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TUMORI
GINECOLGGICH!

v' 10-15% delle neoplasie femminili
v Tumori dell’'utero e dell’'ovaio
v'Non esiste test di screening per CO
v 80-90% tumori ovarici in donne tra i 20 e i 65 anni
v 15-20% tumori maligni

v 60% epiteliale




5.200 nuovi casistimati nel 2018 in Italia?

3.186 decessi nel 20151

80 % lll e IV stadio 20 %l e Il stadio

1. Rapporto ARTUM2018 @



SOTTOTIPL ISTOLOGICI DEL CARCINGMA
OVARICO EFPITELIALE

Carcinoma dell'ovaio
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I1 CO epiteliale e associato a deficit di ricombinazione omologa (HRD) @



FATTORI DI RISCHIO

familiarita

Nelle famiglie con 2 o piu parenti di primo grado
(madre, sorella, zia) colpite da questo tumore il
rischio puo addirittura superare il 50 %

Donne con familiarita

0 anammnesi personale
positiva per una di

queste neoplasie: "- Consu:_enza
genetica

mammella
utero
colon-retto




v Lesistenza di forme di predisposizione ereditaria ai tumori della mammella e dellovaio € stata
documentata per la prima volta circa 25 anni fa con lidentificazione dei geni BRCAL e BRCA2
(collettivamente indicati come BRCA).

v Donne portatrici di una copia non funzionante di uno di questi geni hanno un alto rischio di
sviluppare tali tumori nel corso della loro vita, anche in eta molto precoce.

Localisation of the breast cancer susceptibility gene (BRCA1) on 17q12—-212

Identification of BRCA1 by US scientists3™

BUT BRCA1 mutations accounted for:*
Most, but not all, families with many cases of both early onset breast
and ovarian cancer that set
. Just under half of all families affected by multiple breast cancer cases
But no families affected by both male and female breast cancer

Search for BRCA2

BRCAZ2 localised to
chromosome 13g12—-13°

Smith SA, et al. Genes Chromosomes Cancer. 1994;10:71-6.
Miki Y, et al. Science 1994,266:666—671.
Futreal PA. Science. 1994;266:120-122.

Wooster R, et al. Science 1994,265:2088—90. I @

Wooster R, et al. Nature 1995;378:789-792.




Predisposizione autosomica dominante

Mutazion: dei geni
BRCA, ¢ BRCA,




Cumulative incidence
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BRCA1 : Cromosoma 17921
BRCAZ2 : Cromosoma 13912-13

Geni onco-soppressori

Responsabili dei meccanismi  di
riparazione del DNA

Regolazione ciclo cellulare

Regolazione espressione genica

INATTIVAZIONE di una delle due copie
determina un INCREMENTO consistente
del rischio di sviluppare tumori nel corso
della vita




DSB

l Abraxas BRCA1

Resection
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IL DNA REPAIR COME TARGET
FARMACOLOGICO

— || danno al DNA € un evento frequente in tutte le cellule

Il difetto di riparazione del DNA aumenta il rischio di
—— tumore (es. BRCA mut.) ma anche la sensibilita agli

Perché il DNA agenti farmacologici che agiscono sul DNA (es.
Repair € un buon chemioterapia)
bersaglio?

Le cellule normali possiedono molti meccanismi di
— > riparazione, ma alcuni di questi sono perduti nelle
cellule neoplastiche

L’inibizione del DNA repair nelle cellule tumorali che non
—— sonoin grado diriparare il danno porta ad una morte
cellulare selettiva e ad una maggiore efficacia terapeutica

Nuovo approccio terapeutico con farmaci a bersaglio molecolare

@



DSB in DNA 1

DSB
repaired Deficient HR pathway
effectively — DSB not repaired
via HR
pathway
Cell Cancer cell
survival death




Per la paziente =) TEST DIAGNOSTICO
-diagnosi di ereditarieta
-stima del rischio

-modificazione del trattamento

TEST PREDITTIVO di risposta al trattamento

Per i famigliari ===) TEST PREDITTIVO

-identificazione dei portatori
-inclusione dei portatori nei
percorsi di prevenzione alti rischi




LA MUTAZIONE DI BRCA NON E LIMITATA ALLE

* 25% delle portatrici di mutazioni BRCA ha un'eta> 60 anni
* 35%-40% of BRCA non ha storia familiare

* |l tipo istologico non e un criterio sufficiente per il test BRCA




*Germline (hereditary) mutations exist in the
patient’s germ cells and thus can be passed on to
future generations
v A patient who inherits a germline mutation
will have that mutation in all the cells of
their body (since the mutation was present
at conception)

10-40% of carriers
have no family
history of BC/OC

«Somatic (acquired) mutations can spontaneously
arise in any cell in the body (except germ cells) at
any time during the patient’s life
v This type of mutation only affects those cells
which are reproduced from the original
mutated cell — it is not present in other cells
in the patient’s body




Germline mutations can be detected
in all cells of the body.

They are commonly identified by
testing blood or saliva.

Somatic mutations can be detected
only in the tumorcells.

They are only identified by testingthe
tumor tissue. They are notidentifiable
through testing the blood.

W Germiine W Somatic

TESTING BLOOD
or SALIVA will detectonly
germline mutations

Patientsidentified with
BRCA1/BRCA2 mutations

TESTING TUMORTISSUE
will detect both germline
and somatic mutations
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Paziente con carcinoma ovarico non mucinoso e non
borderline, carcinoma delle tube di Falloppio o
carcinoma peritoneale primitivo

lMini-counseling: Oncologo, Ginecologo

Test BRCA

Somatico

ldentificazione di VP

Analisi germline su sangue
per identificazione di VP

v

v ——— Sindrome HBOC o HOC |

¥

Percorso Preventivo:
Counseling Oncogenetico
— Test a consanguinei
— Programmi di sorveglianza
— Strategie di riduzione del rischio

No HBOC o HOC: variante
acquisita per mutazione
somatica

Percorso Predittivo
Accesso al trattamento con inibitore di PARP

Gruppo di lavoro: AIOM, SIGU, SIBIOC, SIAPEC, @
IAP



BIC DATABASE

http://research.nhgri:nih-qov/bic

BRCA1 > 1580 mutazioni/polimorfismi

Oltre 3500 mutazioni
P . : ? BRCA2> 1880 mutazioni/polimorfismi

A Ooan Accans On. un uo.nCm um oul b-o

Non esistono “hot spot” di mutazione

Spettro estremamente eterogeneo
85% causano «loss of function» (frameshift, nonsenso varianti di splicing)
10% riarrangiamenti genomici

7.5 % VUS (variant of uncertain significance)
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BRCA1 E BRCAZ: METODICHE DI ANALISI

Requisiti
v' Copertura regioni codificanti e giunzioni esone/introne
v Rilevazione SNVs, InDels (>90%)

v Rilevazione ampi riarrangiamenti (<10%)

Tecniche
v Sequenziamento Sanger
v' Sequenziamento di nuova generazione (NGS)

v" MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)




Library Prep

Sequencing

Data Analysis

Gene panel: BRCA1/2

NGS Sequencing

Sequence alignment and
variant calling

Sanger for SNPs

and In/Del

MLPA for CNVs




Evidence-based Network for the
Interpretation of Germline Mutant Alleles

AGATGCVARIANT TGAGTTTGTCLASSIFICATIONGT
o :“1 SAAATATTTTCTAGGAATTGCGGGZ
ENIGMA consortium v
Library v

Useful links

Contact CBREASTACANCERAACCTATGENESTTAAAACTCCAC

Member login

ENIGMA is an international consortium of investigators focused on

e determining the clinical significance of sequence variants in BRCA1, BRCA2 and other known or suspected breast cancer genes,
* to provide this expert opinion to global database and classification initiatives, and

¢ to explore optimal avenues of communication of such information at the provider and patient level.

Criteri specifici per l'interpretazione del significato clinico delle varianti
costituzionali dei geni BRCA sono stati recentemente sviluppati
dall’Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant
Alleles (ENIGMA) (http://enigmaconsortium.org)



essere di familiari a Sorveglianza familiari a

Classe causativa rischio rischio

3: Di incerto significato 0.05-0.949 Stonafamlrligﬁig sl et ol
clinico (VUS)




TEST BRCA: COME INTERPRETARE IL
RISULTATO

« “UV” di significato ignoto (non informativo)

Circa il 10-20% dei test genetici BRCA portano all'identificazione di
varianti di significato incerto

Sostituzioni di singoli amminoacidi, piccole delezioni o inserzioni
in-frame con un effetto sulla proteina non prevedibile

non identifica un rischio ma implica ulteriori ricerche ed una attenta
valutazione clinica




TEST BRCA: COME INTERPRETARE IL
RISULTATO

NEGATIVO = nessuna mutazione patogenica identificata

(non conclusivo)

Nella sindrome eredo-familiare
sono implicati geni diversi (forse
anche non ancora identificati !)

VERO NEGATIVO = Soggetti
con mutazione nota in
famiglia:

Il rischio di sviluppare una
neoplasia e quello della
popolazione generale, a
parita di altri fattori di rischio
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Identification of a novel truncating mutation in PALB2 gene
by a multigene sequencing panel for mutational screening of
breast cancer risk-associated and related genes
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Background: Breast cancer (BC) is the most common neoplasm in women, with 5%
10% patients showing a familial predisposition, where germline mutations in BRCALS
BRCAZ genes are found in —20% of cases. Nexi-generation sequencing (NGS) is
among the best available opticns for genetic screening, providing several benefits
that include enhanced sensitivity and unbiased mutation detection. PALB2 (partner
and localizer of BRCAZ2) is a cancer predisposing gene recently described that en-
codes a protein partner of BRCAZ involved in DA double-strand break repair and
cell cycle control. The DMNA damage response represents a key cellular event, tar-
geted by innovative anticancer therapies, including those based on poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP) inhibitors targeting PARPL and PARPZ enzymes, activated by
DMA damage and invelved in single-strand break and base excision repair.

Methods: Genomic DMNA was isolated from 34 patient samples and four BC cell lines,
as controls, and 27 breast cancer predisposing genes belonging to the BRCALS
BRCAZ and PARP pathways were sequenced by NGS.

Results: The panel described here allowed identification of several sequence varia-
tions in most investigated genes, among which we found a novel truncating mutation
in PALB2.

Conclusions: The NGS-based strategy designed here for molecular analysis of a cus-
tomized panel of BC predisposing and related genes was found to perform effec-
tively, providing a comprehensive exploration of all genomic sequences of the
investigated genes. It is thus useful for BC molecular diagnosis, in particular for famil-
iar cases where alterations in routinely investigated genes, such as BRCAs, result to
be absent.

KEYWORDS

Breast cancer, cancer gane panel, next-generation sequencing, pathegenic variants




Normal DNA

Tumor only Tumor (blood, saliva, or tissue)
¢ ( @ ff- % “
Optimizing the identification of risk-relevant mutations by multigene panel testing in selected hereditary breast/ovarian cancer Whole exome sequencing or targeted sequencing
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Discovery of potential Discovery of somatic and
somatic variants germline variants
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Impatto sulla gestione delle pazienti Bioinformatic approaches
COSMIC Protein Truncating
. . . . . . domains mutations
v Implicazioni terapeutiche importanti .
Clinical annotation
v’ Estensione del trattamento alle pazienti con ; : .
Approved Published Ongoing
p rofl I O « B R C An e S S)) therapies clinical trials clinical trials
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Identification of mutations in clinically
actionable genes
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