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INTRODUZIONE 

Il cancro ovarico sieroso ad alto grado (High Grade 
Serous Ovarian Cancer, HGSOC) rappresenta la 
neoplasia ginecologica a più elevata mortalità, 
responsabile del 70-80% di tutti i casi di decesso per 
cancro ovarico nel mondo (1). Tra i diversi istotipi 
riconducibili al tumore ovarico, l’HGSOC è associato a 

maggiore aggressività, capacità di metastatizzazione e 
prognosi sfavorevole (2). Ad oggi, la prima linea di 
trattamento dell’HGSOC è rappresentata dalla chirurgia 
citoriduttiva associata a chemioterapia con composti al 
platino. Sebbene circa il 70% delle pazienti risponda in 
modo favorevole alla chemioterapia iniziale, si stima che 
più dell’80% di queste vada incontro ad eventi di recidiva 
di malattia (3,4). L’elevato tasso di mortalità associato 
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ABSTRACT 

Molecular profile of BRCA-negative long survivor High Grade Serous Ovarian Cancer patients using a 
somatic multigene panel. 
Introduction: High Grade Serous Ovarian Cancer (HGSOC) is the most common subtype of ovarian cancer. 
Approximately half of HGSOCs are characterized by inactivation of Homologous Recombination (HR) genes, such as 
BRCA1/2. Given the practical certainty of recurrence in relapsed HGSOC after platinum-based chemotherapy, a 
maintenance approach with Poly-ADP Ribose Polymerase inhibitors (PARPi) has improved progression-free survival 
in BRCA1/2 mutated patients. Besides BRCA1/2 defects, there are no predictive biomarkers for sensitivity to 
platinum-based chemotherapy and PARPi. Molecular studies of BRCA-negative long survivor patients could be of 
help in identifying additional biomarkers of prolonged response.  
Methods: a total of 20 fresh frozen tumor samples obtained from long survivor BRCA-negative HGSOC patients were 
investigated using a Next Generation Sequencing (NGS) multigene panel. Nucleotide variants and copy number 
variations of ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11 and TP53 genes 
were tested. 
Results: in this cohort 17 mutated subjects (17/20; 85%) with 15 pathogenic/variants of unknown clinical significance 
(VUS) in TP53 have been found; nucleotide variants  have been identified also in ATM (n=1), PALB2 (n=1), BRIP1 
(n=2), BARD1 (n=1) and NBN (n=1).  
Discussion: the durable response to therapy observed in our patients may be multifactorial and partially driven by 
germline/somatic mutations in HR genes. An extended investigation is mandatory to obtain a more comprehensive 
overview on the genetic status of this selected cohort of patients. Querying genes other than BRCA1/2 would be of 
an extremely important benefit, allowing the clinicians to evaluate the correlation between molecular and clinical 
features and to acquire more appropriate genetic information useful in the eligibility to target therapy. 
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all’HGSOC è da ricondurre anche alla diagnosi tardiva, 
che si accompagna ad uno stadio avanzato di 
progressione tumorale (5). Le pazienti con diagnosi 
precoce hanno una stima di sopravvivenza media a 5 
anni del 55%. Nei casi in cui la diagnosi è tardiva, il tasso 
scende al 20% in caso di HGSOC di stadio III ed al 5% 
se di stadio IV (6). Tuttavia, circa il 16% delle pazienti in 
stadio avanzato (III-IV) mostra un’insolita prognosi 
favorevole legata alla buona risposta al trattamento 
chemioterapico (1). Le pazienti che sopravvivono per 5 
(7), 7 (8) o 10 anni (2, 9-12) dopo la diagnosi di HGSOC 
di stadio avanzato, vengono comunemente definite “a 
lunga sopravvivenza” (long-term survivors). Non in tutte 
le pazienti con HGSOC si osserva quindi la stessa 
sensibilità alla chemioterapia e diventa così rilevante la 
possibilità di fornire a ciascuna di esse una prognosi 
adeguata, accompagnata da un percorso terapeutico 
personalizzato. Ad oggi, è difficile discriminare il raro 
sottogruppo di pazienti a lunga sopravvivenza e 
prevedere così il loro esito prognostico favorevole. In 
presenza di una diagnosi di HGSOC, hanno valore 
prognostico: l’ età, lo stadio e il grado tumorale, 
l’istologia tumorale, la concentrazione sierica di CA125 
(5) e la malattia minima residua dopo chirurgia (1, 2, 13). 
Diversi studi hanno in seguito dimostrato la validità 
prognostica di biomarcatori genetici, da soli o in 
combinazione con i parametri clinici (12). Dal punto di 
vista molecolare, deficit nel meccanismo della 
ricombinazione omologa (Homologous Recombination 
Deficiency, HRD), responsabile della riparazione delle 
rotture a doppio filamento del DNA, sono 
particolarmente rilevanti nel modulare la sensibilità e la 
risposta alla terapia. Complessivamente, più del 50% 
delle pazienti HGSOC è caratterizzato da HRD mediata 
soprattutto da mutazioni nei geni BRCA (BReast 
CAncer) 1 e BRCA2 (6, 14-17). Varianti patogenetiche a 
penetranza minore sono state poi riportate in geni che 
interagiscono con le proteine BRCA come BRIP1 
(BRCA1-Interacting Protein 1), BARD1 (BRCA1 
Associated RING Domain 1), CHEK2 (Chekpoint Kinase 
2), MRE11A (MRE11 Homolog, Double Strand Break 
Repair Nuclease), RAD50 (human homolog of 
Saccharomyces cerevisiae RAD50), PALB2 (Partner 
and Localizer of BRCA2) e ATM (ATM Serine/Threonine 
Kinase) (6, 18-21). Alle pazienti BRCA-mutate è 
storicamente associata una più lunga sopravvivenza, 
determinata da una migliore risposta alla chemioterapia 
al platino ed alla terapia di mantenimento con gli inibitori 
della Poli-ADP Ribosio Polimerasi (PARPi, olaparib, 
rucaparib) (22-25). Infatti, la chemioterapia al platino cui 
le pazienti sono sottoposte, determina un danno 
massivo al DNA che si manifesta principalmente in 
rotture a doppio filamento. Le cellule BRCA-mutate sono 
incapaci di rispondere al danno e riparare in modo 
efficiente il DNA, andando incontro a morte per “letalità 
sintetica”. La ricomparsa di malattia che si osserva dopo 
la buona risposta iniziale al platino è dovuta allo sviluppo 
di meccanismi cellulari alternativi di riparazione del DNA. 
Per contrastare questo meccanismo adattativo, alle 

pazienti BRCA-mutate portatrici di mutazioni 
patogenetiche sia a livello germinale che somatico (26), 
vengono somministrati i PARPi con un miglioramento 
dell’outcome clinico finale (25). Tuttavia, la positività per 
mutazioni in BRCA1/2 non spiega la totalità delle 
pazienti “a lunga sopravvivenza” (27). Sono riportati casi 
di pazienti BRCA-negative (BRCAness) a lunga 
sopravvivenza che mostrano un’eccezionale risposta 
alla terapia. Questo fa ipotizzare la presenza di 
meccanismi di HRD diversi dal più noto BRCA che, 
modulando la sensibilità al platino, determinano una 
prognosi migliore (25). Ad oggi manca un consenso sul 
corretto studio e la valutazione dello status HRD 
tumorale e non sono disponibili biomarcatori molecolari 
validati diversi da BRCA che indichino quali pazienti 
potranno beneficiare della terapia al platino e con i 
PARPi. Inoltre, sono pochi i dati di letteratura riguardanti 
le sole pazienti a lunga sopravvivenza BRCA-negative. 
Ancor meno sono gli studi che includono anche l’analisi 
molecolare somatica del tessuto tumorale, ormai 
indicata per una corretta valutazione delle pazienti con 
cancro ovarico (28). L’approccio multigenico di 
sequenziamento rappresenta il primo passo di 
valutazione molecolare dell’HRD, sia a livello germinale 
che somatico. In questo studio preliminare abbiamo 
selezionato pazienti BRCA-negative che hanno mostrato 
una sopravvivenza superiore a 24 mesi dopo la diagnosi 
di HGSOC di stadio avanzato ed attualmente in 
monitoraggio. A partire dal tessuto tumorale è stato 
effettuato il sequenziamento genico di un pannello di 12 
geni coinvolti nel meccanismo dell’HRD e nella 
predisposizione al cancro ovarico. Scopo del lavoro è 
stato valutare in via esplorativa il coinvolgimento di 
questi geni nella sensibilità al platino BRCA-
indipendente, valutando le possibili alterazioni genetiche 
di natura sia germinale che somatica.  

 
METODI 

Pazienti e campionamento 
Sono state incluse nello studio un totale di 20 

pazienti afferenti al Dipartimento di Ostetricia e 
Ginecologia della Fondazione Policlinico Universitario 
“A. Gemelli” - IRCCS. Ciascuna paziente ha fornito un 
consenso informato esplicito di adesione al protocollo, 
condotto in accordo con quanto previsto dalla 
Dichiarazione di Helsinki del 1975, emendata nel 2013. I 
criteri di selezione delle pazienti hanno incluso: diagnosi 
istologica di HGSOC di stadio avanzato (stadio II e III), 
chirurgia citoriduttiva seguita da sei cicli di chemioterapia 
con carboplatino e taxolo, sopravvivenza di almeno 24 
mesi dalla diagnosi, analisi molecolare negativa per 
varianti qualitative e di “Copy Number Variation” (CNV) 
dei geni BRCA1/2, condotta sia a livello germinale che 
somatico (29). Le caratteristiche delle pazienti 
selezionate sono riportate in Tabella 1. Lo studio è stato 
effettuato per ciascuna paziente a partire da un 
campione di tessuto tumorale primitivo, congelato a  
-80°C fino alle successive analisi. 
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Estrazione del DNA 
L’estrazione del DNA è stata effettuata a partire dal 

campione di tessuto fresco congelato mediante l’utilizzo 
del kit MagCore® Genomic DNA Tissue (RBC 
Bioscience, New Taipei City, Taiwan) in accordo con le 
istruzioni del produttore. Nello specifico, il 
pretrattamento del campione ha previsto il taglio dello 
stesso fino ad ottenere una frazione di 30 mg di tessuto 
tumorale. Il tessuto è stato sottoposto ad 
omogenizzazione meccanica tramite biglie magnetiche 
in una soluzione contenete 20 µL di proteinasi K (10 
mg/L e 400 µL di tampone lisante), in accordo con le 
specifiche del kit. Alla fase di incubazione di un’ora a 
56°C è seguita l’estrazione automatizzata su piattaforma 
MagCore® HF16Plus (RBC Bioscience, New Taipei City, 

Taiwan). La qualità del DNA estratto è stata valutata 
mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio 1%, 
mentre la quantità di DNA ottenuto è stata determinata 
fluorometricamente tramite Qubit (Life Technologies, 
Gaithersburg, MD, USA). Il DNA estratto è stato poi 
conservato a -20°C fino alle successive analisi.  

 
Next Generation Sequencing  

La ricerca delle varianti genetiche a partire dal DNA 
estratto dal tessuto fresco è stata effettuata mediante 
Next Generation Sequencing (NGS) (29) utilizzando il kit 
Devyser HBOC (Devyser, Firenze). Il pannello di geni 
analizzati ha incluso le regioni esoniche ed introniche 
fiancheggianti di 12 geni suddivisi in geni dell’HRD a 
penetranza moderata come ATM (NM_000051), BARD1 

Tabella 1  
Caratteristiche cliniche delle pazienti analizzate. La tabella indica i dati relativi alle pazienti arruolate nello studio: età alla diagnosi di 
cancro ovarico sieroso ad alto grado (High Grade Serous Ovarian Cancer, HGSOC); stato clinico attuale (monitoraggio/exitus); 
presenza di progressione di malattia; sito di recidiva di malattia; sopravvivenza dopo la diagnosi. 

ID Età alla  
diagnosi

Stato clinico 
attuale 

Progressione  
di malattia

Sito recidiva Sopravvivenza 
(mesi) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20

45 

52 

40 

45 

62 

66 

45 

49 

58 

46 

65 

47 

36 

38 

46 

47 

53 

73 

76 

54

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Exitus 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Monitoraggio 

Exitus

Si 

Si 

Si 

Si 

No 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

No 

Si 

Si 

No 

Si 

Si 

Si

Linfonodo 

Linfonodo 

Fegato e peritoneo 

Peritoneo 

- 

Peritoneo 

Peritoneo 

Peritoneo 

Peritoneo 

Peritoneo 

Peritoneo 

Linfonodo 

Peritoneo 

- 

Linfonodo 

Linfonodo e peritoneo 

- 

Peritoneo 

Peritoneo 

Peritoneo

32 

37 

36 

48 

37 

32 

39 

36 

28 

39 

31 

36 

39 

36 

35 

35 

35 

31 

27 

54



(NM_000465), BRIP1 (NM_032043), CHEK2 
(NM_001005735), NBN (NM_002485), PALB2 
(NM_024675), RAD51C (NM_058216) e RAD51D 
(NM_001142571) ed altri geni di predisposizione ad alta 
penetranza come CDH1 (NM_004360), STK11 
(NM_000455), PTEN (NM_000314) e TP53 
(NM_000546). Il protocollo di sequenziamento ha 
previsto due fasi di amplificazione a partire da 2 ng/µL di 
DNA. Le librerie così ottenute sono state sequenziate su 
piattaforma Illumina® MiSeq (Illumina, CA, US) con 
protocollo 2x301 cicli in “paired-end”, in accordo con le 
istruzioni del produttore.  

 
Analisi dei dati di sequenziamento 

I dati FastQ di sequenziamento sono stati analizzati 
utilizzando il software dedicato AmpliconSuite 
(SmartSeq, Novara). Il protocollo di sequenziamento ha 
permesso la valutazione di varianti qualitative come 
“Single Nucleotide Polymorphism” (SNPs), 
inserzioni/delezioni di piccole dimensioni (Indels) e 
varianti strutturali di CNV (26). Sono state incluse 
nell’analisi quelle varianti con una profondità di lettura 
minima di 1000X e una frequenza allelica  superiore al 
5%. La classificazione delle varianti è stata effettuata 
mediante interrogazione dei principali database pubblici:   
LOVD (http://www.lovd.nl/3.0/home) (30); HGMD  
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) (31); ClinVar 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) (32) e  COSMIC 
(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) (33). In accordo 
con la classificazione dell’”American College of Medical 
Genetics” (ACMG), le singole varianti sono state 
riportate come: classe 1, benigna; classe 2, 
potenzialmente benigna; classe 3, “Variant of Unknown 
Significance” (VUS); classe 4, potenzialmente 
patogenica e classe 5, patogenica. L’interpretazione 
della patogenicità delle varianti non riportate in 
letteratura è stata effettuata mediante la ricerca di studi 
funzionali esistenti e l’interrogazione di algoritmi 
disponibili online come: PolyPhen-2 (http://genetics.bwh. 
harvard.edu/pph2/); MutationTaster (http:// 
www.mutationtaster.org/); SIFT (http://sift.jcvi.org/) e  
Human Splicing Finder v3.1 (http://www.umd.be/HSF3/). 
Le pazienti con varianti di classe 4 e di classe 5 sono 
state considerate come portatrici di varianti patogeniche. 

RISULTATI 

Un gruppo selezionato di pazienti BRCA-negative 
con diagnosi di HGSOC sono state analizzate per la 
ricerca di varianti genetiche germinali e somatiche nei 
geni ATM, BARD1, BRIP1, CHEK2, NBN, PALB2, 
RAD51C, RAD51D, CDH1, STK11, PTEN e TP53. La 
totalità delle varianti riscontrate nelle pazienti è riportata 
nelle tabelle 2 e 3. Per ciascuna variante sono indicate 
le caratteristiche di annotazione (gene, posizione nella 
sequenza codificante ed amminoacidica di riferimento), 
di sequenziamento (VAF%) e di interpretazione della 
patogenicità sulla base dei database ClinVar e COSMIC. 
Complessivamente, 17 pazienti (17/20; 85%) sono 

risultate portatrici di varianti a carico di uno o più geni. 
Nel dettaglio, sono state identificate: 11 pazienti positive 
per alterazioni a carico del solo gene TP53; 2 pazienti 
positive per solo uno degli altri geni del pannello (ID4, 
BRIP1; ID9, NBN); 4 pazienti recanti una mutazione in 
TP53 associata ad una seconda alterazione in uno degli 
altri geni del pannello (ID3, ATM; ID6, PALB2; ID12, 
BRIP1; ID18, BARD1). La Tabella 2 riporta la totalità 
delle varianti geniche identificate in TP53. Queste 
includono 9 varianti missenso, 3 varianti non-senso e 2 
varianti indel. Di queste ultime, la delezione inframe 
c.636_653del18 (p.Phe212_Val218del) non è riportata 
nei principali database mutazionali e si associa ad una 
predizione positiva di patogenicità. La variante missenso 
c.818G>A (p.Arg273His) è stata riscontrata in due 
pazienti (ID5; ID12). La maggior parte delle varianti di 
TP53 identificate nello studio coinvolgono residui 
amminoacidici appartenenti al dominio proteico di 
legame al DNA mentre solo la variante c.273G>A 
(p.Trp91Ter) ricade nel dominio di transattivazione della 
proteina. Tutte le varianti identificate negli altri geni del 
pannello sono riportate nella Tabella 3. In particolare, 
alterazioni geniche sono state riscontrate nei geni ATM 
(ID3), BRIP1 (ID4, ID12), PALB2 (ID6), NBN (ID9) e 
BARD1 (ID18). La maggior parte di queste varianti sono 
classificate come VUS nei principali database: BRIP1, 
c.2220G>T (p.Gln740His); PALB2, c.2832C>G 
(p.Ile944Met); NBN, c.1262T>C (p.Leu421Ser) e 
BARD1, c.353A>G (p.Asn118Ser). La variante 
identificata in ATM c.3925G>A (p.Ala1309Thr) è riportata 
in ClinVar in associazione ad un conflitto di 
interpretazione (ID Variant: 127377; rs149711770) con 
annotazioni che la descrivono come variante 
potenzialmente benigna e VUS. E’ poi annotata come 
variante patogenetica in COSMIC (ID Variant: 
COSM22507) ed identificata a livello somatico in 
associazione a diverse tipologie di carcinoma. La 
valutazione bioinformatica dell’impatto della sostituzione 
amminoacidica (p.Ala1309Thr) sulla proteina codificante 
è contraddittoria, essendo associata sia a predizione 
positiva di patogenicità (algoritmo MutationTaster) che di 
neutralità (algoritmi SIFT e PolyPhen-2); tuttavia è da 
segnalare che non sono presenti studi funzionali al 
riguardo. La variante è associata ad una bassa 
frequenza allelica nella popolazione generale (0,068%) 
nel Genome Aggregation Database (https://gnomad. 
broadinst i tu te.org/var iant /11-108155132-G-A? 
dataset=gnomad_r2_1) (34). Complessivamente, la 
rilevanza clinica di questa variante non è ben definita e 
necessita di ulteriori approfondimenti. Nella paziente 
ID12 è stata identificata una nuova variante in BRIP1 
(c.1049G>A, p.Cys350Tyr) cui si associa una predizione 
positiva di patogenicità per tutti gli algoritmi 
bioinformatici di predizione testati. Osservando la 
frequenza allelica associata a ciascuna delle 21 varianti 
identificate nella popolazione in analisi, si deduce che il 
test genetico effettuato su DNA estratto da tessuto 
tumorale ha permesso di identificare un numero 
cospicuo di varianti di origine somatica a bassa 
frequenza allelica (<50%) che verrebbero escluse dal 
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solo test germinale (8/21, 38%). Non si osserva una 
differente distribuzione delle varianti di TP53 tra quelle di 
origine somatica (n=7) e quelle di natura 
presumibilmente germinale (n=8). Al contrario, la 
maggior parte delle varianti (5/6) identificate negli altri 
geni del pannello si associano ad un’alta frequenza 
allelica (>50%), facendo pensare ad un loro 
coinvolgimento a livello germinale (Tabella 2). Ad 
eccezione della paziente TP53-positiva e portatrice della 
nuova variante identificata in BRIP1 (ID12), in tutte le 
altre pazienti la doppia positività è data da una variante 
di natura presumibilmente germinale e da una di natura 
presumibilmente somatica. Infine, l’algoritmo 
bioinformatico non ha identificato chiare alterazioni di 
CNV nelle pazienti in esame.  

DISCUSSIONE 

La possibilità di sottoporre le pazienti ad un 
trattamento terapeutico personalizzato basato sulle 
caratteristiche molecolari è uno dei principali obiettivi 
della ricerca scientifica in campo oncologico. Ad oggi, 
l’HGSOC ha una prognosi infausta. Tuttavia, un piccolo 
sottogruppo di pazienti manifesta un’efficace risposta al 
trattamento terapeutico con una lunga sopravvivenza dal 
momento della diagnosi. La valutazione di questo 
gruppo di pazienti fornisce l’opportunità di approfondire 
gli aspetti molecolari alla base della sensibilità alla 
terapia e può dare informazioni su nuovi biomarcatori 
prognostici (25,35). In questo studio è stato selezionato 
un gruppo di pazienti “BRCAness” affette da HGSOC 
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Tabella 2  
Varianti identificate nel gene TP53. La tabella indica i risultati di sequenziamento ottenuti per il gene TP53 suddivisi sulla base del 
singolo paziente analizzato (ID). Per ciascuna variante sono indicate le informazioni di annotazione (posizione sulla sequenza 
codificante di riferimento, cambio amminoacidico, frequenza allelica) ed interpretazione della variante sulla base dei database ClinVar 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

ID cDNA AA FA% ClinVar COSMIC 

1 
 
3 
 
5 
 
6 
 
7 
 
 
8 
 
10 
 
 
11 
 
12 
 
15 
 
16 
 
 
17 
 
 
18 
 
 
19 
 
20

c.273G>A 
 
c.945dupT 
 
c.818G>A 
 
c.637C>T 
 
c.536A>G 
 
 
c.742C>T 
 
c.730G>C 
 
 
c.584T>C 
 
c.818G>A 
 
c.636_653del18 
 
c.814G>A 
 
 
c.377A>G 
 
 
c.701A>G 
 
 
c.742C>T 
 
c.438G>A

p.(Trp91Ter) 
 
p.(Pro316Serfs*21) 
 
p.(Arg273His) 
 
p.(Arg213Ter) 
 
p.(His179Arg) 
 
 
p.(Arg248Trp) 
 
p.(Gly244Arg) 
 
 
p.(Ile195Thr) 
 
p.(Arg273His) 
 
p.(Phe212_Val218del) 
 
p.(Val272Met) 
 
 
p.(Tyr126Cys) 
 
 
p.(Tyr234Cys) 
 
 
p.(Arg248Trp) 
 
p.(Trp146Ter)

64,3% 
 
31,6% 
 
16% 
 
66,3% 
 
10% 
 
 
44% 
 
23,4% 
 
 
55,4% 
 
64,4% 
 
79,6% 
 
80,9% 
 
 
10,5% 
 
 
10% 
 
 
18,3% 
 
40%

Patogenetica (rs876660548) 
 
N/D 
 
Patogenetica (rs28934576) 
 
Patogenetica (rs397516436) 
 
Potenzialmente Patogenetica 
(rs1057519991) 
 
Patogenetica (rs121912651) 
 
Potenzialmente Patogenetica 
(rs1057519989) 
 
Patogenetica (rs760043106) 
 
Patogenetica (rs28934576) 
 
N/D 
 
Potenzialmente Patogenetica 
(rs121912657) 
 
Potenzialmente Patogenetica 
(rs1555526335) 
 
Potenzialmente Patogenetica 
(rs587780073) 
 
Patogenetica (rs121912651) 
 
Patogenetica (rs1131691026) 

N/D (COSM44492) 
 
Patogenetica (COSM69194) 
 
Patogenetica (COSM10660) 
 
Patogenetica (COSM99618) 
 
Patogenetica (COSM10889) 
 
 
Patogenetica (COSM10656) 
 
Patogenetica (COSM44221) 
 
 
Patogenetica (COSM116924) 
 
Patogenetica (COSM10660) 
 
N/D 
 
Patogenetica (COSM10891) 
 
 
Patogenetica (COSM11517) 
 
 
Patogenetica (COSM10725) 
 
 
Patogenetica (COSM10656) 
 
Patogenetica (COSM10727) 

Interpretazione

AA, Aminoacido; N/D, Non Disponibile; FA, Frequenza Allelica. 



caratterizzate da sensibilità al platino ed una 
sopravvivenza di almeno 24 mesi dalla diagnosi, la 
maggioranza di esse attualmente in monitoraggio. Tale 
limite temporale è stato scelto sulla base dell’esperienza 
clinica maturata sulla casistica di pazienti afferenti alla 
Fondazione Policlinico Gemelli. La caratterizzazione 
molecolare è stata effettuata mediante l’analisi di 12 geni 
coinvolti nel meccanismo della Ricombinazione 
Omologae nella predisposizione al cancro ovarico. Dal 
punto di vista molecolare, le pazienti sono state 
selezionate sulla base dello status genetico di BRCA, 
valutato sia a livello germinale che somatico. La 
positività per BRCA è stata scelta come criterio di 
esclusione poiché è noto che le pazienti BRCA-positive, 
in particolare quelle recanti mutazioni in BRCA2, 
mostrano una maggiore sensibilità al trattamento 
terapeutico (1,25), mentre poco si conosce in caso di 
negatività. I dati di letteratura indicano che non tutte le 
pazienti a lunga sopravvivenza sono portatrici di 
mutazioni a carico di BRCA1/2, suggerendo la presenza 
di meccanismi molecolari aggiuntivi che 
caratterizzerebbero la buona risposta terapeutica (25). 
Analogamente a ciò che accade per difetti di funzione 
nelle proteine BRCA, altri difetti dell’HR possono rendere 
le pazienti maggiormente sensibili alla terapia iniziale ed 
eleggibili alla terapia personalizzata di mantenimento 
con i PARPi. Inoltre, la sensibilità al platino è considerata 
un surrogato clinico della presenza di HRD ed un indice 
di buona risposta alla terapia con i PARPi (19). Ciò è 
avvalorato dallo studio clinico inerente la 
somministrazione sperimentale della terapia di 
mantenimento con il PARPi Niraparib cui si associa una 
maggiore “Progression Free Survival” (PFS) sia nelle 
pazienti BRCA-mutate che in quelle BRCAness. Di 
queste, il maggior beneficio terapeutico si è osservato 

nelle pazienti HRD positive (36). Studi in vitro hanno 
inoltre dimostrato come difetti in PALB2, ATM, CHEK1, 
CHEK2, NBN e RAD51D conferiscano una maggiore 
sensibilità ai PARPi (37-40). Nella nostra valutazione, la 
positività per varianti a carico di geni dell’HRD diversi da 
BRCA si attesta al 30%, escludendo da tale percentuale 
la positività per TP53. Dei 12 geni analizzati, VUS e 
varianti patogenetiche sono state identificate nei geni 
ATM, PALB2, BRIP1, BARD1 e NBN. Alterazioni in 
ciascuno dei geni ATM, PALB2, BARD1, NBN e BRIP1 
sono state associate ad una sopravvivenza media 
paragonabile a quella delle portatrici di mutazioni in 
BRCA1/2 (27,41,42). Due delle sei pazienti positive sono 
risultate portatrici di varianti in BRIP1. La positività per 
BRIP1 si associa ad un rischio di sviluppo del cancro 
ovarico di tipo epiteliale del 5,8% (13, 43). In relazione al 
ruolo funzionale di BRIP1 nell’interazione con le proteine 
BRCA durante il processo di riparazione del DNA, le 
mutazioni in questo gene vengono associate 
specificatamente all’istotipo HGSOC (35,44,45). Si 
conferma il coinvolgimento di TP53 nel contesto 
molecolare dell’HGSOC, risultando mutato nella maggior 
parte delle pazienti. I dati emersi dall’analisi del “Cancer 
Genome Atlas” (TCGA) associano l’HGSOC ad un’alta 
instabilità cromosomica ed ad una quasi totalità di 
positività per mutazioni a carico di TP53 (circa il 96%). Si 
ipotizza che l’instabilità genomica così osservata possa 
essere la conseguenza dell’HRD, di cui l’alterazione di 
TP53 è il promotore iniziale (15). Nella nostra casistica, 
le mutazioni c.742C>T (p.Arg248Trp) e c.818G>A 
(p.Arg273His) sono riportate in letteratura come “hot 
spot” mutazionali di TP53 tipici del cancro ovarico (15). 
Varianti a carico del residuo amminoacidico Arg248 sono 
state associate alla sola casistica delle pazienti a lunga 
sopravvivenza in Yang et al. (1), mentre sono riportate 
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Tabella 3  
Varianti identificate nei geni del pannello diversi da TP53. La tabella indica i risultati di sequenziamento ottenuti per i geni del pannello, 
ad esclusione di TP53, suddivisi sulla base del singolo paziente analizzato (ID). Per ciascuna variante sono indicate le informazioni 
di annotazione (posizione sulla sequenza codificante di riferimento, cambio amminoacidico, frequenza allelica) ed interpretazione 
della variante sulla base dei database ClinVar e COSMIC.

ID Gene cDNA AA FA%
ClinVar COSMIC 

3 
 
 
4 
 
6 
 
9 
 
12 
 
18 

ATM 
 
 
BRIP1 
 
PALB2 
 
NBN 
 
BRIP1 
 
BARD1 

c.3925G>A 
 
 
c.2220G>T 
 
c.2832C>G 
 
c.1262T>C 
 
c.1049G>A 
 
c.353A>G 

p.(Ala1309Thr) 
 
 
p.(Gln740His) 
 
p.(Ile944Met) 
 
p.(Leu421Ser) 
 
p.(Cys350Tyr) 
 
p.(Asn118Ser) 

54,6% 
 
 
50,5% 
 
18,4% 
 
47% 
 
78,5% 
 
48,5% 

Conflitto di interpretazione 
(rs149711770) 
 
VUS (rs45589637) 
 
VUS (rs1555459704) 
 
VUS (rs104895032) 
 
N/D 
 
VUS (rs142864491) 

Patogenetica 
(COSM22507) 
 
N/D 
 
N/D 
 
N/D 
 
N/D 
 
N/D 

Interpretazione

AA, Aminoacido; N/D, Non Disponibile; FA, Frequenza Allelica. 



unicamente in pazienti che mostrano bassa sensibilità al 
platino dello studio TGCA (15). Nella valutazione di 
pazienti a lunga sopravvivenza sensibili alla terapia con 
i PARPi, Lheureux et al.  hanno riportato mutazioni in 
PTEN non identificate nel gruppo di confronto delle 
pazienti a breve sopravvivenza (25). Nella nostra 
casistica, non sono state riscontrate positività per 
varianti in PTEN. E’ da sottolineare che le pazienti 
positive per PTEN descritti in Lheureux et al. mostravano 
anche la contemporanea positività per BRCA1/2, criterio 
di esclusione nel presente studio. Inoltre, il riscontro di 
un elevato numero di varianti classificate al momento 
come VUS ci pone di fronte al dibattito legato alla loro 
interpretazione di patogenicità. Negli ultimi decenni, la 
disponibilità di metodologie di sequenziamento del DNA 
ed analisi dei dati sempre più avanzate, ha incrementato 
in modo esponenziale il numero delle VUS identificate 
(46). Negli studi multigenici in campo oncologico, la 
frequenza di VUS riscontrate è stimata essere del 22% - 
33% (47). La diffusione degli approcci di analisi 
multigenica e di “whole genome sequencing” (29) ha 
inoltre ampliato le informazioni su geni che prima erano 
poco indagati e per i quali è ancora necessario valutare 
l’associazione con i meccanismi patogenetici (16). 
Inoltre, dalla valutazione delle caratteristiche cliniche si 
osserva un ampio intervallo di età alla diagnosi che non 
ci permette di effettuare un’associazione diretta tra la 
“lunga sopravvivenza” osservata nelle pazienti ed una 
particolare fascia di età. Per poter trarre conclusioni più 
esaustive al riguardo, sarà comunque necessario 
ampliare la casistica delle pazienti arruolate  nonché 
estendere l’analisi anche a gruppi di controllo “a bassa 
sopravvivenza”.  

Concludendo, dall’analisi effettuata in questo studio 
preliminare non si deduce un chiaro coinvolgimento dei 
geni dell’HRD nel determinare la prolungata 
sopravvivenza nelle pazienti BRCAness selezionate e 
non è possibile dedurre una caratterizzazione genetica 
comune. Tuttavia, nonostante la bassa casistica 
analizzata, abbiamo riscontrato una positività per 
alterazioni genetiche riconducibili a questo meccanismo 
molecolare coerente con la letteratura. Nelle pazienti 
con cancro ovarico, la frequenza di mutazioni a carico di 
geni dell’HRD diversi da BRCA è generalmente bassa e 
si attesta al 2-10% (18,19,21). Se si valuta poi il solo 
sottogruppo delle pazienti a lunga sopravvivenza, la 
stima del coinvolgimento dell’HRD è variabile ed 
influenzata soprattutto dalla tipologia di geni analizzati 
(1,25,35,42). In uno studio condotto su 390 pazienti 
affetti da cancro ovarico di tipo sieroso, la percentuale di 
positività per varianti germinali e/o somatiche in geni 
HRD non-BRCA è del 26%. Queste pazienti mostrano 
un’alta sensibilità al platino e una migliore stima di 
sopravvivenza (42). Tuttavia, è necessario sottolineare 
la difficoltà nel formulare un diretto paragone tra questo 
studio e gli altri già presenti in letteratura. Ciò è da 
ricollegare alle diverse casistiche dei pazienti arruolati, 
alla mancanza di consenso  sui geni HRD, alla modalità 
di valutazione dell’HRD da tenere in considerazione, agli 
anni di monitoraggio valutati e all’analisi genetica di tipo 

germinale e/o somatico. Questa sostanziale 
eterogeneità metodologica e clinica limita la possibilità di 
trarre conclusioni esaustive sull’argomento. Tenendo in 
considerazione il basso numero dei pazienti arruolati, 
questo studio è da considerarsi di tipo esplorativo. Per 
poter meglio caratterizzare le pazienti in esame dal 
punto di vista molecolare, sarà importante rivalutare i 
casi di positività con un’indagine di tipo germinale. Tale 
valutazione, da effettuare sulle alterazioni geniche 
riscontrate con una maggiore frequenza allelica, ci 
permetterà di interpretare i dati ottenuti in un contesto 
eredo-familiare e di valutare pienamente la potenzialità 
del test somatico. I risultati di questo primo gruppo di 
pazienti vanno inoltre inquadrati in un percorso di 
monitoraggio completo per poterne comprendere la 
rilevanza clinica. Inoltre, è plausibile l’ipotesi che non 
tutti i geni dell’HR incidano allo stesso modo sui 
meccanismi di sensibilità alla terapia e sulla 
sopravvivenza. Studi funzionali sono necessari per 
stabilire il peso di ciascuno di essi nella patogenesi e 
nell’andamento del carcinoma ovarico. In relazione a ciò, 
sarà importante poter espandere l’analisi molecolare 
anche alle pazienti BRCAness a bassa sopravvivenza 
afferenti al nostro dipartimento. Inoltre, è oggetto di 
valutazione la possibilità di ampliare lo studio dell’HRD 
includendo altri geni nel pannello di sequenziamento e 
indagando il fenomeno con altri approcci metodologici 
come la valutazione dei meccanismi epigenetici di 
regolazione. Nell’era del sequenziamento dell’intero 
genoma, lo studio di casistiche selezionate di pazienti ci 
darà l’opportunità di valutare anche altri meccanismi 
biochimici e metabolici. Inoltre, tale approccio sarà 
sicuramente utile nella stratificazione e nella 
caratterizzazione delle diverse tipologie di cancro 
ovarico, ampliando le possibilità diagnostiche. Nel caso 
dell’HGSOC, l’obiettivo primario è identificare quali 
alterazioni molecolari determinano la sensibilità al 
trattamento, così come è stato storicamente per BRCA, 
espandendo l’accesso alla terapia. La necessità di 
indirizzare gli studi molecolari in una direzione sempre 
più personalizzata si traduce in una selezione sempre 
più ristretta della casistica da analizzare. Le rare pazienti 
BRCAness HGSOC, stabilmente sensibili al platino 
rappresentano senza dubbio un esempio rilevante in tal 
senso. Lo studio di questo gruppo ristretto di pazienti 
darà la possibilità di ampliare le conoscenze sulla 
biologia del tumore ovarico con l’obiettivo finale di 
incrementare le possibilità di sopravvivenza.  
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