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Genoma umano

Genoma nucleare Genoma mitocondriale:
3.000 Mb 16,6 kb
22.000-25.000 geni 37 geni
| |
[<30% ~70% | [ I I
Geni e sequenze DNA extra- Due geni 22 geni 13 geni che
correlati ai geni genico Per rRNA Per tRNA codificano polipeptidi
|
Sequenze uniche o
moderatamente ripetute ~80% ~
~10%| ~90%
DNA DNA non Sequenze uniche o con Da mediamente ad
codificante codificante un basso numero di copie altamente ripetute
[ [ ] l I
Pseudogeni rammenti Introni, Ripetizioni in Ripetizioni
genici sequenze non tandem o ripetizioni intersperse

tgiotte, ecc.

raggruppate




Tabella 7.1: |l genoma nucleare e il genoma mitocondriale nell'uomo

Genoma nucleare

Genoma mitocondriale

Dimensione

N° di molecole di DNA differenti

N° totale di molecole di DNA

per cellula
Proteine associate
N° di geni
Densita genica
DNA ripetitivo

Trascrizione

Introni
% di DNA codificante
Utilizzazione dei codoni

Ricombinazione

Eredita

3.300 Mb

23 0 24 (nelle cellule XX o XY rispettivamente),
tutte lineari

23 nelle cellule aploidi; 46 nelle cellule diploidi

Diverse classi di istoni e proteine non istoniche
. 22.000-25.000
1100 kb

Un'ampia frazione,

La maggioranza dei geni viene trascritta
individualmente

Si trovano nella maggior parte dei geni
~ 3%

Codice universale

Almeno una volta per ciascuna coppia di omologhi

alla meiosi

Mendeliana per le sequenze sull’X e sugli autosomi;

patrilineare per le sequenze sull'Y

16,6 kb

Una molecola di DNA circolare

Numerose migliaia

Per lo piu senza proteine
37

1/0,45 kb

Pochissimo

Vengono trascritti piu geni uno
di seguito all’altro

Assenti
~93%
Universale variato a 4 codoni

Nessuna

Esclusivamente matrilineare

Segregazione

Tasso mutazione

Mitosi e meiosi

Distribuzione casuale

10 volte maggiore



Concetti di

« Omoplasmia: una varieta (wt o
mutata di DNA mitocondriale

« Eteroplasmia: DNA mitocondrial
presente sia nella forma wt sia in
quella mutata

« Segregazione casuale dei
mitocondri durante la divisione
cellulare

e

| Replicazione dei mitocondri |

Una cellula
eteroplasmica
possiede due
varieta distinte
di DNA nei suoi
organelli.

\rGli organelli

segregano in
modo casuale
durante la
divisione cellulare,...

v

%%*@@ o8
2 6 g
@*% %@9*%@

% ...si riproducono,...

...e segregano di
nuovo casualmente
nella successiva

divisione cellulare.

Cellula
omoplasmica

Y
Cellula
eteroplasmica

Y
Cellula
omoplasmica

Conclusione: Gran parte delle cellule & eteroplasmica, anche
se, casualmente, alcune possono ricevere un solo tipo di
organello (per esempio tutti gli organelli normali o tutti mutanti).
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EREDITARIETA’ MITOCONDRIALE

Mutazioni nel DNA mitocondriale (mtDNA)
Maschi e femmine sono affetti
Femmine trasmettono la malattia (i maschi non la trasmettono)

Variabilita nell’espressione dovuta alla quantita di mtDNA mutato

OMOPLASMIA (tutte molecole wild type o tutte mutate di mtDNA tutte uguali)
ETEROPLASMIA (popolazione mista di mtDNA normale e mutato)

EFFETTO SOGLIA: effetto delle mutazioni del mtDNA é determinato dalla relativa
proporzione wild type / mutato in un determinato tessuto
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Mutazioni dinamiche

STABLE MUTATIONS * All affected members of a family
from generation to generation share the identical inherited mutation

Repeat expansion mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

e I ) ) P [ R B ) T ) I G R S ) [ ) T
DNA—C ATTCACAGGTAATCATGCTA
bases

-- His H Ser H Gin H val H 1le H Met H Leu |-

N
L3

Amino acid

Unstable expanding repeats SR S—
(DYNAMIC MUTATIONS) ) LY (caal

Microsatellite: repeated units ~{ His H Ser H Gin

Repeated trinucleotide adds a string
of glutamines (GIn) to the protein.




Unstable - dynamic mutations

Type: Usually trinucleotide, but even 4 (x1), 5 (X2), 6
(x2) or 12 (x1) nt, repeat expansion. It becames a
mutation when the number of triplets is greater than in a
normal gene (threshold)

Instability: Beyond the threshold the number of triplets
in the disease gene continues to increase (from 20-30
to 3000-5000) as the gene is transmitted

Consequences on gene function: the growing triplet
tract alters gene expression and/or function: faulty
protein, splicing defects, suppression of expression,
defective antisense regulation

Consequences on phenotype: Severe neuromuscolar
and neudegenerative disorders
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Expansion and anticipation

Severity and age of onset correlate with repeat
number that tends to expand through generations
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B [CAC]e 18 bases
I" [CAG]49 120 bases
b ]
5 UTR codlng exon 3 UTR
(CGG) Frledrelch (CAG) (ATTCT) (CTG)
FMR-1 Ataxia PolyQ ataxias SCA10 SCA8, DM1
HD, SCAs 1- .
Fragile X ( S Spino ,
3,6,7,17) Mpyotonic
Mental cerebellar
retardation Polyglutamine  ataxia dystrophy

diseases



Classification and pathogenic mechanisms

Class A: Outside coding regions. Large expansion in introns,

5'- and 3'-UTR, promoter regions
 Fragile X syndrome

* Myotonic dystrophy

* Friedreich ataxia

Class B: Limited expansion of the instable CAG triplet in coding
regions (polyGlutamine/Q)

« Huntington’ s disease
» Spinocerebellar ataxia (different forms)
* Kennedy disease

Class C: limited expansion of relatively stable imperfect (less
dynamic) triplets GCN (polyAlanine/A)

» Congenital central hypoventilation syndrome, or Ondine's curse



X FRAGILE
(una delle cause piu frequenti di ritardo mentale moderato nei maschi)

Xq27.3
FMR1 gene



Fragile X syndrome: gene FMR1

FMRT gene (Xc27.9)

5'-UTR ATG
/
/
Spreading,
tS inr?; ;igtional (—blr 8’ (—5!* (_5’ (—5’ Normmal (6-50) g ;Ziw ot
00000686006 e

—» — Fragile X syndrome (>200)

L R - R N R N A N

Nature Reviews | Genetics



Anticipation phenotype in three-generation families with DM1

-

¢ Congenita

myotonic
dystrophy

Myotonia ’ Myotonia
since age 50 since late teens




Dystrophic myotonia (DM1): DMPK gene

S1ze of CUG repeat

DM1 phenotype n=50-400(;\

/

“Premutation”
Asymptomatic n=38-49

Normal n=5-37

(CUG), 3 (AAA)

< >4
S'UTR

. —><
DMPK Gene (coding region)

3'UTR




Neurodegenerative 24| 33 —@ 17 29

disorder pro.d.ucing al b c d
motor, cognitive and 3
psychiatric symptoms. 13, +4]

3633 () 2417
Huntington’s Disease b ld ac

HD Allele (>40)
HD Allele with reduced penetrance (36-39)

40

36
Mutable normal allele (27-35)

27 T
Normal allele (<26)



Age at onset

Relationship between CAG repeat number
and age of onset of disease

70 -
60 - I!I
50 - II!

40+

il i||

3638394041424344 454647 48495051 525354 55565758 50606167687073

CAG repeats
TRCI\'DS n GU”C«"CS



Esclusione allelica: imprinting

AA XX

Entrambi gli alleli (geni autosomici) Solo un allele (geni X-linked)
sono attivi (quasi tutti i loci) e attivo (quasi tutti i loci)

ESCLUSIONE ALLELICA: casuale

Inattivazione dell’ X
Meccanismi sconosciuti



OSSERVAZIONI =" IMPRINTING

Osservazioni sperimentali.

Embrioni di topo ottenuti per fusione di pronuclei di origine materna o paterno
(diploidia uniparentale) non si sviluppano.

Osservazioni naturali.

Diploidia uniparentale paterna: Non sviluppa I'embrione e I'epitelio trofoblastico
puo trasformarsi in coriocarcinoma.

Diploidia uniparentale materna: Massa disorganizzata di tessuti embrionali
(“teratoma ovarico’) senza presenza di annessi extra-embrionali.

Fenotipi di aborti umani triploidi sono diversi se il contributo diploide € materno
O paterno.

Alcuni caratteri autosomici dominanti si manifestano solo quando ereditati dal
padre o dalla madre.



IMPRINTING GENOMICO

Origine parentale dei cromosomi: effetto sull’espressione dei geni

imprinted region

D\

Sperm Cell

One area of the larger maternally
derived chromosome is imprinted
so it is turned off in the zygote.
Only gene(s) in the corresponding
region of the paternally inherited

chromosome are active. H H

@© Clinical Tools, Inc. Zygote




Gameti

Fecondazione Gametogenesi

R Zigote
Cellule somatiche

A* T A
B- | B*

Maschio

> Gameti

o

Rimozione vecchio e
definizione nuovo imprinting

A* T A
B- | B

Femmina
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Prader-Willi
syndrome

Obesita

Ritardo mentale
Problemi linguaggio
Mani e piedi piccoli
I[pogonadismo

Angelman syndrome
(Happy Puppet)

Grave ritardo mentale

Assenza della parola

Lingua protrudente

Atassia e movimenti stereotipati
Crisi epilettiche



Entrambe le malattie possono essere dovute a:

1. Delezione dell'intera regione cromosomica
15911-13 (paterna nella PWS, materna nella AS);

2. Disomia uniparentale (UPD) (materna nella
PWS, paterna nella AS);

3. Errore di imprinting

4. Solo per la sindrome di Angelman: mutazione
nella copia materna del gene AS



Cause di Prader-Willi/Angelman: delezione
P M
PWS

Pattern di espressione normale: espresse
(simbolo bianco) le regione PWS (quadrato) del
cromosoma paterno e AS (cerchio) del
cromosoma materno

AS

P

Sindrome di Prader-Willi: manca
espressione della regione PWS

. M Delezione sul cromosoma paterno

Delezione sul cromosoma materno

Sindrome di Angelman: manca
espressione della regione AS




Cause di Prader-Willi/Angelman:

disomia uniparentale (UPD)
(entrambi i cromosomi ereditati da un solo genitore)

UPD paterna

P P Sindrome di Angelman: assenza
espressione regione AS

UPD materna

. Sindrome di Prader-Willi:
M assenza espressione regione
) PWS
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. .
Active Inactive
O ®

C) AS

A) B) ~70% ~29% ~1%
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; & 1

PWS

AS
Nomal deletion UPD ID

IC) ~70°/o ~4°/o ~8°/o ~3°/o ~15°/o
P —nln_ P P P M P M
& b 4 &
deletion UPD ID nﬁg‘:‘ﬁn Otlper
B) PWS ID: imprinting defect

IC: Imprinting center



Uniparental disomy (UPD): definition

« Correct chromosome number
« Both homologs of a specific chromosome (or chromosomal
segment) are inherited from the same parent

Paternal

pUPD mUPD pUPD mUPD

UP_iD — Isodisomy Normal UPhD — Heterodisomy
|dentical chromosomes Non identical chromosomes



Cause UPD:
non disgiunzione in meiosi e “rescue della trisomia

Replicazione Fecondazione
Appaiamento /7

| meiosi
ND [l meiosi
“Rescue” UPhD

3 —_— ) .
trisomia
—_— —_—
“Rescue’
trisomia

.. —_—
Il meiosi \
loSi ND

| meios
ﬁ _

Replicazione
Appaiamento

—>




Uniparental disomy (UPD): consequences

Undetected
A

Lethal < UPD > Normal

|

Disease

Altered imprinted gene dosage (iso- and hetero-disomy)

Unmasking mutant (*) recessive mutations (isodisomy)

——o
— om



Uniparental disomy (UPD): identification
marker genotyping

g = B g = G 2 ® 2
€ § 3 g £ 3 3 s 3
DNA: 8 ® & DNA: 8 % & ona: B B B
! - ) b -
2 - e 2 e
3 - -
3 - e e

Maternal isodisomy Biparental inheritance

1O

14 23
13 23

O

3 mUDhP
2 mUDiP
Both parents

Maternal heterodisomy

2
2

(1) UPD(7)mat: Hetero- and isodisomy

D7S2446 D752452
Heterodisomy Isodisomy
Father
1 3 1 2
Mother
f‘f! l*!
2 3
Patient

wM_JL_@L_
[HO

13 24
12 23

mUDhAP
mUDIP

W N
w &



Uniparental disomy (UPD): identification
SNP array

—

% Normal copy number

LogR ratio

=== Allele B

05 : Lack of heterozygosity

B allele frequency

.1 Allele A

pl2 ql2 q21.3 q23.1 q24.3 q31.3 q32.2
v GG I IEE "I EE T
pll.2
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Base position (Mb)

Identification of only isodisomy
Unless parents’ DNA is available for comparison



Tumore: malattia genetica

» Generalmente malattia genetica delle cellule somatiche
(mutazionisomatiche non trasmissibilibili): TUMORI
SPORADICI

= Sj possono riscontrare piu casi di tumore nella stessa
famiglia (aggregazione familiare) senza che ci sia
predisposizione genetica. Possono essere dovuti al
caso (tumori frequenti), fattori ambientali, origine
multifattoriale.

* piu raramente mutazioni costituzionali, presenti in tutte
le cellule, e trasmissibili;: TUMORI EREDITARI, con
predisposizione genetica. Rappresentano una frazione
dei tumori familiari



CANCRO: Malattia genetica

(non necessariamente ereditaria)

« Geni con diverse funzioni

— Controllo del ciclo cellulare
— Inibizione da contatto

— Controllo dell’ apoptosi

— Riparazione del DNA

« Mutazioni con diversi effetti

— Acquisizione di funzione (“gain of function™)
— Perdita di funzione (“loss of function”)

— Effetto dominante negativo

— Anomalie cromosomiche

— Amplificazione genica

— Alterazioni epigenetiche



EVOLUZIONE CLONALE:
Accumulo di mutazioni
multiple sequenziali
di una singola cellula e della sua
progenie

SN

® ® | mutazione

Y\ P

® ® ® @ Il mutazione

N N N N

Q)00 ) O 0O @ulmutazione

_ _ cellule epiteliali
una mutazione conferisce che crescono
sulla lamina basale

un vantaggio a una cellula
8000000001 00000000000

l E PERMANENZA

IN VITA
DELLA CELLULA
MUTATA

una seconda mutazione conferisce un vantaggio

ulteriore
000000000 0000A0ARAKARN

; E PERMANENZA
una terza mutazione IN VITA
conferisce DELLE CELLULE

un vantaggio ulteriore  MUTATE

PROLIFERAZlONE

E CAPACITA
INVASIVE AD ALTA
PERICOLOSITA

.........



How cancer varies over space and time: strategies
(thanks to next generation sequencing)

Tumor sampling for sequencing
*Single-cell

*Biopsy specimen (mixed population of cells)

Geographical sampling: multiple samples from an
individual cancer obtained at a single point of time

Longitudinal sampling: comparison of samples at
different different time points, such as diagnosis,
relapse, metastasis



Novel evidence for tumor evolution

Incomplete clonal expansion:

mutations occurring after MRCA are subclonal.

Most recent

Normal MRCA
cell cell

There is a shared ‘trunk’, representing the mutations shared by
all malignant cells (MRCA : most recent common ancestor).

These mutations are fully clonal, there must have been

ancestral cell that carried all of these mutations and through

which all extant tumour cells can trace their lineage.

+ Driver mutations

common ancestor

a single

A

Distant

metastasis
Time point X: Time point Y:
diagnosis and distant and

treatment initiation  local relapse

Yates and Campbell, 2012

P
Time

Nature Reviews | Genetics



Geni di suscettibilita al Cancro

1. Oncogeni (proto-oncogeni)

2. Geni oncosoppressori

3. Geni di risposta al danno al DNA

Proto-oncogeni —>

Divisione
cellulare

|7 Oncosoppressori



PROTOONCOGENI > ONCOGENI

Stimolano la divisione cellulare

ATTIVAZIONE di oncogeni: “gain of function”

(eccessivamente attivi o nuova attivita)

Effetto DOMINANTE: Mutazioni attivanti

Tumori ereditari (molto rari)

Tumori sporadici (piu frequente)



Activaction of oncogenes in hereditary syndromes

Syndrome

Hereditary papillary renal carcinoma (HPCR)

Inheritance

Autosomal dominant with incomplete
penetrance

Primary tumor

Renal-cell cancer

Associated
cancers

and other traits

No

Gene/localization

MET (heterozygous germline mutations) / 7q31

Proposed function
of gene product

Transmenbrane tyrosine kinase receptor for
hepatocyte growth factor

Clonality

Trisomy 7 (duplication of the chromosome
geari)ng MET activacted, increasing the gene
ose

Only a small percentage of papillary renal carcinomas
has mutations in the MET gene
(different pathogenesis in hereditary and sporadic cases)




Meccanismi di attivazione di proto-oncogeni
Difetti qualitativi o quantitativi

proto-oncogene

—
MUTAZIONE
ST L SRR T ST AMPLIFICAZIONE GENICA RIARRANGIAMENTO CROMOSOMICO

oppure

DNA—T_ —T—T—T— —-T— —C‘_—DNA

RNA (I — | ——  E— | —— | — I —
| — I —— RNA
| —— [
proteina iperattiva proteina normale sequenza regolatrice la fusione con un gene
in quantita normale sovraprodotta di DNA adiacente causa attivamente trascritto
una sovraproduzione induce una forte
di proteina normale sovraproduzione

della proteina di fusione,
oppure la proteina
di fusione ¢ iperattiva




1) Mutazione nella sequenza codificante
attivazione costitutiva di Ras mediante
mutazioni missense

Esterno Un fattore di crescita si lega Fattore
della cellula al proprio recettore... {. di crescita

) T

| [ ‘t%\ l Bk
NI come proteina cinasi JOCL v\g XL lza 9N09N00E ‘ éz&

e lega proteine adattatrici. | M utaZ|on | dl RAS
wa i, | bloccano la proteina
di legare il GTP e di attivarsi. ne"a sua fOI'ma

— @ E ﬁ;cﬁ?;;g;vata attiva legata al GTP

Interno
della cellula

Proteina
adattatrice

Questi eventi avwengono
sulla membrana.

Somatic missense

La Raf attivata € una

protelna cinasi che fosforila

molte molecole di MEK.
La MEK attivata & una proteina
Clnasi che fosforila molte

activating mutations at [S;iﬁ};g{;j‘;jweng"”o molecole i MAP cinas.

positions 12, 13, and 61 in

y 3 C:\
La MAP cinasi, It
30-40% colorectal cancers %/J FE e
puo penetrare nel nucleo. \\\

Nucleo
Ris.poﬁte+ cﬁllulari



2) Amplificazione genica
Amplificazione di un frammento di DNA centinaia di volte che si osserva in
molti tumori e che, molto probabilmente, contiene geni che favoriscono la
progressione del tumore. Puo essere visibile citogeneticamente come:

 Homogeneously Staining

Regions (HSRs) Segmento di
DNA amplificato molte volte
allinterno di un cromosoma normale

* Double minutes
Piccoli corpi di DNA
extracromosomico
circolare privi di
centromero che si
replicano nel nucleo
prima della divisione
cellulare




3) Riarrangiamenti cromosomici: traslocazioni

Neoblasm Chromosomal % of Proto-Oncogene
P translocation cases affected
t(8;14)(q24;932) 0.80
Burkitt lymphoma t(8;22)(g24;911) 0.15 MYC
t(2;8)(q11;924) 0.05
Chronic myeloid €(9:22)(q34;911) | 0.90-0.95 ABL-BCR
leukemia ’ ’ ' '
Acute lymphocytic ] _
I : t(9;22)(q34;q911) 0.10-0.15 BCR-ABL
eukemia
Follicular lymphoma t(14;18)(q32;921) BCL-2
Acute Lymphf)blastlc €(1:19)(q23;p13) PRL homeobox
leukemia gene
Acute promyelocytic ] _ _
leukemia t(15;17)(q22;q911) PML-RARA
Chronic lymphocytic | 44.44413:932) | 0.10-0.30 BCL-1

leukemia




Linfoma di Burkitt

esempio di traslocazione in una regione attiva trascrizionalmente

IgH (pesanti) IgA (leggere) Igk (leggere)
14932 22q11 2p12
A B C D

8q* 8q*
L L‘r- A"‘ ) (‘[ _',-\"'_)
) > < {, ,—\\
o N g Ty e

e \ Wy e-MYC - - *he-mye I o-myC

1(8; 14) ts8; 14) 1s; 22)
Endemic case Sporadic cases

t(2; 8)

MYC traslocato in loci (geni per immunoglobuline)
che producono anticorpi e che sono
attivamente espressi in cellule B



3 LEUCEMIA MIELOIDE
n ‘ " “ CRONICA (CML)

Esempio di traslocazione
cromosomica che genera un nuovo
gene (gain of function)

“"" B8 i | u 5;5

"9 10

¢t 47 o
13 15

‘; )f,\ lgﬁ i : oH —l} {L}'—'}v.. _'}”1‘_'[
ber Tt Jor -t
@

-
|

Sphcing

l [ ranscription

BoAbl mRNA LT 1TV T 91 ]

lranslation

Bor/Abl fusion protein

Utilizzo di farmaci inibitori delle tirosin chinasi: imatinib, un
competitore dell’ATP, che agisce in modo specifico su ABL )



Follicular lymphoma: t(14;18)(q32;q921)

a Y
18q-
p p ?
«—bcl-2
q q H chain
£18 A~ enhancer
antibody H
chains —, @‘“‘“bd‘z
U
¥ 14

* Fusion gene is deregulated: high levels of Bcl-2 transcription;
« BCL-2 is inhibitor of apoptosis;
» Decreases the propensity of cells for apoptosis.



SPECTRAL KARYOTYPING

¥ Spectral karyotyping:
"o i M utilizzo di sonde marcate
1 s 0

con coloranti diversi per

3
SR ciascun cromosoma
6 7 9

0 11 =

16 17 18
o8 OF

21 22 XY

mar1 mar2 mar3 mard mar5 mar6

38 44

€

Chromosomes from Human Cancers

Nature Reviews | Cancer



ONCOGENI

(A) mutazione ad acquisto di funzione con iperattivazione

\ /
un unico evento di mutazione v

~N

nel proto-oncogéne — — SOpravvivenza

lo trasforma in oncogéne _ e proliferazione
/

eccessive

~N
/7 x \
la mutazione attivatoria conferisce
all’oncogene la facolta

di sopravvivere e proliferare

cellula normale

(B) mutazione a perdita di funzione con disattivazione

un secondo evento \\ / P
un evento mutageno mutageno _
~ -~ sopravvivenza
> > — - © prollft_erazmne
disattiva una copia disattiva la seconda _ eccessive
del gene copia del gene / \
r r
cellula oncosoppressore nessun effetto oncosoppressore / | \
normale della mutazione

due mutazioni disattivanti azzerano
la funzione svolta dal gene
oncosoppressore, e riducono il controllo
sulla sopravvivenza e proliferazione cellulare

a carico di una sola copia

GENI ONCOSOPPRESSORI



Geni oncosoppressori
Controllano la proliferazione cellulare

INATTIVAZIONE di geni oncosoppressori: perdita di funzione

Effetto RECESSIVO: entrambi gli alleli sono inattivati

IPOTESI “TWO-HITS”
Tumori ereditari e sporadici

Tumori sporadici
2 mutazioni somatiche

Tumori ereditari
1 mutazione germinale + 1 mutazione somatica



TUMORE SPORADICO: 2 Mutazioni somatiche

s Geni normali
(in tutte le cellule)
S8 e e Perdita di un allele
(mutazione somatica in una o piu cellule)
*
/ Perdita del secondo allele
et Mutazione ~ @(ﬂ
" 0

Inattivazione/metilazione

LOH _

[ @]




TUMORE EREDITARIO:
Mutazione germinale + mutazione somatica

Perdita di un allele
®e (mutazione ereditata da un genitore in tutte le cellule)

Perdita del secondo allele

\
Mutazione

Inattivazione/metilazione H

LOH




Cio che viene
ereditato e la
PREDISPOSIZIONE

7.

.

\

Portatori

asintomatici




Tumori ereditari (5%): potenziali indicatori

= Casi multipli nella famiglia in piu generazioni (parenti di primo grado)
» Specifici tipi di tumore nello stesso individuo o in membri diversi della famiglia
» Riconoscimento di una sindrome con predisposizione a tumori

= Esordio ad un’ eta piu giovane rispetto ai tumori sporadici

= Diagnosi di tumore con nota componente ereditaria (retinoblastoma, tumore midollare
della tiroide, feocromocitoma)

= Mutazione identificata in gene-tumore in un membro della famiglia

Consulenza genetica

Identificare famiglie e individui a rischio
Test molecolari di screening di mutazioni
Prevenire tumore e fornire terapie adeguate
Diagnosi prenatale



Geni Oncosoppressori implicati in Tumori Ereditari

Gene Malattia

APC FAP (Familial Adenomatous Polyposis)
VHL Syndrome di Von Hippel-Lindau

WTA1 Tumore di Wilms Ereditario

RB1 Retinoblastoma Ereditario

NF1 Neurofibromatosi 1

NF2 Neurofibromatosi 2

p53 Sindrome di Li Fraumeni

P16/CDK4 | Melanoma Ereditario

PTCH Nevoid Basal Cell carcinoma syndrome
MEN1 MEN (Multiple Endocrine Neoplasia) tipo 1
gggﬁ; Carcinoma Ereditario Mammella/Ovaio




RETINOBLASTOMA (MIM 180200)

R 7
: W A

Raro tumore embrionario della retina
Autosomico dominante

1/15-18.000 nati
3% dei tumori in eta pediatrica

Insorgenza: nei primi 3 anni, difficilmente dopo i 7 anni
Sporadico/Ereditario
Unilaterale/Bilaterale
Unifocale/Multifocale

Mutazioni in RB1 (oncosoppressore)



p110RB
attiva

(alternative splicing)
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PATHWAY RB1: controllo del ciclo cellulare
CDKN2A > p16INK4A + p{4ARF

melanoma

Perdita del gene RB

Proliferazione incontrollata

Tumori

Livingston and Shivdasani, JAMA 285:588, 2001



Caratteristiche retinoblastoma

Caratteristica Unilaterale

Frequenza relativa 65%

Eta media 22 mesi

insorgenza

Epidemiologia Generalmente
sporadico

Multifocalita Occasionale

Neri e Genuardi, Genetica Umana Medica

Bilaterale
35%
11 mesi

Frequente nelle
forme ereditarie

Frequente,
entrambi gli
occhi
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RETINOBLASTOMA SPORADICO

i

| mutazione
somatica

Il mutazione
somatica

Gene normale

\
\

v

Tumore unilaterale
unifocale

Insorgenza tardiva
(24-30 mesi)

O

O M OO O
NON rischio 2° tumore

NON rischi da terapia radiante
NON trasmissione ereditaria
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RETINOBLASTOMA EREDITARIO

Mutazione germinale

tutte le cellule

Mutazione

O M @

Rischio 2° tumore (RR=400)

somatica \
(osteosarcoma, fibrosarcoma, melanoma)

Jv
Tumore bilaterale

Rischi da terapia radiante
Trasmissione ereditaria
Autosomica dominante

(Unilaterale > bilaterale)

Multifocale

Insorgenza precoce
(<12 mesi, anche in utero)



RETINOBLASTOMA SPORADICO
60%

[HO

O L

Rischio
trascurabile

i

©

1/100



RETINOBLASTOMA EREDITARIO (40%)

Mutazione germinale
nei genitori (10-15%) °‘

_O

O

1/2

[]

1/2

rischio tumore

90%

Mutazione germinale

.+ assente nei genitori (85-90%)

“de novo”
(90-95%)

[HO

N O O

Rischio
trascurabile

©

1/2

Mosaicismo
germinale
(5-10%)




Mutazioni nel gene RB1

Anomalie cromosomiche (15%)
(delezioni, inserzioni, duplicazioni, traslocazioni)

Piccole delezioni, inserzioni, mutazioni
complesse (15%)

Sostituzioni nucleotidiche (70%)
(mutazioni missense, nonsense, frameshift,
promotore)




Meccanismi perdita di funzione
implicati nel secondo “hit”

O
1) Mutazione somatica
2) Metilazione del promotore rb1 — RB1>rb1 Gene
3) LOH: Loss of heterozygosity
Locus A o Locus B
/
Sangue ” /‘ \\J.” \“ dﬁ
periferico aauad LJ \i wj ——
*202.91 e

Tessuto A

tumorale |— 2 Dt J—/‘“J /\\—Am&

202‘ _




Meccanismi implicati nella LOH

L A O
OoCus
Gene RB1 il = A B
Locus B r m— — 2
1— — 2
Non-disgiunzione
mitotica
. /< Perdita . Recombinazione
/Perdnta duplicazione Delez§ mitotica
o) QO o) o)

1— 1— — 1 1— — 2 1— — 1
rb— rb— — rb rb— rb— — rb
1—- 1| |1 1| o 1| B2

| 1L 1 B




Meccanismi perdita di funzione
implicati nel secondo “hit”

O

rb1 —

Mutazione
Somatica
in RB wt

O

Ipermetilazione
— del promotire
RB wt

Delezione regione o altri
meccanismi che
comportano LOH e
alterazione di RB wt



Tumore della mammella:
rischio (nelle femmine) di contrarre il tumore

Popolazione generale 1/12

Sorella con diagnosi a 65-70 anni | 1/8

Sorella con diagnosi a 40 anni 1/4

Due consanguinei di | grado 1/3
ammalati prima dei 40 anni

Componente genetica




Breast cancer: susceptibility genes

Breast cancer:
sporadio :
-25%
ﬁmilial
Familial
Hereditary

genes with

| 20-30% BRCA1, BRCA2

—o—

ATM, CHEK2,
2.5% BRIP1, PALB2,
RADSO, NBS1 moderate
™ CASPS TGFBT
<5% FGFR2, TOXS,
[F—- L S

penetrance

~70% unidentified genes




Familial breast cancer

Autosomal dominant

LOH with the loss of the wt allele

Genes BRCA1 BRCA2

< 5% of all breast cancers

in the population

Chromosome 17921 13912.3

% AD breast cancers 44-78% 31-56%

Penetrance (by age 70)

Breast cancer 44-78% 31-56% (5% male)
Ovarian cancer 18-54% 2.4-19%

Prostate cancer

(7.5% male)




Quando si sospetta forma ereditaria:
ricerca mutazioni in BRCA1 e BRCA2

2 parenti di | grado affette da CM <50 anni;

3 parenti di | o Il grado affette da CM
indipendentemente dall’eta alla diagnosi;

1 parente affetta da CM e >1 affetta da CO (relazione
di parentela di | o |l grado);

1 caso di CM bilaterale, indipendentemente da et3;
2 parenti di | o di Il grado affette da CO,
Indipendentemente da eta;

1 caso di CM e CO sincroni o metacroni;

1 casi di CM maschile;

1 caso di CM femminile < 36 anni;

1 caso di CM femminile triplo-negativo e/o istotipo
midollare < 50 anni.

CM: tumore mammella; CO: tumore ovarico



Ricerca mutazioni: probanda

e
1) Identificazione mutazione (+)

é——% ,é’ - Possibile estensione a familiari

br 35

2) Nessuna alterazione

TEST NON INFORMATIVO: non
H— consente di escludere la presenza
di mutazioni.

 Mutazione di BRCA1 e BRCA2 in

—CB regioni non analizzate;
« Mutazioni in altri geni associati a
suscettibilita;
« Aggregazione familiare dovuta
5% g@ al caso o a origine
- multifattoriale;

+ . +

0o O

7 br 36,43 + br 25,45 +




Indicate the genotype in the members
of the family (breast cancer)
only when it is certain

Aa A = wt
- o a = mutated
“570 “d. 54
9 9 ‘ Aa
71 T0 13 65 65 d. 54
Aa
O O [L]O ‘ O
50 47 43 40 38 40 kY4



Sindrome dei carcinomi delle cellule basali (NBCCS)
Sindrome di Gorlin

1 ByR
134

Caratteristiche cliniche

1) Cheratocisti multiple

2) Fossette palmari, plantari

3) Carcinomi delle cellule basali
4) Anomalie schelestriche

5) Calcificazione della falce

Prevalenza: 1: 57.000

Genetica: autosomica dominante, penetranza completa, espressivita variabile

Difetto molecolare: mutazioni nei geni PTCH1 e SUFU. 20-30% mutazioni de novo



Geni di risposta al danno del DNA
Geni “mutatori”

Riparano i danni al DNA

Il cancro e causato da mutazioni inattivanti in
entrambi gli alleli (considerati un sottogruppo
di geni oncosoppressori)

La perdita della loro funzione determina
I’laccumulo di mutazioni in altri geni cr uciali

Generalmente autosomiche recessive



TUMORE EREDITARIO: 2 mutazioni germinali

Mutazioni in entrambi gli alleli
® e (in tutte le cellule)

Evoluzione clonale
(una o piu cellule)

Integrita del genoma ()
Riparazione del DNA [ ]

Atassia telangiectasia (linfoma)
Sindrome di Bloom (tumori solidi) j

Xeroderma pigmentoso (tumori della pelle)
Anemia di Fanconi (leucemia)




