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Introduzione

I tumori rappresentano un gruppo eterogeneo di patologie, con proprieta bio-
logiche differenti, la cui genesi e progressione sono causate da un’acquisizione di
mutazioni in geni che regolano positivamente e negativamente la proliferazione
cellulare, I’apoptosi, la stabilita genomica, 1’angiogenesi, |’invasione e le meta-
stasi’2.

I tumori sono generalmente causati da mutazioni in cellule somatiche; tuttavia
vi sono alcune eccezioni che riguardano tumori, per la maggior parte rari, dovuti
a mutazioni in cellule germinali.

I geni responsabili della tumorigenesi possono essere divisi in tre classi: on-
cogeni, geni oncosoppressori e geni della stabilita®.

Gli oncogeni, quando mutati, diventano o costituzionalmente attivi o attivi in
condizioni in cui normalmente non dovrebbero esserlo; 1’attivazione oncogenica
puo essere il risultato di traslocazioni cromosomiche, di amplificazioni geniche o
di mutazioni intrageniche criptiche. Una mutazione somatica che attiva un allele
di un oncogene ¢ generalmente sufficiente per confaerire un vantaggio selettivo di
crescita cellulare. Oncogeni noti sono ERBB2, CCNDI, MYC 3.

Dr’altra parte i geni oncosoppressori, quando mutati, hanno un’attivita ridotta
del prodotto genico; le inattivazioni del gene possono essere dovute a mutazioni
“missenso” in residui fondamentali per I’attivita del suo prodotto, a mutazioni che
danno origine ad una proteina troncata, a delezioni o inserzioni di diversa gran-
dezza, o a silenziamento epigenetico. Geni oncosoppressori noti sono PTEN, RB1
CDKN24.

Generalmente € necessario che avvengano mutazioni nell’allele materno e pa-
terno del gene oncosoppressore affinché la cellula acquisisca un vantaggio selet-
tivo; questa situazione si verifica comunemente attraverso la delezione di un allele,
tramite un riarrangiamento cromosomico, ed una mutazione intragenica dell’altro
allele’.
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Oncogeni e geni oncosoppressori operano in maniera simile a livello fisiolo-
gico: entrambi sono coinvolti nel processo neoplastico aumentando il numero di
cellule tumorali attraverso una stimolazione della proliferazione cellulare e una ini-
bizione della morte cellulare o dell’arresto del ciclo cellulare®.

Una terza classe di geni, chiamati geni “caretakers” o della stabilita genomica,
promuove la tumorigenesi in un modo completamente differente. Questa classe in-
clude i geni “mismatch repair” “nucleotide-excision repair” e “base-excision re-
pair”, 1 quali sono responsabili della riparazione di errori che avvengono durante
la normale replicazione del DNA o in seguito ad esposizione a mutageni. Altri
geni della stabilita controllano processi che coinvolgono grosse parti dei cromo-
somi, quali, BRCA], BLM e ATM, responsabili della ricombinazione mitotica e
della segregazione cromosomica. 1 geni della stabilita mantengono al minimo le
alterazioni genetiche e quindi, se alterate, si ha una frequenza piu alta di mutazioni
in altri geni; tuttavia solo le mutazioni negli oncogeni € nei geni oncosoppressori
influenzano la crescita cellulare e possono conferire un vantaggio selettivo di cre-
scita nelle cellule mutate?®.

Cosi come per 1 geni oncosoppressori, entrambi gli alleli dei geni della stabi-
lita devono essere inattivati affinche vi sia un effetto fisiologico.

I meccanismi genetici non sono unici nella alterazione della funzione di un
gene nella cancerogenesi. Cambiamenti epigenetici patologici, cio¢ alterazioni
che non coinvolgono la sequenza di DNA ereditate attraverso la divisione cellu-
lare, sono alternativi 2 mutazioni e anomalie cromosomiche nell’alterazione della
funzione genica; tali cambiamenti includono sia alterazioni globali, quali una ipo-
metilazione del DNA e una ipoacetilazione della cromatina, sia ipometilazione o
ipermetilazione di geni specifici, alterazioni della cromatina o perdita di imprin-
ting. Tutto cio pud portare ad instabilita cromosomica, all’attivazione anomala di
oncogeni e al silenziamento anomalo di geni oncosoppressori?.

Inoltre, alla base dell’alterazione delle funzioni dei geni, vi sono meccanismi
diversi in tumori differenti.

Le alterazioni genetiche/epigenetiche dei tumori possomo essere analizzate
usando un numero sempre maggiore di tecnologie genomiche a “larga scala” e
genetico/citogenetico molecolari quali, ad esempio, 1’analisi del bandeggio dei
cromosomi, lo studio della perdita di eterozigosita (LOH), la comparative geno-
mic hybridization (CGH), I’ibridazione in situ fluorescente (FISH). Alcune tecni-
che rilevano sbilanci allelici che avvengono per ricombinazione somatica o
cambiamenti nel numero di copie, altre, quali la FISH e la CGH, sono sensibili so-
lamente a cambiamenti fisici nella struttura del genoma o al numero di copie'.
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Queste analisi identificano un grosso numero di anomalie cromosomiche nei
tumori solidi, tra cui una ploidia alterata, acquisto o perdita di cromosomi o por-
zioni di essi e riarrangiamenti strutturali.

Le alterazioni strutturali possono coinvolgere uno scambio equo di materiale
tra due cromosomi o possono essere non reciproche, cosi che vi sono guadagni o
perdite di regioni genomiche.

L’uso di microarray ha permesso di eseguire studi dell’espressione genica cel-
lulare; microarray di oligonucleotidi o cDNA possono rilevare e quantizzare i tra-
scritti di 30.000 geni contemporaneamente. I profili di espressione possono essere
usati sia per identificare pathways molecolari che potrebbero essere alterati nella
tumorigenesi sia per stratificare i tumori in categorie prognostiche che hanno im-
plicazioni per decisioni nel trattamento®.

I tumori delle ghiandole salivari rappresentano un gruppo complesso ed ete-
rogeneo di patologie dal punto di vista istopatologico e i meccanismi molecolari
patogenetici non sono ancora del tutto noti; la rarita e la complessita rendono par-
ticolarmente difficile lo studio e 1’analisi di queste neoplasie.

E in corso una collaborazione scientifica tra il nostro gruppo di ricerca, presso
I’Istituto Superiore di Sanita, e I’Istituto Regina Elena-IFO al fine di raccogliere
campioni di diverso istotipo e analizzarli con un approccio citogenetico-moleco-
lare e molecolare.

Qui di seguito una revisione della letteratura sui dati piu rilevanti inerenti i tu-
mori delle ghiandole salivari.

Le tabelle I e 1I si riferiscono a risultati di studi di Comparative Genomic Hy-
bridization (su metafase) e di genetica molecolare, in differenti istotipi, riportati
in letteratura.

Carcinomi mucoepidermoidi

I carcinomi mucoepidermoidi (MEC) costituiscono le neoplasie maligne piu
comuni nelle ghiandole salivari maggiori € minori.

Studi di citogenetica classica hanno rilevato una specifica traslocazione cro-
mosomica, t(11;19)(q21;p13), nel 70% di questi tumori e tale anomalia a volte &
I’unico riarrangiamento ritrovato.

La t(11;19)(q21;p13), comporta la fusione tra il gene MECTI, in 11921, e il
gene MAML?2 in 19pl3 con la formazione di una nuova proteina di fusione
espressa in tutti i differenti tipi cellulari del tumore.

Tale alterazione interrompe il pathway del segnale di Notch ed é un marker
prognostico utile; pazienti che presentano fusione MECTI-MAML?2 hanno signi-
ficativamente meno recidive locali, meno metastasi € meno morti dovute al tu-
more rispetto ai pazienti che non presentano fusione. Inoltre la sopravvivenza
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media dei pazienti con la fusione eccede 1 dieci anni, a differenza degli altri pa-
zienti in cui la sopravvivenza media € solo di 1.6 anni’.

Tab. I: Risultati delle analisi di Comparative Genomic Hybridization su metafase, riportati in let-
teratura, in tumori di ghiandole salivari di diverso istotipo. Le amplificazioni e le delezioni riportate

in grassetto sono state riscontrate in pit di un caso.

Istotipo Amplificazioni Delezioni N. casi | Ref.
16p; 16g; 20p; 20q; 22¢12.3-913 1 No 1 14
1032; 3p21; 3429; 4935; 5p15.3; 5q35; Bp25; Bj21-924; 6427;
7011.2; 7q21; 7931, 10g11.2; 11p14; 11p12-912; 11414,
11423; 12p13; 12q13; 12q14; 12424.3; 13524; 15421; 16p13.3
p13.2; 16q24; 18p11.3; 18q23, 19q13.4, 21q22; ¥g28 Bp22 [ 16
1q31-932; 2p23-pter, 4q12-q13; Bp; Gp21, Bp24-pter; 7p15-pter, | 1p; 3p; 3p12-p14; 3q12-q13; 3q13; 4p15; 4q26-gter; 5913
ACC 7g1-034; 8; 8p, 8q; 9p23-pter; 9q34; 11q; 11q12-q13; 12924;  |-q14, Bp; 6q; 6022; Bq23-424; Bq23-gter; Bg24; 8p23; Ip;
13432-gter; 14932; 16; 16p; 16023; 17p12; 17q; 17¢11-q21; Op21-pter; 11p; 12g12; 12q12-q13; 13921; 13421 -q22;
17q24 -qter; 18; 16p; 18p11 2; 20q; 20q13; 22; 22q13; 14524-gter; 17g11-921; 18421-922; 21; Xq21-922; 27 15
1p33-pter; 1p35-pter; 1ad1-qter; & 5q12 -q21, 6q11-q23,
6q22.3-q23; 6q23- qter; 7p13-p21.2, 8q11-q13; 9p; Ip21-
pter; 3q; 9931- gter; 11p; 11921-¢23; 12q12-q15; 12g12-
§21.2; 12q12-q13; 12912-914; 12q15-q21; 12921 2-gter;
tpt1-p34; 1p22-gter; 1911-932; 3913.3-423; 7; 7q; B; 9p; 13; 13q14-q31; 13q13-931; 13914-¢22; 13q21-qgter; 14;
11q12 -q13; 15; 16; 17; 19; 22, 16q; X; Xp21-pter; 24 13
20p12.1 5012.4-q14.1; 9412-921.11; 9q12-g21.13; 16q11.2 2 14
PA  [1p36.3;8424.3; 11p15; 11912-913; 12913; 14932; 16q12.1-
q12.2; 17425; 19p13.3; 19q13.2; 20g13.3; 22q13, Xa28 No 10 16
1p; 1911-032; 131; 2p; 2p25-p21; 3p; 3p22; 3p25-p22; 3y; 4p;
4p16-p15; 4q; 4631.1-935; 5q11.1-q23; 5q11-914; 5q24-927;
Gq; Bg11-q16; 6q24-q27; By25; 8p11.1-p12; 8q; 7p; 7p22-p21;
7q; 7936; 8p23-p21; 9p23-p24; 10p11.1-p15; 10p14; 10q; 11p;
CAP |t1p15; 11g11-gq14; 11q21-q25; 11923-g25; 12p; 12q; 13p;
13q11-922; 13q; 14p; 14g; 15p; 15p13; 15¢; 15911.1-915; 1p; tg; 2p; 3p11-p21; 3q11-926; 5q; 5q11.1-423; 624-
15q11-921; 16p; 16p12; 16g; 16021; 16924; 17q; 17424-425; |q27; Bp; 8q; 9g; 10421; 10921-924; 114q; 12g; 12p; 13q;
18p; 18p11; 19p; 19p13; 19q; 20413; 21p; 21p11; 21p13; 21p; |15p; 16p; 16p12-p22; 16q; 19p; 20g; 22p; 22q; 22q11.1-
2%0; 21g21-q22; 22q; 22q11; 22q12;, Xp: Xp21-p22.3; Xp22; Xg |q13; 7 3
1p31-21; 1625-32; 2422-33; 3p26; 3p12-q13.3; 3425-926.1;
4p14-933; 5p12-12; 5q14-923; Bp12-925; 7p22; 7q11.2; 7931;
Sqt1.2-912; 8421.2-q23; 8424.3; 9p21-p23; 9q13-g21; 10p11.2-
AdC  [g21; 11p15; 11p13-q12; 12p11.2-q21; 13p12; 13q14-932;
14q11.2-q22; 15g11.2-q12; 16p13.3; 16912.1-913; 18p11.3;
18p11.1-q12; 18023, 19p13 3; 20p11.2; 20p13, 21q11.1-021;  |1p35-p36 3; 5q35; Bp22-p23; 14¢32; 16p12-p13.1; 16924;
21021, Xp22 3; Xp22.1-9426 22011.2-q13 3 16
BCA 9p21 1-pter; 18921 1-422.3; 22q11 23 -q13.31 2024 2; 4q25-¢27 1 14
1, B: 12q14-q15. 2.6, 7 1 28
MEC 1431; 3pter-p24; 3qi-gter, 5p; 6p22-q24; 7pter-g11.2; 7pter 3p21-p13; 4p16; 4923-gter;, 5q32-gter; 8pter-8p12; Ip; 2 linee
p15; 8921.3-gter; 11p13-gter; 13921-gter; 15425-gter; 20 20p cellulari | 6

Legenda: ACC: Carcinoma adenoido cistico; PA: Adenoma pleomorfo; AdC: Adenocarcinoma
(N.A.S.); CAP: Carcinoma pleomorfo ex adenoma pleomorfo; BCA: Adenocarcinoma a cellule ba-
sali; MEC: Carcinoma mucoepidermoide; Ref: Referenza

Studi di citogenetica molecolare mediante CGH su due linee cellulari hanno
mostrato amplificazioni in 1q, 3p e 3q, 5p, 6p ¢, 6q, 7p, 7q, 8q, 11p, 11q, 13q,
15q, 20p e 20q e nella X; delezioni sono state rilevate in 1p, 3p, 4p, 5q, 8p e 19p.
Inoltre, nel medesimo studio, 1’analisi mediante SKY ha rilevato, in entrambe le
linee cellulari analizzate, la presenza di traslocazioni reciproche che coinvolgono
le bande 1932, 5p15, 7q22 e 15q228.

Studi di array-CGH mostrano che i MEC a basso grado hanno poche o nessuna
variazione nel numero di amplificazioni e delezioni, mentre tumori ad alto grado
mostrano un grande numero di amplificazioni € delezioni; inoltre le alterazioni
genomiche differiscono nei MEC low-grade e in quelli high-grade”®.
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Tab. 1I: Risutati delle analisi di perdita di eterozigosita e dello stato di metilazione, riportati in let-
teratura, sui geni RB1, pl4, pl6, p21, p27, PTEN, O-MGMT, DAPK, RARb2, RASSF I, CDHI, p53,
FHIT, RFPL14, PLAGLI, LATSI, ST8, RBICCI

Gene Locus ACC MEC capP SCC_| Accc [ AdC SDE BCA PA wT Ref.
Met EN7 57 7] 13 ] 2 0 (] = E 2
S lip LOH [ n7 18 172 2% /4 2 il il + 214 o5 723
Mt 37 7 0 13 073 072 11 (] - 8 2
PI4ARF) 9213 | ~on a7 | a7 | "o | s | ws | 2 | o | i - 2
Met ] 07 23 03 073 072 n i) 4728 - [\za
= I 7R
PIG{iNK4a) el LOH [ sn7 415 il7] 13 07 1”7 710 1 - = 1022
Met 017 o7 7] 03 073 02 o 7] - . 2
p2i(wat1) 6p21.2 B - - : ! - —]— - :
Met 217 7 02 03 073 072 on on = E 2
p2i(kip1) | 1213912 | o : = - = - = = = : 5
Met 07 o7 7] 073 073 072 [ i/ 3 g 2
BN 10234 oH |~ - T-en | - 1 83 | 1 - - - Tana 1”15 [ 34
] 10025 Mat 503 | 524 02 [iTe} w7 7] 021 o 1712 /|53
LOH z - - - - - - - - -
DA -y Met 1846 | 018 5 p 014 . 221 . 012 43 3. 233
EHe: LOH = = - - - - - . - -
Mt 1726 318 2 B 014 0 721 £ 012 () 9
RAR g2 3p24 e £ . : - - i £ . ! :
PASSEL 3213 Met 29766 1718 3 B 614 = 10221 z 2012 (] 3,23
LOH : - - - - - - - - -
Met 34/60 = - - - - - - - - 24
CDH1 15622 1 bor . - - z ; - 3 . i -
Met - = ) = - x 3 - 2 =
P 17013.1 LOH - o - 03 o/t - - - wia ws [ aa
Met - = = = - = = = = B
L3 Sphee LOH = 011 - 03 o1 = - ¢ 014 o4 34
Met - - - - - - -
L L LOH - 11 - 13 11 I 513 24 [ 34
o Met - - - - - - -
b PR LOH - il 5 13 on [ 13 05 34
Met - - - - - - -
LaTst Ba25.1 LOH - an - 23 [ 3na /4 34
sT8 8y12.1 L - = - z z : = : = 2
4 LOH z o o 23 il i B - [ an3 o5 34
Met - - J s 3 - 3 . : =
RETCOT bl ] LOH . o/ - 23 A . 3 . I 313 05 34
Mat - E - - - - - E E E
[ELIE TR B S : . - : . . . : ——
6023-025 LOH | 19725 - - - - - - - - - 0

Legenda: Met: metilazione del promotore; LOH: perdita di eterozigosita; ACC: Carcinoma ade-
noido cistico; MEC: Carcinoma mucoepidermoide; CAP: Carcinoma pleomorfo ex adenoma pleo-
morfo; SSC: Carcinoma a cellule squamose; AcCC: Carcinoma a cellule aciniche; AdC:
Adenocarcinoma (N.A.S.); SDC: Carcinoma dei dotti salivari; BCA: Adenocarcinoma a cellule ba-
sali; PA: adenoma pleomorfo; WT: tumore di Warthin; “-*“ analisi non eseguita; Ref: Referenza

Analisi molecolari hanno rilevato metilazione di R4R- 2 in carcinomi mucoe-
pidermoidi di alto grado ed in carcinomi dei dotti salivari supportando il ruolo
della metilazione in questo gene nello sviluppo di un fenotipo tumorale aggressivo.
Inoltre, nello stesso studio, € stata ritrovata metilazione del gene O-MGMT in 3/17
casi di MEC e in un subset di casi di tumore di Warthin; tali dati suggeriscono
una associazione comune subcellulare nello sviluppo di questi due tumori®.

Lo studio molecolare della regione cromosomica contenente il gene p/6 V<4
non ha rilevato LOH in sette pazienti su otto, escludendo, quindi, questo gene da
un possibile ruolo nello sviluppo tumorale di questo istotipo'?.

Una analisi di espressione nei MEC ha mostrato una aumentata espressione di
geni della proliferazione e della adesione cellulare quali /L-6, SN, SEMA3F e
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COLG6A3, ed una ipoespressione in geni correlati alla modificazione del DNA,
quali, NHTL1 ¢ RBBP4".

Carcinomi adenoido cistici

Il carcinoma adenoido cistico (ACC) € uno dei tumori epiteliali maligni piu
comuni delle ghiandole salivari. Studi di citogenetica riportano riarrangiamenti
ricorrenti in 12q12-13 e 9p22, delezioni in 6q23-25 e in 17p12-13 e una traslo-
cazione ricorrente tra il cromosoma 6 ed il cromosoma 9 t(6;9) (q23-q25; p21-
p22)'2.

Indagini di citogenetica molecolare, mediante analisi di Comparative Geno-
mic Hybridization su metafasi, hanno rilevato eterogeneita nel numero di ano-
malie riscontrate e nelle regioni coinvolte, con una frequenza di amplificazioni
maggiore a quella delle delezioni. Sono state inoltre rilevate anomalie ricorrenti,
indipendentemente dal tipo istologico del tumore, quali [’amplificazione del brac-
cio lungo del cromosoma 22 e di 22q13 e la delezione in 12q12-q13'*!".

Un lavoro recente riporta una analisi citogenetica molecolare ad alta risolu-
zione, eseguita mediante array CGH, su diciotto casi di ACC; i risultati mostrano
un numero medio per caso di undici anomalie e le amplificazioni sono sempre
maggiori rispetto alle delezioni. Le amplificazioni piu frequenti, ritrovate in piu
del 60% dei casi, erano osservate nelle regioni 9933.3-q34.3, 11q13.3, 11q23.3,
19p13.11-p13.3, 21922.3 e 22q13.33; in tali regioni vi sono localizzati numerosi
geni per fattori di crescita e per recettori di fattori di crescita'”.

Gli autori fanno, inoltre, una correlazione tra i risultati e i dati clinico-pato-
logici: pazienti con piu di 17 anomalie cromosomiche avevano una prognosi
meno favorevole e amplificazioni nelle regioni 4p16.3, 16p13.3, 16q24.1-q24.2
e 17p13.1 risultavano associate a comportamento biologico aggressivo/metasta-
tizzazione di questi tumori'’.

Analisi di perdita di eterozigosita hanno confermato la presenza di frequenti
delezioni in 12q e in 6q'% %20, Le delezioni in 12q non erano associate ad ag-
gressivita del tumore a differenza di delezioni in 6q associate a parametri clinici
ed istologici'®?. Inoltre, lo studio di espressione mediante RT-PCR di PLAGL!
e di LATS]1, localizzati rispettivamente in 6q24.2 e in 6q25 ha escluso il coin-
volgimento di tali geni candidati nella tumorigenesi degli ACC'.

Uno studio molecolare ha rilevato mutazioni in H-RAS in due casi ¢ muta-
zioni in TP53 in tre casi?'.

Metilazione del promotore dei geni pl6™%* RASSFI1, DAPK e O-MGMT,
coinvolti nella regolazione della crescita cellulare, nell’apoptosi e nella ripara-
zione del DNA, ¢ stata rilevata rispettivamente nel 41% (33/81), 34% (29/86),
21% (18/86) e 5% (5/103) dei casi analizzati in quattro studi differenti®?"2223,
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Lo studio della metilazione della caderina, glicoproteina transmembrana
espressa nelle cellule epiteliali e responsabile dell’adesione cellula-cellula calcio
dipendente, ha mostrato inattivazione del promotore di questo gene in circa il 60%
dei 34 casi analizzati; inoltre lo stato di metilazione del promotore della caderina
¢ correlato con un piu alto grado istologico e con I’invasione perineurale degli
ACC*.

Analisi di espressione mediante microarray hanno mostrano un profilo di
espressione specifico degli ACC quando comparati con altri carcinomi rari; geni
specifici overespressi includono parecchi fattori di trascrizione quali SOX4, AP-
2a, AP-2g, componenti della matrice extracellulare e membri del pathway Wnt/b-
catenina®.

E stato identificato un network di quattordici geni correlati al cancro tra i quali
CCND? (ciclina D2), PTTGI (pituary tumor-transforming gene), T7AMI (T-cell
lymphoma invasion and metastasis 1) mediante analisi di espressione in un pa-
ziente ACC; tali geni risultavano iper-espressi in regioni cromosomiche, quali
3p21, 3q29, 4q35, Spl13.3, 5935, 6927, 7921, 1lpl4, 11ql4, 11923, 12pl3,
12g24.3, 15921, 16q24 e 21q22, amplificate con ricorrenza in una precedente ana-
lisi CGH su sei casi di ACC'S,

In un altro studio mediante microarray ¢ stato ritovato che i geni overespressi
negli ACC erano associati alla morfogenesi, alla neurogenesi, all’apoptosi ed alla
regolazione del ciclo cellulare, suggerendo che gli ACC derivino da tessuto delle
ghiandole salivari che ¢ andato incontro a dedifferenziazione in risposta ad eventi
oncogenetici®®.

ADENOCARCINOMI

Carcinoma a cellule aciniche

Il carcinoma a cellule aciniche costituisce il terzo tumore epiteliale maligno
piu comune delle ghiandole salivari.

Studi molecolari hanno ritrovato metilazione di RASSF/ in tumori di questo
istotipo di alto grado e con metastatizzazione; RASSF ¢ responsabile della ripa-
razione del DNA indotta da agenti mutageni®.

L’analisi della regione contenente il gene PTEN non ha mostrato perdita di ete-
rozigosita in quattro casi studiati'®.

Adenocarcinoma pleomorfo a basso grado

Studi citogenetici eseguiti su casi di adenocarcinoma pleomorfo a basso grado
hano ritrovato anomalie cromosomiche nel braccio lungo del cromosoma 12 simili
a quelle riscontrate in carcinomi adenoido cistici; questi dati hanno suggerito che
entrambi i tipi di tumore condividessero una istogenesi comune'?.
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In uno studio molecolare non € stata ritrovata perdita di eterozigosita nella re-
gione associata al gene PTEN in quattro casi analizzati'®.

Adenocarcinoma (N.A.S.)

Studi di Comparative Genomic Hybridiztaion hanno rilevato un numero mag-
giore di amplificazioni rispetto alle delezioni e nessuna alterazione ricorrente nei
tre pazienti analizzati'®. Studi molecolari hanno identificato, in uno dei due casi
analizzati, metilazione e perdita di eterozigosita di RB/ insieme a perdita di ete-
rozigosita di p/44% e p]6 VKA QD

ADENOCARCINOMI RARI

Adenocarcinoma a cellule basali

Uno studio di comparative genomic hybridization su un caso rilevava quattro
amplificazioni in 9p21-pter, 18q21-22.3, 22q11.23-13.31 e perdite in 2q24.2,
4q25-27; le regioni 22q13.1 e 18q21.1-q22.3 contengono rispettivamente 1’onco-
gene c-sis e il protooncogene BCL2, noto per essere coinvolto nella regolazione
dell’apoptosi'®.

Un’altra recente analisi di CGH ha evidenziato, in un caso, la perdita dei cro-
mosomi 2, 6 e 7, e I’amplificazione dei cromosomi 1, 8 e di 12q con un picco di
amplificazione in 12q14-q15, regione in cui sono localizzati i geni MDM?2, CDK4
e HMGIC coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare. L’amplificazione del gene
MDM2, in particolare, € stata gia descritta nei tumori misti delle ghiandole sali-
vari e nell’adenocarcinoma a cellule basali?.

Uno studio di citogenetica classica nella lesione metastatica mandibolare di un
paziente rilevava una inversione pericentrica del cromosoma 17 in un quarto delle
cellule esaminate; I’analisi mediante FISH della lesione primaria della parotide
mostrava una trisomia del cromosoma 4 in un quinto delle cellule. Tuttavia non ¢
possibile trarre alcuna conclusione a riguardo in quanto tali dati sono relativi ad
un unico paziente®’.

L’analisi di perdita di eterozigosita condotta su un caso ha mostrato LOH
per il marcatore D9S1748, localizzato all’interno del gene CDKN2A nella re-
gione 9p21 ®2.

Carcinoma dei dotti salivari

Studi di silenziamento genico hanno rilevato nei carcinomi dei dotti salivari al-
terazione del pattern di metilazione e perdita di eterozigosita a livello di alcuni
geni. In particolare, ¢ stato rilevato silenziamento di p16™%*! sia per perdita di ete-
rozigosita o delezione omozigote (7/10 casi) che per rmetilazione del promotore
(1 caso analizzato)'®?. E stato quindi ipotizzato che il gene oncosoppressore
pl6™ 4 possa essere importante nella patogenesi dei tumori di questo istotipo'®.
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Metilazione del promotore ¢ stata rilevata in un unico caso analizzato per i
geni RBI e pl44RF @),

Silenziamento per metilazione del promotore € stato riscontrato anche nel gene
RASSFI e nel gene RARD?2 rispettivamente nel 48% e nel 29% dei casi casi ana-
lizzati da Williams e coautori®. La proteina RASSF1 eterodimerizza con altri mem-
bri della famiglia per indurre ’attivazione del gene RAS e la tumorigenesi. Uno
studio di espressione di carcinomi dei dotti salivari ha rilevato, su 5000 geni, un
aumento dell’espressione in diciotto geni tra cui, in modo significativo VHL, gene
coinvolto in differenti tumori e MCT1, oncogene coinvolto nel ciclo cellulare?.

TUMORI MALIGNI MISTI

Carcinoma ex adenoma pleomorfo

Studi di citogenetica in carcinomi ex adenoma pleomorfo (CAP) hanno rilevato
anomalie sovrapponibili a quelle degli adenomi pleomorfi quali riarrangiamenti ri-
correnti in 8q12 e in 12q13-15 ed alterazioni consistenti nel braccio corto del cro-
mosoma 17; inoltre anche in questi tumori sembra determinante il coinvolgimento
del gene PLAGI®.

Analisi di Comparative Genomic Hybridization hanno rilevato un numero di
anomalie maggiore nella parte maligna rispetto a quella benigna; inoltre in cinque
su sette casi (71%) le stesse regioni cromosomiche, quali 4p, 6q, 12p, 13q, 15q11-
21, 19p e 21p, erano coinvolte in cambiamenti genetici sia nella componente ade-
nomatosa che carcinomatosa della stessa lesione, suggerendo che un accumulo o
un numero aumentato di anomalie potesse essere associato con lo sviluppo della
componente carcinomatosa dei CAP?'.

In una analisi molecolare ¢ stata ritrovata una mutazione nel gene HRAS/ nel-
I’unico caso analizzato e metilazione del promotore del gene p/6™**! in due casi
su tre?"22,

Studi di perdita di eterozigosita hanno rilevato nella componente benigna un
numero minore di delezioni che tuttavia vengono conservate in quella maligna,
suggerendo un’origine clonale comune per entrambe le componenti di questo tu-
more’>?,

CARCINOMI RARI

Carcinoma primario delle cellule squamose
Analisi di LOH in questo istotipo ha rilevato perdita di eterozigosita per nu-
merosi marcatori localizzati in regioni in cui mappano geni oncosoppressori noti.
LOH é stata rilevata nel 66% dei casi analizzati (2/3) per i geni ST8, RBICC1
e LATSI, nel 33% (1/3) per i geni PLAGLI, p14*%" e p16"€*, ¢ nel 30% (2/6) per
i geni RBI.
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Silenziamento genico per il gene RBI e p14*" ¢ stato rilevato per metilazione
del promotore nel 33% (1/3) dei casi****.

In uno studio in vitro, eseguito confrontando quattro linee cellulari con elevata
e ridotta capacita invasiva, ¢ stato riscontrato aumento di espressione del gene
CCND?2 (ciclina 2) di otto volte superiore nelle 2 linee cellulari caratterizzate da
elevata capacita invasiva rispetto alle altre due. Questi risultati indicano che 1’au-
mento di espressione del gene CCDN?2 nelle linee cellulari di carcinoma delle cel-
lule squamose modula la proliferazione cellulare, ed ¢ associata alla capacita
invasiva delle cellule®.

TUMORI BENIGNI

Adenomi pleomorfi

L’analisi citogenetica degli adenomi pleomorfi (PA) ha mostrato una frequenza
di anomalie cromosomiche alta, ovvero in circa il 70% dei casi. Circa 1l 40% dei
PA presenta un riarrangiamento del cromosoma 8 nella regione 8q12.1 in cui ¢ lo-
calizzato 1l gene PLAG1; approssimativamente 1’8% ha un riarrangiamento in
12q14, una piccola percentuale ha altre anomalie mentre il 30% presenta un ca-
riotipo normale (5; 36).

Anomalie citogenetiche ricorrenti, quali la t(3;8)(p21;q12) e la t(5;8)(p13;q12),
sono traslocazioni che coinvolgono la regione 5’ non codificante di PLAG I, gene
localizzato su 8q12 codificante per una piccola proteina zinc-finger. 1 geni coin-
volti nella fusione con PLAGI sono CTNNBI (Beta catenina) e S/ (fattore di al-
lungamento S7/) in 3p21 e L/FR (leukemia inhibitor factor receptor gene) in Sp13;
la fusione genica risulta in un espressione alterata di PLAG/ in seguito allo scam-
bio del promotore. Overespressione di PLAG] puo essere dovuta anche a riarran-
giamenti criptici intracromosomici in 8q che danno origine a prodotti di fusione
quali CHCHD7-PLAGI e TCEAI-PLAGI.

Anomalie citogenetiche in 12q14 coinvolgono il gene HMGA?2 e sono state ri-
trovate in altri tumori solidi benigni; tali alterazioni comprendono la t(3;12)(p14.2;
q14.5) in cui il gene partner di HMGA ¢ FHIT e la ins(9;12)(p23; q12q15) in cui
il gene partner & FHIT?.

Sono state descritte anche altre anomalie quali t(10;12), ins(13;12) e una in-
versione paracentrica di 12q e, recentemente, una t(1;4;8), una ins(9;8) e una de-
lezione del braccio corto del cromosoma 12%.

Studi di comparative genomic hybridization nei PA hanno rilevato in due casi
analizzati delezioni in 9q12-g21.11 e in 16q11.2".

In uno studio molecolare sono stati analizzati i geni TP53, pl6™%* H-RAS e
K-RAS su 28 casi. Metilazione di p16 ™A mutazioni di TP53, di H-RAS e di K-
RAS erano ritrovate solamente nella componente epiteliale rispettivamente nel
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7%, nel 28%, nel 39% e nel 14% dei casi; I’evidenza che la componente mesen-
chimale e transizionale non presentassero alcuna mutazione suggerisce che il car-
cinoma origini dalla componente adenomatosa?".

Inoltre il ritrovamento di metilazione di p/6"V*** e di mutazioni in 7P53 in
quattro carcinomi adenoido cistici ed un carcinoma ex adenoma pleomorfo sug-
gerisce che tali geni abbiano un ruolo nella progressione maligna dell’adenoma
pleomorfo?'.

Un altra analisi molecolare ha messo in evidenza perdita di eterozigosita in 3p
nel 57% dei 14 casi analizzati; tale risultato ha fatto ipotizzare agli autori che in
tale regione vi fossero localizzati geni che abbiano un ruolo negli stadi iniziali
della tumorigenesi*.

E stata inoltre ritrovata perdita di eterozigosita di PTEN, di RFLP14. e di
LATSI-SHPR rispettivamente nel 21%, 38% e 21% dei case analizzati*.

Una analisi di espressione di 425 geni associati a tumori ha rilevato aumento
di espressione in undici geni ¢ diminuizione in due. In particolare sono risultati
iperespressi 1 geni COLIIA2, HXB e TGFB2, KRT14 e ipoespressi 1 geni KRT18
e LYZY.

L’espressione del gene TGFB2 e KRT14 sembra essere molto interessante in
quanto differente nei diversi sottotipi istologici del tumore.

Un aumento di espressione di 7GFB2 ¢ infatti stato rilevato nel sottotipo clas-
sico e mixoide, mentre diminuzione ¢ presente nel sottotipo cellulato. TGFB2 ha
una funzione autocrina aumentando la crescita cellulare e/o riducendo I’immuno-
sorveglianza dello sviluppo del tumore.

Questi dati suggeriscono che il potenziale proliferativo del sottotipo cellulare
¢ piu basso rispetto agli altri due e, quindi, iper-espressione di 7GFB2 nei tipi mi-
xoidi potrebbe essere correlata all’alta ricorrenza di questi sottotipi®”.

1l gene KRT14, inoltre, € iperespresso nel sottotipo classico e cellulare, men-
tre risulta iporegolato nel sottotipo mixoide. KRT14 ¢ normalmente espresso nelle
cellule basali dell’epidermide e la differente espressione nei sottotipi di adenoma
pleomorfo potrebbe riflettere la differente composizione cellulare. TGFB2 e
KRTI4, sembrano quindi essere importanti al fine di sottoclassificare I’adenoma
pleomorfo*’.

Tumore di Warthin

Il tumore di Warthin (WT) ¢ il secondo tumore benigno pit comune delle
ghiandole salivari.

Studi di citogenetica classica riportano come anomalie ricorrenti riarrangia-
menti strutturali nel braccio corto del cromosoma 6 e una traslocazione
t(11:19)(q21; p12)*.
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Metilato del gene O-MGMT ¢ stata ritrovata nel 33% dei casi analizzati (3/9)
insieme ad un sottogruppo di MEC”.

Analisi molecolari hanno rilevato perdita di eterozigosita in 3p in 3/5 casi ana-
lizzati suggerendo che in tale regione siano localizzati geni responsabili del pro-
cesso iniziale di tumorigenesi in tumori beningni quali il Tumore di Warthin e
I’adenoma pleomorfo*.

Uno studio di espressione di 425 geni associati a tumori ha mostrato aumento
di espressione di cinque geni tra cui HBX, AREG, WEE], E2F3; diminuizione di
espressione ¢ stata rilevata in sei geni, tra cui ANG e TGFBR3. 1 geni AREG,
WEEIL, E2F3 e TGFBR3, coinvolti nel ciclo cellulare € ANG, coinvolto nella neo-
vascolarizzazione, sarebbero correlati alla proliferazione tumorale del WT?'.

Conclusioni

I tumori delle ghiandole salivari sono caratterizzati da una grossa complessita
istopatologica e da eterogeneita genetica; ¢ probabile, quindi, che meccanismi di-
versi siano alla base della cancerogenesi nei diversi tipi di tumore.

Traslocazioni specifiche ricorrenti sono state identificate negli adenomi pleo-
morfi, nei carcinomi mucopeidermoidi € nei tumori di Warthin; amplificazioni in
alcune regioni cromosomiche sono state recentemente associate ad aggressivita e
capacita di metastatizzazione in tumori adenoido-cistici.

E importante estendere e approfondire le analisi genetiche dei diversi istotipi
di questi tumori per una migliore comprensione dei meccanismi eziopatogenetici
e per I’identificazione di markers utili per la diagnosi e la prognosi.
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