dal valore di 2-AACt di
un campione incognito si risale alla relativa % di analita nella miscela. || metodo
2-AACt di Livak presume che i geni analita e riferimento siano amplificati con
efficienze prossime al 100%, e a non piu del 5% I'una dall’altra. Prima di usare
guesto metodo, & essenziale verificare i presupposti determinando I'efficienza di
amplificazione dei geni analita e riferimento. Una volta verificati i presupposti, si
puo determinare la differenza relativa nel livello dell'espressione del gene analita
in differenti campioni, usando i seguenti passaggi. Innanzitutto dobbiamo
normalizzare il CT del gene analita rispetto a quello del gene di riferimento, sia

per il campione che per il calibratore:
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ACt (campione) = Ct (campione) - Ct (normalizzatore)
ACt (calibratore) = Ct (calibratore) - Ct (normalizzatore)
AACt = ACt (campione) - ACt (calibratore)

2% = rapporto di espressione normalizzata.

Il risultato ottenuto € rappresentato da multipli di incremento (o decremento)
del gene analita nel campione rispetto al calibratore, entrambi normalizzati con
un gene di riferimento per compensare ogni differenza nella quantita di
campione.

L'efficienza di amplificazione della PCR & stata determinata utilizzando la
pendenza della curva standard: efficienza = 10°°"*-1. La pendenza di tale
grafico e stata poi utilizzata per determinare I'efficienza dell’amplificazione. Le
condizioni della PCR sono state quindi ottimizzate per generare un’efficienza di

analisi > 95%, e solo le reazioni tra 95% e 100% di efficienza sono state incluse

nella successiva analisi statistica.

7.1.9. Analisi statistica

| dati di real-time PCR sono stati valutati statisticamente attraverso un’analisi
ANOVA ad una via, seguita dal test di comparazione multipla di Student-
Newman-Keuls, e mediante un’analisi ANOVA a due vie seguita da test di
Bonferroni. Le indagini statistiche sono state eseguite utilizzando il software per
Windows GraphPad Prism version 6.00 (GraphPad Software, La Jolla California,

USA).
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7.2. Risultati

L’analisi dell’estratto mediante Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technology) ha
permesso di apprezzare una grande variabilita nella quantita di RNA ottenuto da
ciascun campione, rimanendo comunque in un range adeguato per le successive
indagini di biologia molecolare. Per quanto riguarda I’analisi qualitativa, nessun
campione ha mostrato un valore ottimale di 260/230, ovvero prossimo a 2.0;
tuttavia, tale indice di qualita dell’estratto e stato progressivamente migliorato in
itinere mediante delle piccole modifiche della metodica di estrazione. In
particolare, e stata prolungata la fase di asciugatura del pellet, in modo da
favorire la completa evaporazione della soluzione alcolica per la rimozione della
paraffina dal tessuto.

Al momento della valutazione quantitativa e qualitativa dell’estratto, 11 dei
campioni inizialmente selezionati per il progetto di ricerca (casi 3, 16, 18, 21, 42,
45, 46, 47, 48, 49, 50) non sono stati considerati idonei per le successive indagini
di biologia molecolare e pertanto sono stati esclusi dallo studio.

Sulla base dei criteri istopatologici stabiliti nel sistema classificativo dei tumori
del SNC dell’'uomo (Louis et al., 2007) i 43 campioni selezionati come idonei sono
stati classificati in 13 meningiomi di grado I, 14 meningiomi di grado Il e 6
meningiomi di grado Il (Tab.7). Si trattava di 23 neoplasie a localizzazione
cerebrale e 10 tumori spinali. Le rimanenti 10 neoplasie, tutte intracraniche,
erano rappresentate dall’istotipo papillare, notoriamente tra i piu aggressivi
nell’'uomo, e considerato di grado lll nella classificazione umana del WHO. Per

guesto motivo i meningiomi papillari sono stati trattati in questo studio come
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una categoria a sé stante e ad essi non é stato attribuito alcun grado istologico

(Tab.6).

Tabella 6. Elenco dei 43 campioni idonei per le indagini di biologia molecolare e grado

istologico.

N. Archivio Codice Grado istologico
2012-2850 1 meningioma papillare
2012-2687 2 I
2012-2430 4 meningioma papillare
2012-1499 5 |
2012-1498 6 meningioma papillare
2012-1421 7 Il
2012-1264 8 Il
2012-1142 9 meningioma papillare
2012-731 10 |

2012-530 11 meningioma papillare
2012-517 12 Il

2012-495 13 I

2012-34 14 Il
2011-3204 15 Il
2011-2423 17 Il
2011-1077 19 I

2011-855 20 1
2011-393 22 I
2010-2095 23 Il
2013-3870 24 meningioma papillare
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2010-1092 25 |
2013-1836 26 |
2009-2757 27 I
2009-2669 28 I
2009-2613 29 meningioma papillare
2013-1530 30 Il
2013-2335 31 Il
2013-2336 32 Il
2013-375 33 I
2013-1242 34 Il
2011-2483 35 meningioma papillare
2011-2477 36 11
2011-2235 37 I
2013-3331 38 Il
2009-2040 39 1
2013-2675 40 Il
2013-2639 41 Il
2009-662 43 I
2009-627 44 i
2012-1270 51 meningioma papillare
2013-1695 52 meningioma papillare
2010-1859 53 1
2010-2473 54 1
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La Tabella 7, la Tabella 8 e il Grafico 1 di seguito riportati riassumono i risultati

circa I'espressione genica delle MMPs e dei TIMPs indagati in questo studio e

I’esito dell’analisi statistica circa la loro variazione nei gradi istologici del tumore

e nella categoria dei meningiomi papillari. | dati sono analizzati con il metodo del

2% (Livak e Schmittgen, 2001).

Tabella 7. Risultati circa I’espressione genica di MMPs e TIMPs nei meningiomi di cane.

Espressione genica Analisi dei dati
Grado MMP2 TIMP1 TIMP2 MMP2/TIMP2 RSD P-value F df
Grado | 0.40° 0.70° 0.18° 2.17 0.42 Hkx 75.70  2-36
Grado Il 0.59° 1.11° 0.42° 2.17 2.09 rokx 63.56 2-54
Grado Il 0.53° 0.50° 0.38° 1.39 0.04 ok 15.75 2-15
M. papillari 2.54° 0.96" 0.29° 9.40 3.59 Ak 47.38  2-18

df = gradi di liberta ; F = distribuzione F; RSD = deviazione standard relativa
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Tabella 8. Risultati circa I'espressione genica di MMPs e TIMPs nei meningiomi di cane.

Tukey's Multiple Comparison Test P

Grade | vs Grade Il

MMP2 ns
TIMP1 kol
TIMP2 *x

Grade | vs Grade Il

MMP2 ns
TIMP1 ns
TIMP2 ns

Grade | vs Papillary

MMP2 HAk
TIMP1 *
TIMP2 ns

Grade Il vs Grade Il

MMP2 ns
TIMP1 ol
TIMP2 ns

Grade Il vs Papillary

MMP2 HAk
TIMP1 ns
TIMP2 ns

Grade lll vs Papillary

MMP2 *xk
TIMP1 *xk
TIMP2 ns

*** P<0.001; ** P<0.01; * P<0.5; Ns = P>0.05
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Grafico 1. Espressione genica di MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 nei tre gradi di meningioma e

nell’istotipo papillare.

Come si evince dalle tabelle e dal grafico, nessuno dei meningiomi indagati
mostrava la presenza di mRNA relativo a MMP-9, rilevabile attraverso la nostra
metodica, cosi come nei campioni controllo. Per quanto riguarda la MMP-2, la
sua espressione non risulta significativamente differente nei tre gradi istologici.
Tuttavia, essa appare molto pil espressa, in maniera statisticamente significativa
(P<0.001), nei meningiomi papillari. L'espressione della TIMP-1 cresce in maniera
statisticamente significativa dal grado | al Il (P<0.001), per poi diminuire
significativamente dal grado Il al 1ll (P<0.001), cosi che tra grado | e Ill non si
apprezza una differenza significativa. Nei meningiomi papillari I'espressione della
TIMP-1 non si discosta da quella del grado I, mentre risulta maggiore a quella
osservata nei tumori di grado | (P<0.05) e nel grado Il (P<0.001). L'espressione
della TIMP-2 aumenta significativamente dal grado | al Il (P<0.01), e non mostra

altre differenze significative nei tre gradi istologici.
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Considerando I'espressione della MMP-2 in rapporto a quella del suo inibitore
naturale, il TIMP-2, tale rapporto non si modifica in modo significativo nei tre
gradi istologici, mentre risulta molto piu elevato nei meningiomi papillari a
motivo della maggiore espressione della MMP-2.

Considerando la variazione in ciascun grado istologico dei geni indagati, le loro
differenze di espressione sono risultate quasi sempre fortemente significative, ad
eccezione della variazione di MMP-2 rispetto a TIMP-1 nel grado Ill (Tab.10,

Grafici 2, 3,4 e 5).

Tabella 10. Risultati circa I'espressione dei geni indagati in ciascun grado istologico della neoplasia.

Grado | Grado Il Grado lll M. papillare
MMP-2 vs TIMP-1 *kk =T ns P
MMP-2 vs TIMP-2 *okk * ok ok *k %
TIMP-1 vs TIMP-2 *okk *ok ok * *

*** P<0.001; ** P<0.01; * P<0.5; Ns = P>0.05
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MMP2 vs TIMP2 ok
TIMP1 vs TIMP2 ok

*** P<0.001; ** P<0.01; * P<0.5; Ns P>0.05

Grafico 2. Espressione genica di MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 nel meningioma di grado I.
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O
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0.5+
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MMP2 vs TIMP1 kX
MMP2 vs TIMP2 *
TIMP1 vs TIMP2 *okx

*** P<0.001; ** P<0.01; * P<0.5; Ns P>0.05

Grafico 3. Espressione genica di MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 nel meningioma di grado II.
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Grafico 4. Espressione genica di MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 nel meningioma di grado IIl.
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Grafico 5. Espressione genica di MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 nel meningioma papillare.
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7.3. Discussione e conclusioni finali

Sebbene negli ultimi anni sia stato ampiamente dimostrato il coinvolgimento
delle metalloproteinasi (MMPs) nella progressione neoplastica di molteplici
neoplasie dell’'uomo (Stearns et al., 1996; Kawano et al., 1997; Ogura et al., 1997;
Kawamata et al., 1998; Sugiura et al., 1998; Garzetti et al., 1999; Dalberg et al.,
2000; Yoshikawa et al., 2000) e del cane (Loukopoulos et al., 2003; Kawai et al.,
2006; Aresu et al.,, 2011), i risultati sino ad oggi riportati sul meningioma
risultano ancora contrastanti e incompleti. Per tale ragione, in questo studio
abbiamo voluto indagare I'espressione genica di MMP-2, MMP-9 e dei relativi
inibitori, rispettivamente TIMP-2 e TIMP-1, nel meningioma di cane, valutandone
le variazioni e i rapporti nei tre gradi istologici della neoplasia, al fine di
contribuire ad una maggiore comprensione circa il loro potenziale
coinvolgimento nella progressione tumorale di quella che & la patologia

neoplastica piu frequente del SNC nel cane.

Durante la fase di elaborazione dello studio, si & partiti dall’'idea di utilizzare
campioni di tessuto patologico fresco, inviati dai neurochirurghi veterinari che
usufruiscono del Servizio di Neuropatologia attivo nel nostro Laboratorio.
Tuttavia, per poter sfruttare il gran numero di casi di meningioma di cane gia
archiviati, abbiamo proceduto all’estrazione dell’lRNA da tessuto conservato in
blocchetti di paraffina, metodica gia descritta ed ampiamente utilizzata in
numerosi lavori scientifici, che tuttavia nasconde alcune criticita (Maes et al.,

2014). La fissazione in formalina neutra tamponata al 10% e la successiva
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inclusione in paraffina rappresentano la metodica standard nella preparazione
dei campioni da sottoporre ad esame istologico (Maes et al., 2014), in grado di
garantire il mantenimento di un ottimo dettaglio morfologico. Tuttavia, I'RNA &
una molecola estremamente labile tale che la lavorazione istologica e il
prolungato stoccaggio in blocchetti di paraffina ne possono determinare la
degradazione (Maes et al., 2014). Nonostante queste premesse, nel nostro
studio abbiamo ottenuto RNA di buona qualita dalla maggior parte dei casi
selezionati. | campioni esclusi dall'indagine, al momento della valutazione
gualitativa e quantitativa dell’estratto, al contrario, lasciavano considerare lunghi
tempi di stoccaggio, con verosimili effetti negativi sulla conservazione dell’acido
nucleico. Inoltre, la metodica di estrazione e stata oggetto di numerosi test e
modifiche in itinere fino al raggiungimento di risultati ottimali, in linea con
quanto riportato in una recentissima review sull’applicazione delle metodiche di
biologia molecolare ai campioni istologici, in cui si attribuisce fondamentale
importanza alla “personalizzazione” dei kit commerciali di estrazione per

I’ottenimento di risultati soddisfacenti (Maes et al., 2014).

In nessuno dei meningiomi indagati nel nostro studio e stato possibile osservare
I’espressione di MMP-9. Tale risultato necessita tuttavia di essere interpretato
con la dovuta cautela, sebbene da un punto di vista tecnico-laboratoristico non si
evidenziano ragioni che possano far sospettare un risultato falso negativo.
Infatti, la metodica impiegata, la RT real time PCR, & tecnica altamente specifica e
sensibile. Inoltre, per la ricerca del’mRNA della gelatinasi MMP-9 sono state

impiegate sonde pubblicate e garantite, che ci siamo preoccupati di testare su
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tessuti controllo durante la fase di allestimento della metodica, con risultati
positivi. La totale assenza di espressione di MMP-9 appare alquanto singolare se
confrontata con altri lavori pubblicati in oncologia veterinaria, in cui I'espressione
di questa gelatinasi nel meningioma di cane ¢ stata evidenziata (Mandara et al.,
2009; Beltran et al., 2013), sebbene con metodiche squisitamente fenotipiche
(immunoistochimica). Pertanto, il risultato del nostro lavoro potrebbe trovare
giustificazione nella presenza di polimorfismi genetici localizzati nella zona
compresa tra primers e sonde, gia dimostrati nel’'uomo, come polimorfismi a
singolo nucleotide (SNPs), a carico del gene della MMP-9 (Scherf et al., 2010;
Srivastava et al., 2010; Fu et al., 2013). Nel cane non si hanno informazioni circa
la presenza di possibili polimorfismi genetici della MMP-9 prossimi alla zona del
nostro amplicone. Appare dunque essenziale indagare ulteriormente tale
risultato prima di poterlo considerare definitivo, procedendo alla progettazione
di sonde disegnate su altre regioni del’'mRNA ed alla ricerca di eventuali SNPs a

carico del gene della MMP-9.

Inoltre, il nostro dato circa I'assenza di amplificazione delllRNA di MMP-9
potrebbe trovare giustificazione su considerazioni di caratteri piu tecnico. Infatti,
nei campioni controllo del nostro studio I'espressione di MMP-9 & risultata molto
ridotta rispetto al gene housekeeping, lasciando supporre una sottoregolazione
del gene, in accordo con quanto noto nell’'uomo, nel cui Sistema Nervoso
Centrale il gene della MMP-9 non risulta fisiologicamente espresso
(http://www.proteinatlas.org/ENSG00000100985/cancer). Allo stesso modo, una

sottoregolazione del gene potrebbe essere ipotizzata anche nei campioni
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neoplastici. A sostegno di tale ipotesi, si considera il fatto che I'elettroforesi del
RNA estratto dal tessuto paraffinato ha evidenziato segni di degradazione,
probabilmente dovuti alla fissazione o al tempo di stoccaggio, e che i trascritti
rari risentono della degradazione del’lRNA molto di piu dei trascritti abbondanti
(Opitz et al., 2010). Pertanto, & ragionevole pensare che nel meningioma di cane
la MMP-9 sia poco espressa e che la natura dei campioni di partenza, ovvero
tessuto conservato per lungo tempo in blocchetti di paraffina, abbia influenzato

la possibilita di rilevare un mRNA di per sé poco trascritto.

Contrariamente a quanto rilevato per la MMP-9, nel nostro studio I'espressione
di MMP-2 & stata osservata in tutte le neoplasie indagate, sebbene non sia stata
rilevata alcuna variazione statisticamente significativa nei tre gradi istologici del
tumore. Cio suggerisce che la capacita di sintesi della MMP-2 da parte delle
cellule meningiali neoplastiche di cane non & correlata alle caratteristiche
istologiche di malignita. Tale risultato contraddice le evidenze di alcuni lavori di
oncologia umana (Stearns et al., 1996; Kawano et al., 1997; Ogura et al., 1997;
Kawamata et al., 1998; Sugiura et al., 1998; Garzetti et al., 1999; Dalberg et al.,
2000; Yoshikawa et al., 2000) e veterinaria (Loukopoulos et al., 2003; Kawai et
al., 2006; Aresu et al.,, 2011) sul ruolo della MMP-2 nella progressione
neoplastica. Quanto al meningioma, invece, il nostro risultato trova conferma nei
precedenti lavori pubblicati sul cane (Mandara et al., 2009; Beltran et al., 2013),
mentre, se comparato a studi eseguiti sul meningioma di uomo, esso trova
concordanze (Okada et al., 2004; von Randow et al., 2006) e discordanze (Mizoue

et al., 1999; Panagoupoulus 2008).
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Oggi & noto nell’'uomo che i tumori intracranici pil aggressivi manifestano una
attivita gelatinasica maggiore rispetto a tumori meno aggressivi, come il
meningioma (Nakagawa, 1994 Kachra, 1999; Jailinoja, 2000). Partendo da
guesto presupposto, i ricercatori da tempo indagano se questa differente
espressione sia coerente anche nella progressione di grado del meningioma che,
come gia sottolineato, & elemento predittivo prognostico nell’'uomo (Louis et al.,
2007). Tuttavia, i molteplici studi che si sono susseguiti negli ultimi venti anni
hanno prodotto risultati tra loro contraddittori e di difficile interpretazione. A
pochi anni di distanza, infatti, il ruolo di MMP-2 e MMP-9 é stato considerato da
marginale (Kirches et al., 2001) ad essenziale (Siddique et al., 2003) nella
progressione neoplastica del meningioma dell’luomo. In questa nebbia di
risultati, i ricercatori hanno cominciato a indagare il risultato finale dell’attivita
gelatinasica, ovvero la degradazione enzimatica della matrice extracellulare, che,
se da una parte necessita di una maggiore espressione di tali proteine, dall’altra
deve necessariamente associarsi ad una minore espressione dei loro corrispettivi

inibitori (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010).

A questo proposito, & stato dimostrato che nelle neoplasie piu aggressive i livelli
di mRNA di MMP-2 crescono in modo inversamente proporzionale a quelli di
TIMP-2 (Onisto et al., 1995; Nagel et al.,, 2004; Nakaichi et al., 2007). In uno
studio appena pubblicato, sono stati indagati nel meningioma dellluomo i
polimorfismi genici di MMP-2 e del suo inibitore (TIMP-2), nonché il rapporto
definito nella loro espressione, ottenendo risultati fortemente indicativi di

guanto l'attivita gelatinasica tenda ad essere squilibrata rispetto al suo inibitore
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nella progressione della neoplasia meningiale (Coven et al., 2014). Al di la dei
risultati ottenuti, questo studio dimostra come I'analisi della variazione del
rapporto metalloproteinasi/inibitore, che ha animato il nostro progetto di
ricerca, goda tuttora di grande interesse da parte della comunita scientifica

internazionale.

Nel nostro studio, tuttavia, contrariamente alle aspettative, il rapporto tra
espressione di MMP-2 e TIMP-2 non ha mostrato variazioni tra meningiomi di
grado | e I, ed € apparso addirittura piu basso nei tumori di terzo grado. Tutto
cio lascia supporre che tale rapporto svolga un ruolo marginale, almeno nella
progressione morfologica del tumore, rispetto ad altri eventuali pathway
molecolari, o che subisca comunque gli effetti di meccanismi regolatori nel
processo di traduzione della proteina, fase successiva della trascrizione
del’mRNA, di cui resta da indagarne le tracce. Tale risultato lascia pertanto
cadere l'ipotesi che sia I'espressione differenziale dell’inibitore nei tre gradi
istologici del meningioma di cane a condurre ad una attivita proteasica differente
e crescente dal grado | al lll. Pertanto, stando a quanto recentemente riportato
nelluomo (Coven et al, 2014), il nostro risultato sembra evidenziare
un’interessante variante nella biologia del meningioma di cane, a fronte di
numerose e significative analogie e somiglianze con il meningioma dell’'uomo
(Thomson et al., 2005; Thomas et al., 2009), da cui partire per future indagini

volte a chiarire le fasi successive della sintesi di MMP-2 e del suo inibitore TIMP-
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Molto interessanti sono apparsi i risultati circa I'espressione di MMP-2 e il suo
rapporto con l'espressione di TIMP-2 in un istotipo di meningioma alquanto
singolare, il meningioma papillare. In questo studio i meningiomi riferibili
all’istotipo papillare hanno mostrato livelli di mRNA di MMP-2 ben piu alti di
quelli osservati negli altri istotipi. Allo stesso modo, il rapporto di tale molecola
con il suo inibitore TIMP-2 e risultato fortemente sbilanciato verso I'attivita

proteasica.

Nell’'uomo il meningioma papillare viene considerato una variante che, a dispetto
di una scarsa malignita istologica, mostra un comportamento biologico
estremamente aggressivo, con spiccata tendenza all’infiltrazione del parenchima
cerebrale adiacente, alti tassi di recidiva post-operatoria e metastatizzazione al di
fuori del nevrasse (Louis et al., 2007). Per tale ragione, in patologia umana il
riconoscimento di un pattern di crescita papillare in piu del 50% della neoplasia
determina l'attribuzione del grado Il al tumore, anche in assenza di caratteri di
malignita istologica. Nel cane, il meningioma papillare & un istotipo ben noto,
incluso dalla classificazione WHO tra le varianti istologiche benigne del tumore
(Koestner et al.,, 1999). In letteratura sono descritti 9 casi di meningioma
papillare del cane, la maggior parte dei quali come case report (Schulman et al.,
1992; Kaldrymidou et al., 2001; Barnhart et al., 2002; Wall et al., 2005; Montoliu
et al., 2006; Harms et al., 2009; Barreau et al., 2010), e non esistono ad oggi studi
che abbiano indagato il comportamento biologico di questa variante
verificandone se, come nell’'uomo, essa si associ ad una prognosi infausta. Oggi

sappiamo, da un’analisi di correlazione clinico-patologica da noi condotta
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parallelamente allo studio in discussione, che anche nel cane il meningioma
papillare esprime un comportamento biologico aggressivo (risultati in
pubblicazione). Questi primi dati ci hanno spinto a considerare anche in questo
studio i meningiomi papillari come una categoria a sé stante, per la quale
abbiamo dimostrato un rapporto MMP-2/TIMP-2 piu elevato in modo
statisticamente siginificativo e pertanto estremamente sbilanciato a favore
dell’attivita proteasica, rispetto ai tre gradi istologici del tumore. Questo risultato
appare altresi interessante se comparato con la spiccata tendenza
all'infiltrazione del parenchima adiacente e il conseguente alto tasso di recidiva

dimostrato da questo tipo di neoplasia nell’'uomo (Louis et al., 2007).

Se con successivi studi fenotipici venisse confermata che all’elevata trascrizione
di mRNA consegue anche una elevata traduzione della molecola in proteina, la
spiccata attivita proteasica potrebbe essere ragionevolmente ritenuta
responsabile dell’alto tasso di recidiva da noi stessi riscontrato nello studio

clinico-patologico condotto sui meningiomi papillari.

Quanto all’espressione di TIMP-1, questa € risultata crescente, in maniera
statisticamente significativa, dal grado | al I, per poi diminuire nuovamente nel
grado lll, tanto che tra meningiomi benigni ed anaplastici non & stata apprezzata
alcuna differenza sostanziale. | meningiomi papillari, al contrario, hanno
mostrano un livello di espressione di TIMP-1 sovrapponibile a quello dei
meningiomi atipici (grado Il). In assenza dell’espressione di MMP-9, di cui TIMP-1

e inibitore, tali risultati risultano di difficile interpretazione. In realta, TIMP-1
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agisce da inibitore anche di altre MMPs, oltre che svolgere in maniera autonoma
e indipendente una serie di funzioni, dalle quali scaturisce un potenziale
biologico inaspettato che sta riscuotendo grande interesse nella comunita
scientifica internazionale (Ries, 2014). Questa molecola, infatti, quando non
legata a MMP-9, sembra capace di stimolare |'attivita proliferativa delle cellule
neoplastiche (Stetler Stevenson et al., 1992; Hayakawa et al., 1994; Saika et al.,
1998) svolgendo anche attivita anti-apoptotica (Guedez et al., 1998).
Nell’interpretazione dei nostri risultati, pertanto, occorre tener conto di tali
recenti acquisizioni circa il potenziale coinvolgimento di TIMP-1 nella
progressione neoplastica (Ries, 2014). Infatti, se consideriamo TIMP-1 nel suo
ruolo di inibitore dell’attivita proteasica, ci saremmo aspettati una progressiva
riduzione dei suoi livelli di espressione al crescere del grado istologico, a parita di
espressione della MMP-9. Al contrario, invece, tumori di grado | e Ill, molto
diversi nei caratteri istopatologici di malignita, hanno mostrato i medesimi livelli
di espressione dell’inibitore, lasciando cadere l'ipotesi di un ruolo di tale
molecola nella progressione morfologica della neoplasia. Allo stesso modo,
I’elevata espressione di TIMP-1 nei meningiomi papillari, per i quali si sospetta
una spiccata tendenza alla malignita biologica, risulta di difficile interpretazione,

in assenza di dati certi relativi alla espressione di MMP-9.

Pertanto, se consideriamo l'addizionale potenziale biologico del TIMP-1 nella
progressione neoplastica recentemente messo in luce, la crescente espressione
dal I al Il grado e nel gruppo dei meningiomi papillari andrebbe verosimilmente

associata a meccanismi biologici indipendenti dall’espressione di MMP-9. Al
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contrario, la presenza nel grado Ill di meningioma di valori di TIMP-1
sovrapponibili a quelli espressi nel grado | lascia supporre I'intervento di ben altri

meccanismi biomolecolari nella progressione del tumore dal grado Il al grado lll.

In conclusione, sebbene i nostri risultati debbano essere ancora considerati
preliminari e passibili di ulteriori indagini ed approfondimenti, questo studio
rappresenta uno dei primi esempi di ricerca volta a chiarire aspetti di espressione
genica del meningioma di cane, applicando metodiche di biologia molecolare a
materiale paraffinato d’archivio, ricca risorsa che purtroppo troppo spesso viene
sottovalutata e relegata alle sole indagini istopatologiche. Come gia sottolineato
nella parte introduttiva del lavoro, con questo studio abbiamo indagato la
produzione di mRNA, la prima di una serie di fasi che, come in una perfetta
catena di montaggio, portano infine alla produzione della proteina. Tuttavia,
nell’ottica del pit ampio filone di ricerca che il nostro gruppo porta avanti, volto
a chiarire le basi molecolari della progressione neoplastica del meningioma del
cane, ci € sembrato opportuno iniziare dal gradino piu basso di un meccanismo
molecolare, espressione delle MMPs e loro inibitori, nella speranza di svelarlo
passo dopo passo per arrivare infine ad un quadro completo dell’attivita

biologica del loro rapporto nella progressione neoplastica del tumore.

Tra tutti i risultati ottenuti quello che sicuramente appare piu sorprendente ¢ il
riconoscimento di un sottogruppo di neoplasie meningiali, i meningiomi papillari,
che non condividono tra loro solamente I'aspetto istologico, ma anche le

caratteristiche molecolari. Al di la dell'importanza scientifica che tale risultato
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assume, cio che esso implica & la ormai imprescindibile necessita di considerare il
meningioma di cane come un gruppo di neoplasie morfologicamente e
biologicamente eterogeneo che merita di essere indagato nelle sue diverse

espressioni istologiche e biomolecolari, oltre che comportamentali.
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