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1. INTRODUZIONE
Individuazione dei bisogni
Il presente documento vuole affrontare la problematica delle neoplasie eredo-familiari, con
particolare riguardo ai tumori del colon-retto, dell’ovaio e della mammella, in modo da offrire uno
strumento operativo per la individuazione e la gestione clinica dei pazienti con tumori di sospetta
origine ereditaria e dei loro familiari a rischio. Sebbene, infatti, la frequenza attesa dei tumori eredo-
familiari sia relativamente bassa, il riconoscimento dei soggetti a rischio consente la applicazione di
strategie di medicina preventiva in grado di ridurre in maniera significativa la incidenza dei tumori
o di identificarli in fase precoce di sviluppo, con ricadute importanti sulle possibilita di
sopravvivenza e, nel complesso, sui costi del sistema sanitario regionale.
Le tre neoplasie di interesse sono tra quelle a maggiore incidenza nella popolazione italiana.
Secondo i dati AIRTUM 2017, sono stimate circa 53.000 nuove diagnosi di carcinoma del colon-
retto (CCR)/anno in ltalia. Sia tra gli uomini (15% di tutti i nuovi tumori) che tra le donne (13%), il
CCR si trova al secondo posto come frequenza tra tutti i tumori, preceduto rispettivamente dalla
prostata e dalla mammella. La mortalita & ancora alta, con tassi di sopravvivenza a 10 anni dalla
diagnosi del 64% per il colon e del 58% per il retto, omogenea tra uomini e donne.
Il carcinoma della mammella (CM) é il tumore maligno piu frequente nel sesso femminile, con una
incidenza stimata in Italia di 50.500 nuovi casi/anno (dati AIRTUM). Negli uomini &, invece, una
patologia rara. La curva di incidenza cresce esponenzialmente sino agli anni della menopausa
(intorno a 50-55 anni) e poi rallenta con un plateau dopo la menopausa, per poi riprendere a salire
dopo i 60 anni. E la prima causa di morte per tumore nelle donne ed & caratterizzata da un tasso di
sopravvivenza a 10 anni dell’80%.
Il carcinoma dell’ovaio (CO) ¢ tra le neoplasie con maggiore incidenza nella donna. Nella fascia di
eta tra i 30 e i 50 anni rappresenta la terza causa di morte per tumore nella donna. Nel 2017,
secondo i dati AIRTUM, sono circa 5.200 le diagnosi di tumore dell’ovaio stimate in Italia, pari al
3% dei tumori femminili. La mortalita e tra le piu elevate superando largamente il 50%, con un
marginale miglioramento negli ultimi 30 anni. La sopravvivenza a 10 anni e del 31%.
La stima all’anno 2017 dei casi attesi in Regione Campania e di circa 2.191 casi/anno negli uomini
e 1.651 casi/anno nelle donne per il tumori maligni del colon-retto ; 3.664 casi/anno per i tumori
maligni della mammella ; 427 casi/anno per i tumori maligni dell’ovaio . Tali stime sono state
derivate dai dati di incidenza osservati dal Registro Tumori della Regione Campania (Rete di
Registrazione Oncologica Regionale) nel quinquennio 2008/2012, proiettati alla popolazione

regionale al primo gennaio 2017; le stesse stime sono risutate coerenti con 1’analisi, condotta con



strumenti ad hoc, delle Schede di Dimissioni Ospedaliere (SDO) della Regione Campania per il

periodo 2014/2016, sempre riferite ai tumori del colon-retto, della mammella e dell’ovaio.
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1.1 | tumori eredo-familiari del colon-retto

Circa il 5-10% di tutti i tumori colorettali sono di tipo ereditario.
Tra le forme che presentano ereditarieta di tipo mendeliana vi sono la sindrome di Lynch e le
sindromi poliposiche gastrointestinali, che comprendono le poliposi adenomatose familiari e le

poliposi amartomatose familiari.

1.1.1 Sindrome di Lynch
La Sindrome di Lynch, nota anche come “cancro ereditario del colon non-poliposico” (HNPCC), ¢
associata a mutazioni germinali nei geni del riparo del DNA (MMR)*2,
La maggior parte dei pazienti con la Sindrome di Lynch presenta una mutazione germinale
patogenetica nei geni MLH1 e MSH2. Mutazioni nei geni PMS2 e MSH6 sono presenti nel 10-13%
dei casi, mentre quelle in MLH3 e MSH3 sono relativamente rare®*. Anche ampie delezioni del
gene EPCAM, localizzato sul cromosoma 2 a monte del gene MSH2, sono responsabili di alcuni
casi di Sindrome di Lynch in quanto si associano all’inattivazione del gene MSH2. La maggior
parte delle mutazioni descritte nei geni MMR sono puntiformi o piccole delezioni e duplicazioni,
mentre circa un 20% é rappresentato da ampi riarrangiamenti.
La sindrome di Lynch ¢ una malattia genetica con un’ereditarieta autosomica dominante e una
penetranza dell’80-90%. E associata ad un elevato rischio di sviluppare tumori del colon retto (20-
70%); tumori in sedi extra-coliche, quali il cancro dell'endometrio (15-70%), tumori renali, uretere,
vie biliari e piccolo intestino (circa il 15%)°. Inoltre, in alcune pazienti la presenza di mutazioni nei
geni MSH6 e PMS2 puo essere associata ad un aumentato rischio di sviluppare tumori mammari ed
ovarici®.
L’identificazione accurata e precoce dei portatori di mutazioni in uno dei geni MMR ¢
fondamentale per la pianificazione del percorso di prevenzione, diagnosi e terapia cosi come

stabilito dalle recenti Linee Guida internazionali’.

1.1.2 Poliposi Adenomatose Familiari (FAP)
Le Poliposi adenomatose familiari sono associate ad alterazioni germinali dei geni APC (“Familial
adenomatous polyposis”-FAP), MUTYH (“MUTYH-associated polyposis”-MAP) e, piu raramente,
dei geni POLDI, POLE (“polymerase proofreading-associated polyposis”-PPAP) e NTHL1
(“NTHLT1-associated polyposis”-NAP), in accordo con quanto definito dall’InSiGHT Group (The
International ~ Society for  Gastrointestinal ~ Hereditary  Tumours;  https://www.insight-

group.org/syndromes/adenomatous-polyposis/).


https://www.insight-group.org/syndromes/adenomatous-polyposis/
https://www.insight-group.org/syndromes/adenomatous-polyposis/
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Sono state attualmente descritte piu di 1.500 mutazioni germinali nel gene APC disperse

uniformemente lungo tutto il gene. La maggior parte (72%) delle mutazioni germinali sono
mutazioni “frame shift”, dovute a piccole delezioni o inserzioni che provocano lo slittamento della
cornice di lettura, mentre una minima parte (26%) € rappresentata da mutazioni puntiformi
nonsenso. In entrambi i casi si ha la formazione di un codone di terminazione prematuro che, a sua
volta, causa la formazione di una proteina tronca inattiva. Circa il 10% delle mutazioni germinali é
rappresentato da grosse delezioni o ampi riarrangiamenti, mentre mutazioni missenso e/o mutazioni

dei siti di "splicing" costituiscono circa il 2% dei casi di FAP®.

1.1.3 Sindromi Amartomatose Familiari
Le Sindromi amartomatose multiple comprendono la sindrome di Peutz-Jeghers (PJS), le sindromi
da alterazione del gene PTEN (PHTS, come la sindrome di Cowden, la sindrome di Bannayan-
Riley-Ruvalcaba) e la Sindrome di poliposi giovanile (JPS).
I geni associati alle sindromi amartomatose multiple, in accordo con quanto definito dall’InSiGHT
Group e da recenti dati della letteratura®°, sono: STK11/LKB1 (PJS), PTEN nelle sindromi da
alterazione di questo gene, SMAD4 e BMPR1 (JPS), anche se queste ultime risultano essere molto
rare.
Per quanto riguarda le mutazioni del gene STK11, circa il 70-80% & rappresentato da mutazioni
puntiformi, mentre circa il 15% da grossi riarrangiamenti, come delezioni di parte o dell’intero
gene, spesso mediate dalla presenza di sequenze ripetute sulla regione genomica di tipo Alu .
Nei pazienti PHTS sono state descritte circa 235 differenti mutazioni germinali del gene PTEN ed

in circa 1’11% dei casi la presenza di ampi riarrangiamenti®3,

1.2 | tumori eredo-familiari della mammella e dell’ovaio

Le alterazioni di BRCA1 e BRCA2 (di seguito indicati come geni BRCA) sono fattori predisponenti
al carcinoma della mammella (CM) e a quello dell’ovaio (CO). Si stima che il 5-10% dei CM siano
ereditari e di questi un 25-50% sia legato a mutazioni dei geni BRCA. Mutazioni in BRCAL si
associano ad un rischio di CM del 52-80%, mentre mutazioni di BRCAZ2 si associano ad un rischio
del 45-75%*4,

Per quanto riguarda il CO, la prevalenza di varianti patogenetiche costituzionali dei geni BRCA1 o
BRCA2 é superiore al 10%. La presenza di una variante patogenetica nei geni BRCA in un soggetto
sano aumenta il rischio di sviluppare la malattia del 20-40%. Nelle pazienti con carcinoma ovarico
sieroso I’incidenza di tali varianti patogenetiche ¢ del 17-20%, nelle pazienti con carcinoma sieroso

di alto grado raggiunge il 23-25% e in quelle platino-sensibili aumenta fino al 30-40%. Sono state
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identificate anche mutazioni somatiche dei geni BRCA che sono rilevate in circa il 6% dei

carcinomi ovarici sierosi*>*’.

Le mutazioni costituzionali o somatiche dei geni BRCA rappresentano anche un biomarcatore
predittivo di sensibilita al trattamento con inibitori dell’enzima Poli(ADP-ribosio) Polymerasi
(PARP) nelle pazienti affette da CO in fase avanzata'®!®, Pertanto, le raccomandazioni nazionali
delle societa scientifiche AIOM-SIGU-SIBIOC-SIAPEC consigliano di considerare I’invio al test
BRCA sin dal momento della diagnosi per tutte le pazienti con diagnosi di CO non mucinoso e non

borderline, di carcinoma delle tube di Falloppio (CT) e di carcinoma peritoneale primitivo (CPP).
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1.2 Mappe dei percorsi diagnostici dei tumori eredo-familiari del colon-retto, della mammella

e dell’ovaio

La diagnosi molecolare rappresenta uno strumento estremamente utile per:
- definire la alterazione genetica legata alla ereditarieta in pazienti affetti da CCR, CO e CM
- valutare il rischio per i discendenti ed eventualmente offrire un test predittivo per i soggetti
asintomatici appartenenti a famiglie a rischio;
- proporre programmi di prevenzione adeguati a pazienti affetti e a soggetti a rischio;
- nel caso dei tumori eredo-familiari del colon-retto, facilitare la diagnosi differenziale tra le varie
sindromi di poliposi familiari.
Di seguito sono indicati i percorsi diagnostici per le pit comuni sindromi ereditarie dei CCR, CO e
CM.
1.3.1 Percorso diagnosi di Sindrome di Lynch (IHC disponibile)
1.3.2 Percorso diagnosi di Sindrome di Lynch (Famiglia Amsterdam, IHC non
disponibile)
1.3.3 Percorso diagnosi di Poliposi Adenomatose Familiari (FAP)
1.3.4 Percorso diagnosi di Sindromi Amartomatose
1.3.5 Percorso diagnosi carcinoma mammario eredo-familiare BRCA mutato
1.3.6 Percorso diagnosi carcinoma ovarico eredo-familiare BRCA mutato

La descrizione dettagliata dei test molecolari indicati nei percorsi di diagnosi € presente al Capitolo

4 del presente documento.
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2. LAPRESAIN CARICO DEL PAZIENTE CON SINDROME NEOPLASTICA EREDO-

FAMILIARE: ASPETTI PSICOLOGICI

In considerazione della complessita della problematica oncologica eredo-familiare per gli aspetti
oncologici e psicosociali, il Counseling oncogenetico (CGO) multidisciplinare rappresenta
I’intervento specialistico piu idoneo per la presa in carico dei soggetti a rischio, per la gestione delle
fasi pre- e post-test genetico e per il management del rischio oncologico. Il “carattere familiare” dei
tumori ereditari implica necessariamente il coinvolgimento reale o fantasmatico della famiglia, con
un significativo impatto psicologico della “trasmissione transgenerazionale” di una mutazione
genetica. Il counseling, a differenza della consulenza che fornisce pareri tecnici , e una pratica
professionale atta ad accompagnare un individuo verso una migliore comprensione dei suoi
problemi e ad individuare le sue potenzialita.

Il CGO é un percorso multidisciplinare, che nasce dalla sinergia di diversi professionisti ad esso
dedicati (oncologo, psiconcologo, genetista, biologo etc.). E’ un processo articolato e personalizzato
di comunicazione ed informazione, estremamente importante sul piano clinico ma altrettanto
delicato e complesso su quello personale per le implicazioni psicologiche ed emotive.
L’Osservatorio Nazionale sulla Salute della Donna — Onda (Settembre 2017)%, il documento della
Commissione SIGU-NGS (Gennaio 2016)%, le linee-guida del National Institute for Health and
Care Excellence (NICE, 2013)?? sottolineano che l'accesso al supporto psicologico & un aspetto
rilevante nella presa in carico di coloro che si sottopongono ad un test genetico, per facilitare e
garantire lo sviluppo di una decisione autonoma, consapevole ed autodeterminata. Le
Raccomandazioni del Gruppo di Lavoro AIOM-SIGU-SIBIOC-SIAPEC-IAP (luglio 2015)%
pongono I’attenzione sul rispetto dei tempi e dell’autonomia decisionale di ciascuna paziente
nell’acquisizione del consenso informato circa 1’esecuzione del test genetico.

Sono diversi gli studi che sottolineano la necessita di identificare i soggetti a rischio con alti livelli
di distress psicologico in fase pre-test, attraverso I’attenzione al profilo di funzionamento
psicologico e la presa in carico multidisciplinare*25,

Esistono degli aspetti prettamente psicologici che devono essere valutati in quanto potrebbero
influire sia sugli aspetti decisionali sia sull’impatto psicologico dell’aumentato rischio oncologico.
Tali aspetti di vulnerabilita psicologica sono: presenza di tratti psicopatologici; elevata percezione
del rischio di malattia; perdita di parenti di primo grado a causa della malattia; presenza di lutti non
elaborati; un disturbo dell’adattamento legato alla storia personale di malattia e uno scarso supporto

familiare?”%8,
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Una recente revisione della letteratura conclude che il Counseling Genetico deve proporsi i seguenti
obiettiviZ®:
1. valutare il desiderio e la motivazione di conoscere o0 non conoscere il proprio rischio oncologico,
senza causare distress nel lungo periodo?®-22;
2. comprendere le dinamiche familiari del consultante al fine di valutare come meglio condividere
le informazioni del rischio ereditario con i diversi membri;
3. sostenere I’autonomia decisionale e supportare il paziente a gestire al meglio il management del
rischio oncologico;
4. supportare i familiari a rischio.
Attraverso una presa in carico multidisciplinare e la disponibilita del supporto psicologico nella fase
pre- e post-test genetico, il counseling oncogenetico rappresenta inderogabilmente un’efficace
strategia per fronteggiare (strategia di coping) la storia familiare di cancro, riducendo incertezze e

consentendo un’efficace gestione del rischio®3,



"CAMPANA
3. IL COUNSELING ONCOGENETICO PRE-TEST

Definizione di rischio e prescrizione del test genetico: colon, mammella e ovaio

Nella fase di counseling oncogenetico pre-test sono previsti:
» informazione al paziente circa la probabile origine genetica della neoplasia;

» raccolta dell’anamnesi personale e familiare oncologica (scheda anamnesi personale e

familiare oncologica - allegato 1);
» inquadramento clinico di sindromi tumorali ereditarie, mediante criteri clinici validati;

> stima della probabilita a priori della presenza di mutazioni, attraverso 1’impiego di modelli
probabilistici (scheda stima rischio — allegato 2a per il colon; allegato 2b per mammella ed

allegato 2c per ovaio);

» informazione circa i possibili risultati del test genetico, discussione delle implicazioni del
risultato del test genetico sul piano clinico preventivo e/o terapeutico, discussione dei
vantaggi e limiti del test genetico;

» implicazioni del test genetico per i familiari sani.

I soggetti da inviare al counseling pre-test vanno individuati in base ai seguenti criteri.

Nel CCR, per individuare tutte le possibili sindromi di Lynch, I’indagine immunoistochimica
relativa all’espressione delle proteine codificate dai geni del MMR dovra essere effettuata di routine
per tutti i pazienti di nuova diagnosi. Qualora questa fosse positiva ed in assenza di mutazioni di
BRAF, il paziente dovra essere avviato alla consulenza pre-test che valutera la opportunita del test
genetico. Analogamente, in assenza del dato immunoistochimico, alla consulenza genetica
dovranno essere inviati tutti i soggetti che presentano una anamnesi familiare suggestiva di
neoplasia eredo-familiare. La consulenza oncogenetica pre-test prescrivera il test genetico per i
soggetti che presentino un pedigree corrispondente ai criteri di Amsterdam. Per i casi di poliposi
sara il fenotipo nei familiari o nel paziente a orientare test e consulenza.
Per il CM, dovranno essere avviate/i alla consulenza oncogenetica le/i pazienti con le seguenti
caratteristiche:

e casi di tumori della mammella <35 anni;

e casi di tumori della mammella maschile;

e casi di tumore della mammella e ovaio;
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e casi di tumore della mammella triplo negativo <60 anni;

e casi di tumore mammario bilaterale <50 anni;

e casi di CM <50 anni, con almeno un parente di primo grado affetto da: tumore della
mammella femminile < 50 anni, tumore della mammella bilaterale, tumore della mammella
triplo negativa, tumore dell’ovaio, tumore della mammella maschile;

e almeno tre parenti affetti da tumore della mammella, a qualsiasi eta.

Criteri per una ulteriore valutazione genetica sono rappresentati dall’aggregazione familiare di casi
con tumori della mammella, tumori della prostata (soprattutto se con Gleason score >7), tumori del
pancreas e/0 melanoma.

La consulenza oncogenetica offrira il test BRCA a tutte le pazienti che presentino una probabilita di
mutazione superiore al 10% impiegando modelli probabilistici informatici (es. BRCApro,

BOADICEA, Cuzick-Tyrer ecc.) e/o che rispettino i criteri clinici elencati.

Per il CO, in considerazione del fatto che le mutazioni BRCA si siano rivelate piu frequenti di
quanto precedentemente ritenuto a prescindere dalla storia familiare e della disponibilita di farmaci
specifici per il trattamento del CO BRCA mutato, i criteri di eleggibilita al test in queste pazienti
sono stati recentemente rivisti in termini estensivi, con indicazione ad un piu snello percorso di
counseling (c.d. minicounseling) sia come tempistica che come professionalita coinvolte. | nuovi
orientamenti di semplificazione e velocizzazione del percorso prevedono, quindi, l’iniziale
coinvolgimento (consulenza pre-test) del solo oncologo curante (medico e/o chirurgo) e
I’affiancamento del genetista solo successivamente all’esito del test genetico (consulenza post-test).
In sintesi, quindi, I’offerta del test ¢ oggi estesa a tutte le pazienti con CO/CT/CPP invasivo non

mucinoso a prescindere dall’eta di insorgenza e storia familiare oncologica, alla diagnosi.

Nei casi di test positivi, il counseling pre-test sara offerto ai familiari consanguinei per la

identificazione dei familiari a rischio.
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4. TEST DI LABORATORIO

Il test genetico sara eseguito dopo aver effettuato la consulenza oncogenetica e sottoscritto il
consenso informato.
I pazienti possono effettuare il test genetico mediante la prescrizione del medico curante su
indicazione dello specialista (oncologo, ginecologo, genetista a secondo dei percorsi descritti). Il
medico di Medicina Generale dovra emettere impegnative con indicazione del codice di esenzione
per malattia cronica 048 (DPCM 12 gennaio 2017).
I familiari sani dei pazienti con mutazione sono esenti dal pagamento del ticket:
- il medico di Medicina Generale dovra emettere una impegnativa per il familiare sano che
dovra sottoporsi a test genetico mirato per la specifica mutazione identificata in famiglia;
- sulla richiesta deve essere inserito il codice di esenzione per la specifica malattia genetica,
se esistente (vedi allegato 3), o il codice R99 corrispondente al sospetto di malattia rara.
Le denominazioni ed i costi dei test di laboratorio per le sindromi genetiche associate al cancro sono

elencati nell’allegato 4.

4.1 CARCINOMADEL COLON-RETTO

4.1.1 Sindrome di Lynch

Test di determinazione immunoistochimica per proteine del MisMatch Repair (MMR)
Si raccomanda la determinazione immunoistochimica dell’espressione delle proteine codificate dai
geni del MisMatch Repair (MMR) su tutti i carcinomi del colon-retto invasivi, come test di
screening per 1’identificazione dei pazienti con sindrome di Lynch.
L’analisi prevede 1’utilizzo, su sezioni di campioni tumorali fissati in formalina ed inclusi in
paraffina, di un pannello composto da quattro anticorpi (anti-MLH1, anti- MSH2, anti-MSH6 e
anti-PMS2) diretti contro le proteine codificate dai geni MMR.
La determinazione immunoistochimica per MMR deve essere effettuata e refertata in non piu di 48
ore, e comungue integrata nel referto istologico complessivo (turnaround time: 10 giorni lavorativi).
Sulla base del risultato della determinazione immunoistochimica per proteine MMR si procedera
all’esecuzione di ulteriori test diagnostici:

e in caso di espressione delle proteine codificate dai geni del MMR, non sono richiesti test

aggiuntivi,
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¢ la mancata espressione di MSH2, MSH6 o PMS2 ¢ considerata sospetta per diagnosi di

sindrome di Lynch e rende necessaria la consulenza genetica e il test per ’analisi di
mutazioni germinali nei geni del MMR;

e la mancata espressione di MLH1 (+/- PMS2-) puo caratterizzare sia la sindrome di Lynch
che i carcinomi del colon-retto sporadici e rende necessaria 1’analisi della ipermetilazione di
MLH1 e la ricerca della mutazione V600E di BRAF;

e in caso di espressione immunoistochimica dubbia (eterogeneita di espressione, perdita focale
di espressione) si raccomanda il test di determinazione dell’instabilita dei microsatelliti
(MSI). In caso di perdita focale di espressione delle proteine codificate dai geni MMR, puo

essere indicata la microdissezione di tali aree per I’analisi MSL

Test MSI

L’analisi MSI si basa sul confronto tra tessuto sano e tessuto tumorale dello stesso paziente ed e
effettuata mediante una reazione polimerasica a catena (PCR), e successiva elettroforesi capillare o
microfluidica, di diversi loci contenenti ripetizioni nucleotidiche altamente instabili.

Tumori con instabilita in due o pit microsatelliti sono definiti ad alta instabilita (MSI-H); quelli con
un solo microsatellite instabile sono classificati a bassa instabilita (MSI-L); tumori senza alterazioni
sono stabili (MSI-S).

L analisi richiedera una settimana lavorativa.

Test della mutazione p.V600E del gene BRAF e della ipermetilazione del promotore di MLH1
La instabilita dei microsatelliti, seppure presente in circa il 90-95% dei tumori correlati alla
Sindrome di Lynch, & anche riscontrata nel 15% dei CCR sporadici. In questi ultimi casi, ’'MSI &
associata ad ipermetilazione del promotore del gene MLH1 e alla mutazione p.V600E di BRAF, la
cui analisi consente la diagnosi differenziale.

L’analisi della mutazione p.V60OE del gene BRAF sara eseguita a partire da DNA estratto da
tessuto tumorale mediante 1’utilizzo di metodiche quali PCR/sequenziamento di Sanger;
pirosequenziamento; Real Time PCR mediante 1’utilizzo di sonde fluorescenti per discriminazione
allelica; pannelli per targeted sequencing (next generations sequencing); droplet digital PCR.
L’analisi della ipermetilazione del promotore del gene MLH1 sara eseguita a partire da DNA
estratto da tessuto tumorale mediante [’utilizzo di una delle seguenti metodiche: MLPA,
methylation-specific PCR (MSP), Real-Time quantitativa dopo trattamento con bisolfito o altri kit
commerciali validati per IVD.

L’analisi richiedera al massimo 1 settimana lavorativa.
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Test MMR Screening

Per richiedere I'analisi di mutazioni dei geni del MMR sul probando si utilizzera la voce “Test
MMR Screening”, mentre per richiedere l'analisi dei familiari dei pazienti con mutazione si
utilizzera la voce "Test MMR per il familiare'

Il “test MMR Screening” verra eseguito su DNA estratto da sangue periferico e consistera
nell’analisi mediante sequenziamento della regione codificante (incluse le giunzioni introne/esone)
di un pannello di geni che include i geni MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 (Pannello Lynch).

Tale test permettera di individuare le mutazioni puntiformi e piccole inserzioni e delezioni che
comprendono la maggior parte delle variazioni patogenetiche nei geni analizzati. Gli ampi
riarrangiamenti genici saranno identificati mediante 1’uso della tecnica MLPA per i geni MLHI,
MSH2, EPCAM. Qualora i risultati del suddetto screening fossero non informativi, si potra decidere
di effettuare la ricerca degli ampi riarrangiamenti sui geni PMS2 e MSH6 (Fig.1)

Il test MMR Screening eseguito sul DNA del probando richiedera 4-6 settimane lavorative dalla
richiesta al rilascio del referto.

Nei casi negativi, su richiesta del clinico di riferimento potranno essere esplorate eventuali
alterazioni nei geni MLH3 e MSH3.

Pannello Lynch:
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 NEGATIVI

MLPA:
MLH1, MSH2, EPCAM

Mutazioni puntiformi, piccole

z Sy g Ampi riarrangiamenti
inserzioni e delezioni

RISULTATO NON INFORMATIVO

MLPA:
MSH6, PMS2

Ampi riarrangiamenti

Figura 1 Test MMR Screening

4.1.2 Poliposi Adenomatose Familiari (FAP)

Per richiedere I'analisi di mutazioni dei geni responsabili per le poliposi adenomatose familiari sul
probando si utilizzera la voce “Test Poliposi Adenomatose Screening”, mentre, per richiedere
I'analisi dei familiari dei pazienti nei quali é stata identificata e caratterizzata la specifica mutazione

patogenetica, si utilizzera la voce “Test Poliposi Adenomatose per il familiare”.
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Il test verra eseguito su DNA estratto da sangue periferico e consistera nell'analisi mediante

sequenziamento (NGS e/o Sanger) delle regioni codificanti e delle adiacenti regioni introniche dei
geni APC, MUTYH. Riarrangiamenti genici relativi ai geni APC e MUTYH saranno identificati
mediante la tecnica MLPA (Fig.2).

Il Test POLIPOSI ADENOMATOSE Screening richiedera circa 4-6 settimane lavorative dalla
richiesta al rilascio del referto.

Nei casi negativi, su richiesta del clinico di riferimento, potranno essere esplorate eventuali
alterazioni nei geni POLD1, POLE e NTHLL1.

Sequenziamento
APCe MUTYH NEGATIVI

MLPA:
APCe MUTYH

Mutazioni puntiformi, piccole
inserzioni e delezioni

Ampi riarrangiamenti

Figura 2 Test Poliposi Adenomatose Screening

4.1.3 Poliposi Amartomatose Familiari

Per richiedere I'analisi di mutazioni dei geni responsabili per le poliposi amartomatose familiari sul
probando si utilizzera la voce “Test Poliposi Amartomatose Screening”, mentre, per richiedere
I'analisi dei familiari dei pazienti nei quali e stata identificata e caratterizzata la specifica mutazione
patogenetica, si utilizzera la voce “Test Poliposi Amartomatose per il familiare”

Il test verra eseguito su DNA estratto da sangue periferico e consistera nell'analisi mediante
sequenziamento (NGS e/o Sanger) delle regioni codificanti e delle adiacenti regioni introniche dei
geni PTEN, STK11, mentre per i riarrangiamenti genici sara utilizzata la tecnica MLPA (Fig.3).
L’analisi richiedera circa 4-6 settimane lavorative dalla richiesta al rilascio del referto.

Sequenziamento
PTEN e STK11 NEGATIVI

MLPA:
PTEN e STK11

Mutazioni puntiformi, piccole
inserzioni e delezioni

Ampi riarrangiamenti

Figura 3. Test Poliposi Amartomatose Screening
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4.1.4 Test per il familiare

Nei casi di Sindrome di Lynch che di FAP e poliposi amartomatose, 1’analisi della specifica
alterazione individuata nel probando sara effettuata nei familiari, a partire da un prelievo di sangue,
mediante sequenziamento di Sanger, per mutazioni puntiformi o INDEL, o mediante MLPA se si
tratti, invece, di un grosso riarrangiamento del DNA.

L’analisi richiedera al massimo 3 settimane lavorative dalla richiesta al rilascio del referto.
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4.2 CARCINOMA DELLA MAMMELLA E DELL’OVAIO (VEDI MAPPE 1.3.5 E 1.3.6)

Al fine di snellire i modelli prescrittivi per i probandi e per i familiari di donne con mutazione nota
di BRCA, viene proposto I’utilizzo di una sola voce descrittiva che includa 1’intera prestazione
relativa al test genetico. Si utilizzera la voce “Test BRCA Screening” per richiedere I’analisi
genetica delle mutazioni BRCA nel probando, mentre la dicitura “Test BRCA per il familiare” sara
impiegata per 1’analisi dei familiari di portatrici di mutazioni BRCA.

Nel CM trova ad oggi indicazione il solo test germinale su sangue. Nel CO Il test BRCA sara
eseguito sia sul prelievo di sangue che sul tessuto tumorale del probando per individuare anche la

presenza di mutazioni somatiche.

4.2.1 Test BRCA screening su sangue per I’individuazione di mutazioni germinali (mammella
e ovaio)

Il Test BRCA per I’individuazione di mutazioni germinali nel probando sara eseguito a partire da un
prelievo di sangue e consistera nell’analisi mediante sequenziamento (Sanger o NGS) delle intere
regioni codificanti dei geni BRCA1 e BRCA2, comprese le giunzioni esoni/introni. Il test
permettera di individuare variazioni della sequenza del DNA come mutazioni puntiformi e piccole
inserzioni/delezioni che comprendono circa il 90% delle varianti patogenetiche. Il restante 10% ¢
costituito da ampi riarrangiamenti genici (es. delezioni di uno o piu esoni o dell’intero gene) che
saranno identificati mediante MLPA (Fig.4).

L’analisi richiedera al massimo 3 settimane lavorative dalla richiesta al rilascio del referto.

NGS /Sanger Sequencing MLPA
BRCA1&2 RISULTATO NEGATIVO . BRCA1 &BRCA2

Mutazioni puntiformi,

piccole inserzioni e delezioni Ampi riarrangiamenti

[ |

RISULTATO POSITIVO RISULTATO NON INFORMATIVO

!

MUTAZIONE

GERMINALE
ESTENSIONE .
Al FAMILIARI

Figura 4. Test BRCA screening germinale




4.2.2 Test BRCA screening su tumore per I’individuazione di mutazioni somatiche e germinali

Nel CO, il Test BRCA per I’individuazione di mutazioni somatiche ¢/o germinali nel probando sara
eseguito anche su tessuto tumorale fissato in formalina ed incluso in paraffina (FFPE) e consistera
nell’analisi mediante sequenziamento (NGS) delle regioni codificanti dei geni BRCA1 e BRCA2,
comprese le giunzioni esoni/entroni, come gia descritto per 1’analisi su sangue.

Le varianti identificate saranno confermate mediante Sanger Sequencing oppure, soprattutto nel
caso di mutazioni somatiche rilevate con bassa frequenza allelica, sara ripetuta I’analisi NGS (Fig.
5).

L analisi richiedera al massimo 3 settimane lavorative dalla richiesta al rilascio del referto.

NGS /Sanger Sequencing
BRCA18&2
(Mutazioni puntiformi, piccole

inserzioni e delezioni)
+
MLPA BRCA1&2
(Ampi riarrangiamenti)

RISULTATO POSITIVO RISULTATO NON INFORMATIVO

MUTAZIONE
SOMATICA

ESTENSIONE MUTAZIONE
AIFAMILIARI

CARCINOMA 5PORADICO
SENZA DEFICIT DI BRCA

GERMINALE

y CARCINOMA CARCINOMA SPORADICO
EREDITARIO CON DEFICIT DI BRCA

Figura 5. Test BRCA screening somatico e germinale

4.2.3 Test per il familiare

Sia nei casi di carcinoma della mammella sia in quelli di carcinoma dell’ovaio, al fine di
identificare gli individui mutati a rischio di malattia, il test BRCA sara esteso ai familiari del
probando risultato positivo al test di screening per le mutazioni germinali. L’analisi della specifica
alterazione individuata nel probando sara effettuata, a partire da un prelievo di sangue, mediante

sequenziamento di Sanger, nel caso I’alterazione consista in una mutazione puntiforme o una
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INDEL, o mediante MLPA nel caso si tratti, invece, di un grosso riarrangiamento del DNA.

L’analisi richiedera al massimo 4 settimane lavorative dalla richiesta al rilascio del referto.

4.2.4 Interpretazione delle varianti

Lo spettro mutazionale dei geni BRCA é molto ampio, pertanto il problema della classificazione
delle varianti geniche identificate & di grande rilevanza, in quanto possono essere rilevate differenti
alterazioni alle quali attribuire un significato clinico.

L’interpretazione del significato clinico delle varianti identificate e la loro classificazione saranno
effettuate seguendo le linee guida dell’Evidence-based Network for the Interpretation of Germline
Mutant Alleles (ENIGMA) disponibili sul sito internet del consorzio (http://enigmaconsortium.org).
Il consorzio ENIGMA si propone di effettuare una raccolta sistematica e centralizzata delle varianti
BRCA osservate, al fine di contribuire alla miglior classificazione delle stesse nei diversi laboratori
che effettuano il test BRCA.

L’esito del test dara due possibili risultati:

a) test informativo o positivo che identifica una mutazione a chiaro significato patogenetico

b) test non informativo che porta a mancata identificazione di mutazioni oppure identifica varianti

di sequenza alle quali non e al momento possibile attribuire un significato clinico certo (VUS).


http://enigmaconsortium.org/

5. IL COUNSELING ONCOGENETICO POST-TEST

Programmi di riduzione del rischio oncologico

Nella fase di counseling oncogenetico post-test sono previste la comunicazione del risultato del test
genetico ¢ la discussione dell’utilizzo clinico in base all’esito del test, come riassunto nella seguente

flow-chart:

Comunicazione del sospetto diagnostico
e prescrizione del test

Counseling post-test:
comunicazione del risultato del test
e presa in carico del paziente

Per Cco

Test Positive
Test Positivo per mutazione a significato
sconosciuto (VUS)

Test
Non Informativo

N

Altri test Follow-up informare
— indicati/ Follow-up e prevenzione circal’'eventuale
disponibili primaria ruolo funzionale
o meno della VUS

€

Estensione
ai familiari

Nei soggetti individuati a rischio, dovranno essere attuati programmi ed interventi di prevenzione
come di seguito dettagliato. Per tali indagini e interventi dovranno essere previsti appositi

codici di esenzione per rischio di cancro su base eredo-familiare.

5.1 Programma preventivo per paziente con CO/CT/CPP o CM e soggetto sano portatore di
mutazioni in BRCA 1/2

Per le pazienti, portatrici di mutazioni nei geni BRCA1/2, sono raccomandate specifiche misure di
prevenzione oncologica, quali la sorveglianza clinico-strumentale e/o la chirurgia profilattica, in

base allo stadio di malattia al momento del counseling oncogenetico post-test33-°.
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Per i familiari sani, portatori di mutazioni, sono previste, invece, possibili misure di prevenzione

oncologica quali: modificazione dello stile di vita, farmacoprevenzione, sorveglianza clinico-

strumentale e chirurgia profilattica.

In entrambi i casi, le misure preventive raccomandate sono descritte nella seguente tabella:

SORVEGLIANZA CLINICO-STRUMENTALE INTENSIVA
STATO
MUTAZIONALE SEDE ESAME FREQUENZA
Donne Carrier BRCAL1/2| Mammella |Esame clinico senologico Semestrale
Test non Ecografia mammaria Semestrale
informativo (con Mammografia (dai 35 anni) Annuale
alta familiarita) RMN mammelle + mdc Annuale
Carrier BRCAL/2| Tube/ovaie |Eco pelvica transvaginale Semestrale
Test non Cal25 Semestrale
informativo (con
alta familiarita)
Carrier BRCAl Colon-retto | Sangue occulto nelle feci Annuale
Colonscopia Individualizzata
sulla base del
pedigree
Carrier BRCA2 Cute Visita dermatologica Annuale
(prevenzione melanoma)
Carrier BRCA2 Occhio Visita oculistica con Annuale
valutazione del fondo
oculare
(prevenzione melanoma
della coroide)
Uomini Carrier BRCA1/2| Mammella |Esame clinico senologico Annuali
. . Ecografia mammaria
dai 40 anni .
( ) Mammografia (se
ginecomastia)
Carrier BRCAL1/2 Prostata PSAssierico e visita Annuale
urologica
Cute Visita dermatologica Annuale
Carrier BRCA2 .
(prevenzione melanoma)
Occhio Visita dermatologica Annuale
Carrier BRCA2 .
(prevenzione melanoma)
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Chirurgia profilattica (solo per le donne)

Carrier BRCAL/2 Mastectomia profilattica bilaterale con ricostruzione contestuale
(offerta in casi selezionati nell’ambito del SSN e/o SSR

Carrier BRCA1/2 Salpingo-ooforectomia profilattica (offerta a partire dai 35-40
anni nell’ambito del SSN e/o SSR, raccomandata entro i1 40 anni
per le carrier BRCAL ed entro i 45-50 anni per le carrier

[BRCA2)
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5.2 Programma preventivo per paziente Lynch

L’esito del test genetico per i pazienti portatori di malattia oncologica non cambia il programma

clinico ma puo essere utile per i familiari.

Le misure preventive raccomandate sono descritte nella seguente tabella:

SORVEGLIANZA CLINICO-STRUMENTALE INTENSIVA

STATO
MUTAZIONAL FREQUENZ
E SEDE ESAME A
Colonscopia (dai 40 anni) Annuale
Colonscopia (dai 20 anni o da
un’eta inferiore di 5 anni al .
o Biennale
caso piu precoce nella
Colon-retto | famiglia)
Sorveglianza endoscopica
colon residuo (paziente che ha
L ; Annuale
gia subito intervento di
colectomia parziale)
Carrier
hMSH2/hMLH1 Discutere col paziente sulla
Uomini/d 0 possibilita di controlli
omini/donne Test non (citologia urinaria,
informativo (con | Altri organi |videocapsula), con scarsa
alta familiarita) | (stomaco, |evidenza di efficacia,
tenue, vie [ (raccomandabile ’EGDscopia Annuale
urinarie, [con valutazione di fattori di
cute) rischio dai 40 anni)
Visita dermatologica
(ca sebacei)
Altri organi
(encefalo,_ Sconsigliata (motivare)
pancreas, vie
biliari)
Carrier
hMSH2/hMLH1 | Utero/(ovaie) | Eco pelvica transvaginale Annuale
0
Donne Test non

informativo (con
alta familiarita)

Mammella

Screening come per
popolazione generale
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Carrier
hMSH2/hMLH1
0 Prostata Screenir_mg come per
Test non popolazione generale
informativo (con
alta familiarita)

Uomini

Carrier Considerare colonscopia a
Colon-retto

Uomini/donne 1 \1sHe/pms2 intervalli pidl lunghi

CHIRURGIA PROFILATTICA

L’ipotesi di colectomia profilattica va discussa (evidenza di scarsa qualita)

Carrier Modesto allungamento dell’aspettativa di vita, non significativo se corretto per
hMSH2/hMLH QOL
1

Proporre isteroannessiectomia profilattica opportunistica in caso di chirurgia
nelle donne che abbiano completato il piano familiare
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5.3 Programma preventivo per paziente FAP

L’esito del test genetico, per il paziente portatore di malattia oncologica, anche in questo caso non
cambia il programma clinico ma puo essere utile per i familiari.

Le misure preventive raccomandate sono descritte nella seguente tabella:

SORVEGLIANZA CLINICO-STRUMENTALE INTENSIVA
STATO
MUTAZIONALE SEDE ESAME FREQUENZA
Colonscopia (dai 12 anni) Annuale
Colon-retto Sorveglianza endoscopica
colon residuo (paziente che Annuale
ha gia subito intervento di
colectomia parziale)
) Altri organi |EGDscopia (dai 30 anni o
Carrier APC (digerente  [prima dell'intervento di
0 superiore) |colectomia)
.. Test non
Uomini/donne . .
informativo
(con fenotipo
presente) Altri organi
(encefalo, |Mancano evidenze
tenue, fegato |(videocapsula tenue in casi
per da valutare)
epatoblastoma)
Altri organi o .
(tiroide) Ecografia dai 15 anni Annuale
CHIRURGIA PROFILATTICA
Colectomia in base al fenotipo (numero dei polipi, displasia) o comunque attorno ai
Carrier APC 20 anni.
IRA o IPAA secondo compromissione del retto e/o, mutazione.
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6. Organizzazione della rete regionale per le neoplasie eredo-familiari

La gestione dei pazienti con sindrome neoplastica eredo-familiare e delle loro famiglie e
estremamente complessa, come rappresentato nei paragrafi precedenti. La presa in carico dei
pazienti e delle loro famiglie, il counseling genetico pre- e post-test, la esecuzione ed
interpretazione di indagini complesse di biologia molecolare, la adozione di programmi dedicati di
sorveglianza sanitaria, richiedono un elevato livello di specializzazione ed organizzazione delle
strutture coinvolte. L’approccio al paziente con sospetta sindrome neoplastica eredo-familiare
necessita infatti di un approccio multidisciplinare con competenza non presenti in presidi di
dimensione limitata. Data la complessita di questi casi e la rilevanza ai fini della prevenzione della
individuazione e della stima del rischio, un percorso dedicato a questi pazienti e dei loro familiari
dovrebbe essere attivato esclusivamente presso i CORP ed i CORPUS della Regione. Per quanto
riguarda poi la organizzazione della rete laboratoristica della Regione Campania per la esecuzione
dei test genetici, le strutture dedicate sono state gia indicate nel Decreto del Commissario ad Acta
n.58 del 05/07/2018.
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