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Aspetti tecnici e interpretazione 

del risultato del test genetico 



Mutazioni dei geni BRCA1-BRCA2 

Obbiettivi: 

- Compilazione del Modulo di richiesta analisi  

- Dare gli strumenti per interpretare un referto per 

analisi dei geni BRCA1-BRCA2 e per mutazione 

nota 

- Metodo analitico 

- Valutazione delle varianti a incerto significato 

(UV-3) 



Modulo Richiesta Analisi geni BRCA1-BRCA2 



Segnalare 

QUI eventuali 

URGENZE 

X 

X 

X 



Metodo 

analitico e 

qualità 

Referto Analisi geni BRCA1-BRCA2 



Analisi della regione codificante (gli 

esoni) + un minimo di 10 basi 

introniche fiancheggianti gli esoni  



tumore eredo-familiare mammella-ovaio 
Geni alto rischio BRCA1 – BRCA2 

Kit BRCA Devyser (CE-IVD): Geni BRCA1- BRCA2 

 

• Analizziamo 32 campioni per volta (library + corsa MiSeq) 

 

• Analisi contemporanea delle varianti puntiformi e delle CNV (No 

MLPA) tramite il software di analisi NGS AmpliconSuite  

 

• Conferma di eventuali varianti su seconda estrazione di DNA tramite 

sequenziamento Sanger o MLPA 

 

• Il tempo di esecuzione dall’arrivo del campione di sangue alla 

refertazione è di 2 mesi 

 

 



Test genetico - NGS 

Preparazione di una libreria ad ampliconi 

Pool delle librarie, purifica e carica sul MiSeq 

1 giorno 

di lavoro 



Sequencing by Synthesis: MiSeq Illumina 



Sequencing by Synthesis: MiSeq Illumina 

https://www.youtube.com/watch?time_continue=30&v=fCd6B5HRaZ8 

https://www.youtube.com/watch?time_continue=30&v=fCd6B5HRaZ8


             Data Analysis: AmpliconSuite 

Dato qualitativo della corsa: 

Coverage di tutti gli ampliconi 

dei geni BRCA1 e BRCA2 



Chiamata delle varianti  



Analisi statistica delle CNV 

(Copy number variants) 

Ampliconi 

Esoni (Target regions) 



Referto Analisi geni BRCA1-BRCA2 

Limiti 

Cosa non 

vediamo 



Kit Devyser BRCA - Limiti 

BRCA2 IVS12+594T>G 

1400 casi analizzati 

negativi (pannello 

multigene HaloPlex in 

uso fino al 2018) 



Kit Devyser BRCA - Limiti 



Referto Analisi geni BRCA1-BRCA2 

Commento 

Codifica 

Per la codifica cDNA: 

Codifica BIC: codifica storica 

Codifica HGVS: codifica internazionale, dall’ATG 

 

Conversione: 

BRCA1: BIC = HGVS + 119 

BRCA2: BIC = HGVS + 228 

Codifica BIC 

Codifica HGVS 



interpretazione varianti 
terminologia 

mutazione: cambiamento permanente della sequenza 

nucleotidica (causa di malattia) 

polimorfismo: cambiamento della sequenza 

nucleotidica con f > 1% 
 

variante: 
• classe 1: benigna 

• classe 2: verosimilmente benigna 

• classe 3: effetto biologico incerto (da 

rivalutare nel tempo)  

• classe 4: verosimilmente patogenetica 

• classe 5: patogenetica 

 

Linee Guida ACMG 2015 



  

Class 

Quantitative 

Measure: 

Probability of 

Pathogenicity 

Predictive 

Testing of At-

Risk Relatives 

Surveillance for At-Risk 

Relatives 
Research Testing 

of Relatives 

5: Pathogenic >0.99 Yes Full high-risk guidelines for 

variant carriers 
Not indicated 

4: Likely 

pathogenic 
0.95-0.99 Yesb Full high-risk guidelines for 

variant carriers 
Yes 

3: Uncertain 0.05-0.949 Nob Based on family history & other 

risk factors 
Yes 

2: Likely not 

pathogenic or of 

little clinical 

significance 

0.001-0.049 Nob Based on family history & other 

risk factors - treat as “no 

BRCA1/2 pathogenic variant 

detected” for this disorder 

Yes 

1: Not 

pathogenic or of 

no clinical 

significance 

<0.001 

  

  

Nob Based on family history & other 

risk factors - treat as “no 

BRCA1/2 pathogenic variant 

detected” for this disorder 

disorder 

Not indicated 

Table 1: IARC 5-tiered classification system with accompanying recommendations for family 

managementa 

aAdapted for clarity from original tabular presentation published (Plon et al., 2008)  
bRecommend continued testing of proband for any additional available testing modalities available for BRCA1/2 

e.g. rearrangements. 

Probabilità 

che sia 

patogenica 

≥ 95% 

Probabilità 

che sia 

neutrale  

> 95% 

Larga classe 



Tipologia di varianti: 

• Varianti puntiformi 
1. varianti MISSENSO (cambio di amminoacido) 

Esempio: BRCA1 c.5242C>A; p.Ala1708Glu (A1708E)  
 

2. varianti NON SENSO (codone aa -> Codone di STOP: TAA - TAG -TGA) 

Esempio: BRCA1 c.5370C>T; p.Arg1751* (R1751*) 
 

3. difetti di SPLICING (±1 e ±2) 

Esempio: BRCA2 IVS19+1G>A  
 

4. piccole inserzioni o delezioni (FRAMESHIFT) 

Esempi: 

BRCA1 c.900dupT; p.(Tyr261Leufs*4)  

BRCA1 c.3445_3448del4bp p.(Lys1109Serfs*7)  

BRCA2 c.10178_10184delinsCA - p.(Leu3317Profs*8) 

  

• Delezioni/Duplicazioni di esoni 



Referto Analisi geni BRCA1-BRCA2 



NGS: analisi statistica delle reads per l’identificazione di CNVs 



conferma del risultato su seconda estrazione di DNA 

con metodica MLPA 

delez. esoni 18-19 

D [nt]  Gene-exon        crom.   h18 loc.      height  area   ratio 
 



5’ esone 18 3’ esone 19 

interpretazione del risultato 

BRCA1 c.5075_5193del – p.(Asp1692Alafs*2) 

slittamento del codice di lettura con stop prematuro al codone 1693 

(in letteratura, delezione genomica di 2 kb con punti di rottura in 

corrispondenza di AluY/AluSP) 



Referto Analisi geni BRCA1-BRCA2 



linee guida di riferimento 
per l’interpretazione di varianti genetiche 



interpretazione VUS  
processo complesso 

 

Elementi di valutazione nuove varianti 

- frequenza della variante in individui sani e malati 

- posizione e conseguenze della variante nucleotidica 

- conservazione nell’evoluzione del residuo 

- modelli di predizione in silico 

- struttura e funzione della proteina 

- letteratura scientifica: evidenze cliniche e funzionali 
(casistiche, test funzionali, analisi RNA, LOH, studi caso-controllo, analisi 

di segregazione) 

Utilizzo di databases di riferimento come ClinVar, UMD e 

BRCA Exchange 



interpretazione VUS 

 

Nel referto la variante classe 3:  
(probabilità di essere patogenica tra il 5% e il 94,9%) 

 

- 3 senza evidenze di patogenicità 

 

- 3 (significato biologico incerto/sconosciuto) 

 

- 3 per la quale non si può escludere un potenziale 

effetto patogenetico 



Referto Analisi geni BRCA1-BRCA2 



tumore eredo-familiare mammella-ovaio 
ricerca di mutazione nota in famiglia 



X 

X 

X 



Metodo 

analitico 

Referto Mutazione nota: mutazione puntiforme 



Forward 

Reverse 

Referto Mutazione nota: mutazione puntiforme 
Sequenziamento Sanger 



Referto Mutazione nota: conferma mutazione puntiforme 
DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) 

Ctr MUT 

Ctr WT 

Tecnica di 

ripartizione su 

colonna 

cromatografica in 

fase liquida in 

condizioni di 

semi 

denaturazione 



Limiti 

Referto Mutazione nota: mutazione puntiforme 



Referto Mutazione nota: mutazione puntiforme 
Sequenziamento Sanger 

Forward 

Reverse 



Referto Mutazione nota: conferma mutazione puntiforme 
DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) 

Ctr MUT 

Ctr WT 



NB: Nel raro caso in cui la mutazione nota sia una DELEZIONE o 

DUPLICAZIONE di ESONI del gene BRCA1 o BRCA2 si devono richiedere 

i profili 0110 + 0125 (prestazione 91.30.2 x 4) in quanto si tratta di una 

diversa metodica analitica 

 

MLPA  (Multiplex Ligation Probe-dependent Amplification) 



Metodo 

analitico 

Referto Mutazione nota: delezione/duplicazione esoni 



Referto Mutazione nota: delezione/duplicazione esoni 



Mutazioni dei geni BRCA1-BRCA2 

Abbiamo visto: 

- Compilazione del Modulo di richiesta analisi 

per analisi completa e mutazione nota + allegati 

- Interpretazione del risultato del referto: negativo 

(classe 1 e 2), mutato (classe 4 e 5), varianti di significato incerto 

(classe 3) 

- Metodo analitico 

- Valutazione delle varianti a incerto significato 

(UV-3): scala di grigi 


