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SAMMANFATTNING

Sedan borjan av 1990-talet har vaccinationer och andra injektioner kopplats till uppkomsten av
aggressiva sarkom hos katt. Trots att sjukdomen ar relativt ovanlig och endast uppkommer hos
0,32 till 10 katter per 10 000 vaccinationsdoser sa bidrar den daliga prognosen till stor oro hos
veterindrer och djurdgare varlden éver. Tumdrerna, som upptrader vid injektionsplatsen, ar av
typiskt mesenkymalt ursprung, dar fibrosarkom &r vanligast, och har fatt namnet FISS efter
engelskans “feline injection-site sarcoma”. Trots en hel del forskning pa omradet har man inte
kunnat faststélla en exakt etiopatogenes for sjukdomen, men den mest etablerade hypotesen &ar
att den kritiska rollen i tumorutvecklingen utgors av en kvarstdende inflammation som
induceras vid vaccination eller andra injektioner. Den laga prevalensen av FISS tyder dock pa
en multifaktoriell etiopatogenes som inkluderar bade inflammatoriska och genetiska processer
dar drabbade katter tillndr en subpopulation av kénsliga individer med endogena forutséattningar
for tumdrutveckling.

Denna litteraturstudie syftar till att utrona betydelsen for vilken roll tumdrsuppressorgenen p53
har vid utveckling av FISS. p53-genen kodar for ett nukleart protein som spelar en nyckelroll
for cellens respons vid skada pa DNA genom sin formaga att reglera cellcykeln och initiera
apoptos i skadade celler. Mutationer i p53 &r vanligt forekommande vid human cancer och kan
ha betydelse for bade initiering och utveckling av tumarer, vilket gor den till en intressant
kandidat aven fér uppkomsten av FISS.

Med de studier som gjorts pa sambandet mellan muterat p53 och uppkomst av FISS som grund
finns i dagslaget inga konkreta bevis som stddjer hypotesen att mutationer i p53-genen ligger
bakom tumorutvecklingen. Daremot ar bade onormal forekomst av p53-protein och mutationer
i genen for p53 ett vanligt forekommande fenomen i tumérceller fran FISS, vilket dessutom har
visat sig leda till en férsamrad 6verlevnadsprognos for drabbade katter. Detta tyder pa att p53-
mutationer dnda kan vara en del av den multifaktoriella verkningsmekanismen som ligger till
grund for tuméruppkomsten vid FISS.



SUMMARY

Since the early 1990s, vaccinations and other injections have been linked to the emergence of
aggressive sarcomas in cats. Although the disease is relatively rare and only occurs in 0.32 to
10 cats for every 10 000 doses of vaccine, the poor prognosis of affected cats contributes to a
great concern to veterinarians and pet owners worldwide. The tumours, which develops at the
site of injection and are thus called “feline injection-site sarcoma” (FISS), are of typical
mesenchymal origin, where fibrosarcoma is most common. Despite a lot of research, scientists
and veterinarians have failed to establish a specific etiopathogenesis of the disease, but the most
recognized hypothesis states that the critical role in tumour development consists of a persistent
inflammation induced by vaccination or other injections. The low prevalence of FISS, however,
indicates a multifactorial etiopathogenesis which includes both inflammatory and genetic
processes in which affected cats belong to a subpopulation of susceptible individuals with
endogenous conditions that support tumour development.

This study aims to determine the importance of the role that the tumour suppressor gene p53
might play in the development of FISS. The p53 gene encodes a nuclear protein that plays a
key role in cellular response to DNA damage through its ability to regulate the cell cycle and
initiate apoptosis in damaged cells. Mutations in p53 are commonly found in human cancer
cells and may have implications for both the initiation and development of these tumours,
making it an interesting candidate for the emergence of FISS as well.

Studies done on the relationship between mutated p53 and the emergence of FISS has found no
concrete evidence to support the hypothesis that mutations in the p53 gene underlie tumour
development. However, both the abnormal presence of p53 protein and mutations in the p53
gene seems to be a common phenomenon in tumour cells from FISS which, additionally, has
been shown to lead to poorer survival prognosis in affected cats. This suggests that p53
mutations may still be part of the multifactorial mechanism underlying the onset of
tumourigenesis in FISS.



INLEDNING

Injektionsassocierade sarkom hos Katt, eller FISS (fran engelskans “Feline injection-site
sarcoma”), dr ett relativt nytt fenomen som for forsta gangen beskrevs i USA i borjan av 1990-
talet. Tumdrerna, som upptréader vid injektionsplatsen, uppkommer framst till féljd av injektion
med vaccin mot rabies eller felint leukemivirus (FeLV), men har dven visats uppsta vid platsen
for injektion med andra slags preparat. Den exakta etiopatogenesen for FISS ar okand, men det
finns evidens som tyder pa att inflammation spelar en viktig roll. Kronisk inflammation kan
leda till neoplastisk omvandling av fibroblaster vilket ger upphov till sarkom och
epidemiologiska studier har visat ett starkt samband mellan FISS och vaccination (Macy &
Hendrick, 1996). Det rader darfor en brett accepterad hypotes att den kritiska rollen i
tumarutvecklingen utgors av en kvarstaende inflammation som induceras vid vaccination eller
andra injektioner. Tumdrformen ar dock ovanlig, vilket tyder pa att 4ven andra faktorer spelar
in utdver inflammationsprocessen. Posttraumatiska okulara sarkom och sarkom pa platsen for
tidigare fraktur ar exempel som tyder pa att katter tycks vara genetiskt predisponerade for
utveckling av maligna tumoérer vid trauma (Fry & Jukes, 1995; Dubielzig et al., 1990). Den
laga prevalensen av FISS tyder alltsa pa att drabbade katter tillhor en subpopulation av kansliga
individer dar endogena faktorer ar en forutsattning for tumorutveckling. Tumorsuppressor-
genen p53 kodar for ett nukleart protein som spelar en nyckelroll for cellens respons vid skada
pa DNA genom sin formaga att reglera cellcykeln och initiera apoptos. Mutationer i p53 ar
vanligt férekommande vid human cancer och kan ha betydelse for bade initiering och
utveckling av tumdorer. Denna litteraturstudie syftar till att utrona betydelsen for vilken roll
tumorsuppressorgenen p53 har vid utveckling av FISS.

MATERIAL OCH METODER

Litteratur till studien inhamtades fran databaserna PubMed, Web of Science och Google
Scholar genom sdkorden (FISS OR ”injection-site” OR “vaccine associated”) AND (*sarcoma*
OR tumor OR neoplas* OR cancer) AND (feline OR cats). Aven kombinationen p53 AND
(feline Or cats) AND (FISS OR ”injection-site” OR “vaccine associated” OR*sarcoma* OR
tumor OR neoplas* OR cancer) anvandes for att finna studier som gjorts pa p53:s inverkan pa
etiopatogenesen for FISS. Aven dversiktsartiklar har anvants for att finna referenser.

LITTERATUROVERSIKT
FISS

FISS kallades fran borjan “vaccine-associated sarcoma” (VAS) eftersom tumorerna
uppkommer vid typiska platser for vaccinering hos katt. VAS ar dock inte langre en passande
bendmning sedan man upptéckt att tuméromvandlingen dven kan uppkomma efter andra typer
av injektioner, sa som NSAID (meloxicam), steroider (metylprednisolon), langverkande
penicillin, samt mikrochipimplantation (Carminato et al., 2011; Munday et al., 2011; Kass et
al., 2003).



Forekomst

FISS star for ungefar 13% av alla hudtumorer hos katt (Wilcock et al., 2012). Tumdrerna ar av
typiskt mesenkymalt ursprung déar fibrosarkom &r vanligast men &ven andra typer av sarkom,
sa som osteosarkom, rhabdomyosarkom, kondrosarkom och histocytiskt sarkom, har pavisats
(Hendrick & Brooks, 1994). Lokalisationen for tumorerna skiljer sig fran land till land. |
Storbritannien &r intraskapulér lokalisation vanligast (84%), medan man i USA sett en
minskande trend i detta omrade sedan riktlinjer om att vaccinera distalt pa bakbenen
implementerats. Proportionen av FISS i den intraskapuléra regionen hos amerikanska katter har
minskat fran 53,4% till 39,5% och istéllet 6kat i hoger bakben (rekommenderad plats for
rabiesvaccinering) fran 1,1% till 9,5%, samt vénster bakben (rekommenderad plats for FeL V-
vaccinering) och vanstra laterala abdomen fran 11,4% till 13,8% (Shaw et al., 2009; Kass et
al., 2003). Kirurgisk behandling av tumorer pa dessa platser ar smartsamma, dyra och ofta
vanstéllande. Detta har resulterat i att manga praktiserande veterinarer idag valjer att vaccinera
sina patienter i svansen eftersom det ger forutséttning for ett enklare kirurgiskt ingrepp i de fall
dar katten utvecklar FISS (Hendricks et al., 2014).

Prevalensen av FISS skiljer sig mellan olika studier och olika lander. I Nordamerika varierar
den rapporterade prevalensen mellan 1/1000 och 1/10 000 administrerade vaccinationsdoser
(McEntee & Page, 2001), men enligt en omfattande webbaserad studie kan prevalensen dock
vara lagre — 0,32/10 000 doser (Gobar & Kass, 2002). | Europa ar litteraturunderlaget for
prevalensen mer sparsamt, men verkar ligga pa liknande niva som i Nordamerika (Dean et al.,
2013).

Etiopatogenes

Den exakta etiopatogenesen for FISS ar okand, men det finns evidens som tyder pa att
inflammation spelar en viktig roll. Kronisk inflammation kan leda till neoplastisk omvandling
av fibroblaster vilket ger upphov till sarkom och epidemiologiska studier har visat ett starkt
samband mellan FISS och vaccination. (Macy & Hendrick, 1996). Studier pa vaccinering mot
rabies och FeLV har visat att reaktionen &r additiv och risken for tumoérutveckling dkar med
antalet simultana eller upprepade injektioner pA samma omrade. Risken for att en katt utvecklar
sarkom 6kar med 50% efter en enkel dos jamfort med en katt som ej vaccinerats, vid tva doser
Okade risken med 127% och tre eller fyra vaccinationsdoser givna samtidigt resulterade i en
okning med 175% (Hendrick, 1999). Vissa virus har formagan att initiera tumorutveckling hos
drabbade individer och kan smitta antingen via miljon eller genom en kontamination av vaccin.
| studier dar man undersokt forekomsten av olika virus hos drabbade katter for att se om det
finns nagon association mellan dessa och uppkomsten av FISS kunde man dock konstatera att
det &r osannolikt att varken felint leukemivirus, feline foamy virus, felint papillomavirus,
polyomavirus eller felint immunosuppressivt virus skulle vara involverat i utvecklingen av
FISS (Kidney et al., 2002; Kidney et al., 2001a; Kidney et al., 2001b; Kidney et al., 2001c;
Kidney et al., 2000). Det rader darfor en brett accepterad hypotes att den kritiska rollen i
tumorutvecklingen utgors av en kvarstaende inflammation som induceras vid vaccination eller
andra injektioner. Tumorformen ar dock ovanlig, vilket tyder pa att dven andra, hittills
odefinierade, endogena faktorer spelar in utdver inflammationsprocessen.



Behandling och prognos

Aggressiv Kirurgi i ett tidigt skede anses vara det mest effektiva sattet att behandla FISS. For
att minska risken for tumoraterfall och oka det sjukdomsfria intervallet (DFI) rekommenderas
dock ofta en multimodal behandling dar kirurgi kombineras med stralbehandling. Studier har
visat att denna typ av behandling kan vara fordelaktig da DFI forlangs till mellan 398 och >1000
dagar jamfort med 60 till >480 dagar vid endast kirurgisk behandling (Saba, 2017). Eftersom
lokala recidiv ar vanligt trots bade aggressiv kirurgi och stralbehandling anvander vissa
praktiserande veterinarer dven kemoterapi for att ytterligare forsoka forlanga DFI. Man vet
dock relativt lite om vilken roll kemoterapi spelar vid behandlingen av FISS och studier har
inte visat pa nagon signifikant forbattring for behandlingsformen (Saba, 2017; Bregazzi et al.,
2001).

p53

Tumorsuppressorgenen p53 kodar for ett nukledrt protein vilket fungerar som en
multifunktionell transkriptionsfaktor som i sin tur &r viktig for kontrollen av cellular
proliferation. Proteinet spelar en nyckelroll for cellens respons vid skada pa DNA genom sin
formaga att reglera cellcykeln och initiera apoptos. Vid skada pA DNA kommer mangden p53-
protein i cellen stiga i proportion till skadan, dels genom en aktivering som 6kar halveringstiden
genom att proteinet stabiliseras men formodligen ocksa pa grund av en uppreglering av sjélva
produktionen av p53-protein inne i cellen (Levine, 1997). Detta hindrar cellen fran att avancera
genom cellcykeln innan reparation av arvsmassan genomforts. | de fall dar skadan &r
irreversibel kommer p53-proteinet inducera apoptos i cellen for att forhindra att en defekt
genetisk kod fortskrider till n&sta generation dotterceller (Harris, 1996; Pellegata et al., 1996).

Funktion

Aktivering av p53-protein i en cell kan initieras av olika typer av stressande situationer, sa som
hypoxi eller skada pa DNA i form av mutationer eller dubbelstrangsbrott framkallat av -
stralning, UV-stralning eller kemisk skada. Ett aktiverat p53-protein kan paverka processer i
cellen antingen genom direktsignalering eller genom att aktivera och forstarka transkriptions-
takten hos en rad gener, exempelvis p21, GADD45 och BAX. Proteinet fran p21 kan binda till
olika cyklin- och CDK-komplex och pa sa satt inhibera dess kinaseffekt, vilket i sin tur leder
till cellcykelarrest eftersom dessa komplex behdvs for den autonoma kontrollen av cellcykeln.
GADD star for “growth arrest and DNA-damage inducible” och aktiverad GADDA45 &r
involverat i bade hamning av cellcykeln och reparation av skadat DNA genom nucleotide
excision repair. BAX &r en del av Bcl-2 familjen och kan initiera apoptos fran sin plats i
mitokondriemembranet genom att stimulera frisattning av cytokrom C, ett viktigt signalprotein
i apoptoskaskaden (Levine, 1997).

Forutom sina funktioner som ’genomets viktare” har man dven sett att p53 spelar en viktig roll
for differentieringen av stamceller. Under normala omstandigheter kan en stamcell som
differentierat ut till en somatisk cell inte aterga till att bli stamcell igen. Differentierade celler
som saknar p53 har dock visats kunna aterga till pluripotent stamcellsstadie. Detta kan utnyttjas
for att generera sa kallade inducerade pluripotenta stamceller (iPSC). Dessa celler &r en typ av



pluripotenta stamceller som framstéllts genom omprogrammering av somatiska celler i en
process som kallas dedifferentiering. Typiskt sker detta till foljd av att man inkorporerar viralt
genom till gensekvensen for Oct4, Sox2, cMyc och KIf4, vilka ar fyra gener som kodar for
transkriptionsfaktorer associerade med pluripotens. Nar detta gors i fibroblastceller fran moss
med intakt p53 kommer man endast se en dedifferentiering till iPSC i 0,1% av fallen, eftersom
p53 kraftigt férsamrar effekten av transkriptionsfaktorerna. Vid forlust av p53 kommer dock
dedifferentieringen ske med en frekvens av 20% vilket gor att cellidentiteten hos individer med
icke-fungerande p53 utan storre problem kan skifta reversibelt mellan iPSC- och
fibroblaststadie. Dessutom behéver man vid forlust av p53 endast uppreglera tva av
transkriptionsfaktorerna (Oct4 och Sox2) for att stimulera fibroblaster till att dedifferentiera
tillbaka till iPSC. Forskning tyder pa att tuméromvandling och iPSC-generering delar liknande
utveckling och man kan darfor tdnka sig att cancerstamceller skulle kunna genereras genom
omprogrammering till foljd av forlust av sékerhetssystem sa som p53. Genom att ateraktivera
den normala aktiviteten av p53 hos cancerstamceller med PSC-lika egenskaper kan p53 hdamma
dessa egenskaper hos cancerstamcellerna, vilket begrénsar deras invasivitet, metastaserande
formaga och proliferativa potential (Lin & Lin, 2017).

Dysfunktion

Genen for p53 innefattar elva exoner som tillsammans kodar for ett 53kDa protein bestdende
av 393 aminosyror. Mutationer i p53-genen kan uppkomma genom bade endogena och exogena
mutagena mekanismer och ar vanligt forekommande vid human cancer dar de kan ha betydelse
for bade initiering och utveckling av tumérer. De flesta mutationer uppkommer i s kallade “hot
spots” vilka framst ligger i exon fem till och med étta (Greenblatt et al., 1994). Missens-
mutationer (en sorts punktmutation dér en nukleotid byts ut, vilket resulterar i att fel aminosyra
kodas) i p53-genen leder till ett foérandrat protein medan frameshift- eller nonsensmutationer
leder till att cellen tappar sin formaga att skapa p53-protein pa grund av forskjuten lasram
respektive felaktigt insatt stoppkodon.

Detektering

Normalt p53-protein ar vanligtvis inte detekterbart med hjalp av immunhistokemisk infargning
eftersom proteinets halveringstid ar sa kort (15-20 minuter). Endogena eller exogena faktorer
sa som mutationer eller skada i gensekvensen for p53 kan dock leda till konformationsandringar
i proteinet som darmed stabiliseras, far en 6kad halveringstid och foljaktligen ackumuleras till
detekterbara nivaer i cellkarnan (Greenblatt et al., 1994; Hollstein et al., 1991). Ett relativt
smidigt satt att upptdcka muterat p53 ar darfor att bedoma styrkan av en immunkemisk
infargning; en signifikant korrelation mellan mutation i genen fér p53 och immunkemiskt
detekterbara proteinnivaer i cellen har pavisats (Nambiar et al., 2000). | en studie pa human
brostcancer kunde man pavisa att en kombination av olika antikroppar var en kansligare
matmetod an att anvanda endast en ensam typ av antikropp for att pavisa muterat p53 i
tumorceller (Elledge et al., 1994). Tva antikroppar som kan anvandas for att farga in p53-
protein & CM-1 och mAb240, dven kallad PAb240. CM-1 &r en polyklonal antikropp med
ursprung fran kanin, den kan binda till bade normalt och muterat p53-protein. mAb240 &r en
monoklonal antikropp med ursprung fran mus och som binder specifikt till muterat p53-protein.
Bada dessa antikroppar ar utformade for att binda till humant p53-protein, men de har dven



visats kunna anvandas for immundetektion av p53-protein hos flera domesticerade djur,
daribland katt (Albaric et al., 2001).

Ett annat satt att undersoka om en vavnad innehaller celler med muterat p53-protein &r att med
hjalp av polymeraskedjereaktion (PCR) amplifiera gensekvensen for p53 och darmed kunna
hitta olika typer av mutationer direkt i gensekvensen for p53-genen.

p53 och FISS

Kattens p53-gen har blivit fullstandigt sekvenserad och & homolog med méanniskans p53 till
82% (Okuda et al., 1993). For att undersoka den eventuella roll som en muterad p53-gen kan
ha for uppkomsten av FISS har flera studier gjorts dar man antingen studerat mangden p53 i
tumarceller med hjélp av immunhistokemi eller genom att studera delar av DNA fran
tumarceller med hjalp av PCR och kolla pa sambandet mellan mutationer i p53-genen och
forekomst av tumdorbildning och prognos for FISS.

| en studie dar man tagit DNA fran neoplastisk och frisk vavnad fran 21 konstaterade fall av
FISS och undersokt dessa vavnader for tre stora regioner av p53-genen med hjélp av PCR fann
man att tumarceller i 24% av fallen inneh6ll mutationer. De 21 vavnader som valts ut kom fran
en tidigare studie dar de fargats in immunhistokemiskt med antikroppen CM-1. Atta av
vavnaderna var starkt infargade (hdg forekomst av p53-protein) och 13 av vévnaderna var svagt
infargade eller saknade infargning. Med hjélp av PCR kunde man se att neoplastiska celler fran
62.5% av vavnaderna med stark infargning uppvisade missensemutationer inom p53-genen vid
sekvensanalysen, medan inga mutationer upptacktes i tumdérvavnaderna med svag eller
avsaknad infargning. Icke-neoplastisk vavnad som angransat till tumoérvavnaden saknade
mutationer for samtliga 21 fall (Nambiar et al., 2000). Samma forskargrupp publicerade ett ar
senare en studie dar man fargat in 40 vavnader fran diagnosticerade fall av FISS med hjalp av
immunhistokemi. Resultatet visade stark infargning med CM-1 antikroppar fér p53-protein i
cellkérnorna hos 42.5% av tumorcellerna (Nambiar et al., 2001).

En annan studie, som med hjélp av immunhistokemi undersokt prevalensen av muterat p53-
protein i tumorceller fran FISS, resulterade i en prevalens pa 56%. Av de 50 sarkom som
behandlats med CM-1 var det 28 fall dér intensiv infargning av p53 kunde pavisas i cellkarnan
hos tumorcellerna. (Nieto et al., 2003)

Ytterligare en immunhistokemisk studie, genomford av Hershey et al. (2005), kunde pavisa ett
samband mellan FISS och férekomst av p53-protein i tumorcellerna. | denna studie ville man
dels understka om det forekom forandringar i uttrycket av p53-protein i tumoérdrabbade celler
fran FISS och dels jamfora skillnader i resultat beroende pa vilken typ av antikroppar som
anvants till infargning av cellerna, man raknade dessutom pa om det fanns nagon signifikant
skillnad mellan férekomst av p53-protein, i cellkédrnan respektive cytoplasman, och
overlevnadstid eller tid till aterfall hos drabbade katter. Studiepopulationen bestod av 80
tumaorvavnader fran 80 katter med FISS och man anvande initialt fem olika typer av antikroppar
(CM-1, DO1, DO7, 1801, 204). Tre av de monoklonala antikropparna (DO1, DO7, 1801)
reagerade dock inte med nagon av vavnaderna, vilket ansags bero pa en bristande homologi



med felint p53-protein. Den slutliga uppsattningen antikroppar som anvandes i studien blev
darmed den polyklonala antikroppen CM-1 och den monoklonala antikroppen 240 (mADb240).
Ett positivt resultat definierades som en nukleér eller cytoplasmatisk inféargning av maligna
fibroblaster som var mer intensiv &n omgivande icke-neoplastisk vavnad. Man fann att av de
80 vavnader som inférgats var 81% positiva med mAb240 och 55% var positiva med CM-1.
Av de 65 prover som férgats positivt med mAb240 var infargningen begréansad till cellkdrnan i
15 fall (23,1%), endast cytoplasmatisk infargning sags i 36 av fallen (55,4%), medan en
kombination av nukledr och cytoplasmatisk infargning sags i 14 fall (21,5%). Av de 44 prover
som fargats positivt med CM-1 var infargningen begransad till cellk&rnan i 30 fall (68,2%),
endast cytoplasmatisk infargning sags i 12 av fallen (27,3%), medan en kombination av nuklear
och cytoplasmatisk infargning sags i 2 fall (4,5%). For de katter dar man kande till det kliniska
utfallet (n = 61) kunde man se en signifikant (P = 0.0284) skillnad i tiden for aterfall mellan
katter dar man funnit cytoplasmatisk p53 immunreaktivitet och de som haft nukleér
immunreaktivitet. For de Kkatter dar man sett en positiv cytoplasmatisk infargning av p53-
protein kunde man konstatera en kortare tid till tumératerfall postoperativt (135 dagar) an hos
de katter dar man sett en positiv nukleér infargning (325 dagar).

I en studie, som med hjalp av PCR-analys undersokt somatiska forandringar i exon 5 till och
med 8 i genen for p53 fran tumorceller hos 27 katter som drabbats av FISS, kunde man genom
nukleotidsekvensanalys finna atta olika typer av enbaspolymorfi (SNP). 74% av katterna i
studien uppvisade heterozygositet vid minst en av dessa polymorfa platser i genen. Av dessa
katter uppvisade 60% loss of heterozygosity (LOH) i p53-genen fran tumorceller. Katterna i
studien foljdes upp for regelbunden unders6kning under minst tre ars tid efter kirurgisk
behandling av FISS och skillnader i sjukdomsfria intervallet (DFI) och allman 6verlevnad
analyserades. Man fann da att LOH-positiva katter (katter som var drabbade av en p53-deletion)
var signifikant (P < 0.001) associerade med bade snabbt tumoraterfall och reducerad allmén
overlevnad till skillnad fran LOH-negativa katter (katter utan den somatiska forlusten av p53 i
sin tumdrvavnad). Man genomférde &ven en regressionsanalys for att studera om andra faktorer
sa som alder, vikt, tid sedan vaccination, tumdrstorlek och kon paverkade sjukdomsutfallet,
men kunde inte se nagon signifikant skillnad mellan dessa parametrar och sjukdomsaterfall.
Dock kunde sambandet mellan LOH i p53-genen och tumératerfall bekréftas (RR = 42.35, P =
0.001) dven med denna analysmetod (Banerji & Kanjilal, 2006).

DISKUSSION

Sedan bdrjan av 1990-talet har vaccinationer kopplats till uppkomsten av aggressiva sarkom
hos katt. Trots att sjukdomen &r relativt ovanlig och endast uppkommer hos 0.32 till 10 katter
per 10,000 vaccinationsdoser sa bidrar den daliga prognosen till en stor oro hos veterinarer och
djurdgare varlden over. Detta har lett till en rad forskningsinsatser som likvél, &n idag, ej kunnat
faststélla en klar verkningsmekanism bakom tuméruppkomsten. Detta tyder pa en komplicerad
multifaktoriell etiopatogenes som inkluderar bade inflammatoriska och genetiska processer.
Aggressiv Kirurgi i ett tidigt skede anses vara det mest effektiva sattet att behandla tumor-
formen, medan adjuvant behandling i form av stralterapi kan vara gynnsam. Cytostatika har ej
bevisats forbattra prognosen men anvands anda av vissa praktiserande veterinarer i ett forsok



att minska risken for tumoraterfall. Denna spridda praxis tyder pa ett behov for mer omfattande
studier dar en uttalad metod for bésta mojliga behandling kan faststéllas.

Den laga prevalensen av FISS tyder pa att drabbade Katter tillhor en subpopulation av kansliga
individer dar endogena faktorer ar en forutsattning for tumaorutveckling. | miljon som uppstar
efter en vaccination, dar inflammation, nekros och cellproliferation kan férekomma, ar ett
fungerande p53 viktigt for att sékerstdlla DNA-replikationen och initiera apoptos i celler dar
skada pa arvsmassan ej gar att reparera. Celler som saknar p53 eller dar proteinet tappat sin
funktion pa grund av mutationer kan darmed genomga cellcykeln obehindrat, vilket kan ge
upphov till avvikande kloner och malign transformation. Detta kan ses hos manniskor som lider
av Li-Fraumeni syndrom, vilket betyder att de f6ds med endast en funktionell kopia av p53-
genen, vilket medfor en predisposition for en rad olika tumortyper, sa som sarkom, bréstcancer
och hjarntumdrer, om den andra (normala) allelen drabbas av somatisk mutation. | studien av
Nambiar et al. (2000) undersoktes vaccinassocierade sarkom fran 21 katter och man fann
missensemutationer i p53-genen hos 24% av fallen. De nérliggande celler som ej var
tumoromvandlade saknade dock mutationer i p53 for samtliga 21 tumorer. Detta tyder pa att en
genetiskt nedarvd mutation i p53-genen, sa som i fallet med Li-Fraumeni syndrom hos
manniska, ej sannolikt &r orsaken bakom den 0kade tumorkansligheten hos katter som drabbas
av FISS.

Att undersoka om vavnader innehaller mutationer genom att anvanda PCR &r en arbetskravande
och kostsam process. Dessutom aterfinns 87% av alla mutationer i genen for p53 hos manniska
mellan exon 5 och exon 8. Dessa tva faktorer medfor att manga av de studier som genomforts
pa FISS har utgatt ifran att begransa sin PCR-analys till detta intervall och foljaktligen riskerar
man att underskatta prevalensen av p53. Aven mutationer i ndgon av genens tio introner har
visats kunna ge upphov till fenotypiska forandringar, sa en underskattning av prevalensen kan
aven ske om mutationer uppkommit i ndgon av dessa icke-kodande regionerna (Greenblatt et
al., 1994). Fler studier dar man analyserar hela gensekvensen for p53, bade exoner och introner,
ar darfor onskvart for att fa ett battre matt pa den sanna prevalensen av p53-mutationer i
tumaorvavnader fran FISS.

Tva faktorer som kan spela in nar man mater prevalensen av mutationer i genen for p53 med
hjalp av immunhistokemi &r dels typen av mutation som drabbat genen och dels valet av
antikropp. Frameshiftmutationer och nonsensmutationer kan leda till att produktionen av p53
sétts ur spel (Greenblatt et al., 1994) vilket gor att immunhistokemiska infargningen visar ett
falskt negativt resultat eftersom inget protein kan detekteras. Prevalensen av matbara halter
p53-protein i tumorceller fran FISS har visats ligga mellan 42.5 — 56% vid anvandning av
antikroppen CM-1 (Hershey et al., 2005; Nieto et al., 2003; Nambiar et al., 2001) medan
prevalensen vid anvandning av antikroppen mAb240 visats ligga pa 81% (Hershey et al., 2005),
vilket tyder pa att manga immunokemiska studier grundats pa infargning med en antikropp som
med stor sannolikhet leder till underskattning av den sanna prevalensen. Studien av Elledge et
al. (1994) pavisade dessutom att en kombination av olika antikroppar &r en kansligare matmetod
an att anvanda endast en ensam typ av antikropp. Dessa &r ytterligare tecken pa att prevalensen
av mutationer i p53 kan vara underskattad i studier som genomforts pa FISS.



Prevalensen for ackumulering av p53-protein i tumorceller fran FISS som detekterats med hjalp
av immunhistokemi skiljer sig i olika studier mellan 42.5-81% (Hershey et al., 2005; Nieto et
al., 2003; Nambiar et al., 2001; Nambiar et al., 2000). Detta antyder att mutationer i genen for
p53 kan vara ett gemensamhetsdrag for FISS som spelar en roll for verkningsmekanismen vid
denna typ av cancer. Mer forskning pa omradet behévs dock for att kunna faststélla huruvida
muterat p53 har en faktisk effekt pa sjalva tumorutvecklingen eller om det ar en oberoende
respons pa annan DNA-skada eller andra faktorer; normalt p53 har i vissa fall pavisats med
immunhistokemi pa grund av stabiliserande faktorer till foljd av interaktion med virala
proteiner eller i celler som Okat uttrycket av p53 pa grund av stress och yttre patryckningar
(Vojtesek & Lane, 1993; Maltzman & Czyzyk, 1984). Man bor darfor vara forsiktig med att
dra for stora véxlar pa resultat som endast baseras pa kvantifiering av immunhistokemiska
svaret.

Enligt studien av Hershey et al. (2005) var det relativt vanligt med cytoplasmatisk infargning
av p53-protein i tumorceller fran FISS nar mAb240 antikroppar anvandes. Detta stammer
overens med forskning gjord pa manniska dar man sett att flera typer av tumorer ofta har
onormal férekomst av p53-protein i cytoplasman hos cancerceller. Att man i studien dven sett
ett signifikant samband mellan cytoplasmatisk férekomst av p53-protein och tiden for aterfall
ar mycket spannande ur behandlingssynpunkt. Immunhistokemisk undersokning for pavisning
av p53-protein dr en relativt enkel metod och skulle darfor kunna utformas till ett diagnostiskt
hjalpmedel for att battre kunna berdkna prognosen for drabbade patienter. Det behévs dock mer
forskning pa omradet och storre forsoksgrupper for att kunna bekrafta att sambandet galler for
en storre patientgrupp. Viss forskning pa human cancer stodjer hypotesen att en onormal
forekomst av p53-protein i cytoplasman fran tumorceller korrelerar med samre prognos
(Pukkila et al., 2002; Flamini et al., 1996; Sun et al., 1992).

Det finns i dagslaget inga konkreta bevis som stddjer hypotesen att mutationer i p53-genen
ligger bakom tumérutvecklingen vid FISS. Daremot ar bade onormal forekomst av p53-protein
och mutationer i genen for p53 ett vanligt forekommande fenomen i tumoérceller fran FISS,
vilket tyder pa att p53-mutationer kan vara en del av en multifaktoriell verkningsmekanism.
Dessutom har bade loss of heterozygosity (LOH) i p53-genen och férekomst av p53-protein i
cytoplasman hos tumarceller fran FISS visat sig leda till en forsamrad 6verlevnadsprognos for
drabbade katter (Banerji, 2006; Hershey 2005). Eftersom tumdrer med p53-mutationer ofta ar
mer aggressiva skulle darfor en metod for att indikera p53-status hos patienten kunna utgora ett
intressant diagnostiskt verktyg for att berdkna prognosen for katter som drabbats av FISS.
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