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I marcatori tumorali: Dal Laboratorio alla clinica  



Ca 15-3 HER-2

Profili autoanticorpali

Brca1 – Brca2



Nella diagnosi del tumore alla mammella  abbiamo a 
disposizione  solo marcatori utilizzati per valutare le recidive e  

la probabilità di risposta alle terapie .
Questi ultimi vengono definiti “marcatori predittivi” e sono

associati alla probabilità che il tumore risponda o meno
ad uno specifico trattamento.



è un antigene glicoproteico, epitope su una 
glicoproteina mucinica.

Il CA 15.3 aumenta in relazione alla metastatizzazione del 
carcinoma mentre   nelle patologie benigne si hanno valori molto bassi.

Valori normali: <30 U/ml; bordeline:30-40 U/ml 
( in questo caso è consigliato di effettuare un controllo del dosaggio 

dopo un mese)

Ca 15-3 



è un proto oncogene localizzato sul cromosoma 
17.
E’ in gene di controllo
Serve per predire la risposta al trattamento con 
trastuzumab o altri trattamenti specifici

HER 2



L’amplificazione del gene HER-2può essere 
individuata mediante ibridazione in situ tramite 

fluorescenza(FISH) o ibridazione cromogenica
(CISH) di sezioni tumorali fissate. 

Una sovraespressione di tale gene può permettere al 
tumore di diventare più aggressivo, ma può anche 

permettere al sistema tumorale di diventare più 
sensibile ad alcuni agenti chemioterapici



Viene eseguita la ricerca di antigeni tissutali specifici, grazie 
a strumenti automatizzati, utilizzando anticorpi mono o 
policlonali e sistemi di rivelazione altamente sensibili su 

tessuto paraffinato.
Lo scopo della prova di ER/PgR è di identificare i pazienti 
di cancro al seno di cui i tumori esprimono il ER e/o PgR

(ormone ricevitore-positivo) a fini terapeutici

Esami immunoistochimici ER/Pg R



SENSIBILITA’DIAGNOSTICA TUMORE 
MAMMELLA

� p53          8-16%
� survivin 6-8%
� NY-ESO-1 8%
� SCP- 1-50%
� IMP1 8%
� p62 5-8%
� Koc 12-14%
� c-myc 19%
� cyclin B1 5%
� HER2 11-55%
� annexin XI-A15-19%mpi

PANNELLI AUTOANTICORPALI



Test multiparametrici:

� ALBIA (laser bead immunoassay)
� Immunoblot
� Line-immunoassay
� Microchip arrays

Quali metodi diagnostici 



L’efficacia diagnostica dei pannelli 
autoanticorpali deve ancora essere dimostrata.



BRCA1-BRCA2: LA STORIA



BRCA1 and BRCA2 are human genes that belong to a class of 
genes known as tumor suppressors.

In normal cells, BRCA1 and BRCA2 help ensure the stability 
of the cell’s genetic material (DNA) and help prevent 

uncontrolled cell growth. 

Mutation of these genes has been linked to the development of 
hereditary breast and ovarian cancer.

The names BRCA1 and BRCA2 stand for breast cancer 
susceptibility gene 1 and breast cancer susceptibility gene 2, 

respectively. 

BRCA1-BRCA2: CHI SONO 



Il gene BRCA1 comprende 24 esoni ed ha una 
dimensione di circa 5,6 Kb, mentre il gene BRCA2 
comprende 27 esoni ed ha una dimensione di circa 
10 kb

BRCA1 - BRCA2 :  COME SONO FATTI





BRCA1 - BRCA2 :  DOVE SONO





BRCA1 è una proteina multifunzionale che partecipa a vari 
processi cellulari tra cui il riparo delle rotture della doppia 

elica del DNA via ricombinazione omologa, il
rimodellamento della cromatina, il controllo di checkpoint 
del ciclo cellulare, della trascrizione, dell'apoptosi e della 

duplicazione del centrosoma. 
La sua attività in

questi processi cellulari è connessa alla sua 
partecipazione alla formazione di supercomplessi 

proteici 

BRCA1-BRCA2:  LA FUNZIONE NEL RIPARO DEL  
DNA



La funzione di BRCA1 di regolatore della trascrizione è stata 
stabilita successivamente all’evidenza che a BRCA1 si legava la 

RNA polimerasi II,
costituendo il complesso proteico definito “RNA polimerasi II 

oloenzima”.
La costituzione di tale complesso proteico avviene mediante il 

legame con la proteina
BARD1 (BRCA1 associated RING domain 1) all'estremità

N-terminale di BRCA1, e con la RNA elicasi A all’estremità 
Cterminale,



Sono noti in BRCA2 un dominio di attivazione 
trascrizionale alla sua estremità Nterminale ed un dominio 

centrale definito “BRC” fondamentale per il ruolo di 
BRCA2 nei pathways di riparazione dei danni al DNA. 
La riparazione dei danni al DNA mediata da BRCA2 

avviene grazie al
legame tra BRCA2 e la proteina Rad51.



Proteina BARD1 indipendente da BRCA1,
nell’induzione dell’apoptosi in modo dipendente da P53 in 
risposta a stress genotossici





Ad oggi, sono
riportate più di 3000 differenti varianti di 

sequenza di BRCA1 e BRCA2 
(patogeniche e non)

distribuite uniformemente su tutta la 
lunghezza di entrambi i geni 

BRCA1-BRCA2 : LE MUTAZIONI



La frequenza delle mutazioni identificate in BRCA1 
e BRCA2 varia

considerevolmente in base all’area geografica e alla 
popolazione etnica.



Molte di queste alterazioni generalmente sono ricorrenti e sono 
state ritrovate in popolazioni isolate come conseguenza 

dell'effetto founder. 
Mutazioni founder nei geni BRCA1 e BRCA2 sono state 

descritte in vari paesi in Europa, ma gli effetti founder  più 
evidenti e circoscritti sono quelli osservati nelle popolazioni 

dell'Islanda e degli ebrei centro europei Ashkenazi. 



La mutazione founder BRCA1-185delAG è presente nell'1% 
degli  ebrei Ashkenazi e nel 20% delle donne Ashkenazi affette 
da carcinoma alla mammella prima dei 42 anni d'età [Struewing et 

al.,1995; Roa et al., 1996]. 

Un'altra mutazione founder del gene BRCA1 (5832insC) si 
riscontra nello 0,11% della popolazione generale. 

Tale mutazione viene frequentemente riscontrata tra gli Ebrei ed
inoltre è stata identificata in Polonia, Lituania, Ungheria, Russia 
ed in molti paesi Europei [Simard et al., 1994; Vehmanen et al, 1997; Johansson et al.,1996;

Hakansson et al. 1997; Peelen et al.,1997; Thorlacius et al.,1996]. 

L'analisi dell'aplotipo dei portatori di tale mutazione ha 
dimostrato che questi soggetti originano da un antenato comune. 



In Italia  solo la mutazione BRCA1-5083del19 è 
ricorrente  e specifica della popolazione italiana.



Baudi et al. descrissero tale mutazione come il primo esempio 
di mutazione founder del gene BRCA1 della popolazione 

italiana. 
Tutti i pazienti selezionati nello studio per la loro storia 
familiare e portatori di tale mutazione erano di origine 

calabrese.
L'analisi dell'aplotipo in tali pazienti dimostrò un allele in 

comune. Baudi et al, 2001. Russo et al. nel 2008 identificarono 
4 famiglie, selezionate per la loro storia familiare, portatrici di 

quest'alterazione genetica.
L'analisi dell'aplotipo mostrò la presenza di un allele comune. 
Tali famiglie non imparentate tra loro dichiararono di essere di 

origine siciliana.



BRCA1

BRCA2

BRCA1-BRCA2: DALLE MUTAZIONI  ALLA MALATTIA  



Il 90-95% di tutti i casi di carcinoma della mammella 
e dell’ovaio è

da considerarsi di natura sporadica, il restante 5-10% 
è costituito da forme ereditarie

a trasmissione autosomica dominante definite 
Hereditary Breast and Ovarian Cancer, HBOC.



Donne con mutazioni 
di BRCA1
carcinoma 

mammario= 55-85%
carcinoma ovarico = 

15-45%

Donne con mutazioni di 
BRCA2

carcinoma mammario= 
35-85%

carcinoma ovarico = 
10-25%

Popolazione generale
carcinoma mammario=11%
carcinoma ovarico= 1.4%



Mutazioni di
BRCA1 e BRCA2 possono anche predisporre 

a neoplasie in altre sedi come prostata, 
pancreas, colon.  [Palma et al, 2005]. 

Una percentuale rilevante di neoplasie
mammarie maschili si associa a mutazioni di 
BRCA2, specialmente quando concorrono a 

quadri familiari [Fentiman et al, 2006].



The fact that the mutation is passed on by autosomal dominant transmission is 
evident in that approximately 50 percent of family members in each generation 
carry the mutation. Notice that an unaffected father passes the mutation to his 
affected daughter, showing that transmission of the BRCA1 mutation can occur 
through either parent



Nella popolazione italiana la probabilità di 
sviluppare tumori della mammella o 

dell'ovaio entro i 70 anni è stata stimata pari 
rispettivamente al 39% e 43% per i carrier 

di mutazioni di BRCA1 e al 44% e 15% per 
i carrier di mutazioni di BRCA2 [Marroni et al. 2004]



TEST GENETICO BRCA1 BRCA2

UNA REALTA’ CHE SIGNIFICA
MIGLIORE PREVENZIONE



PER LA PAZIENTE: 

-diagnosi di ereditarietà
stima del rischio

-modifica del trattamento

UTILITA’ DEL TEST GENETICO  

PER I FAMILIARI 

-identificazione dei portatori
-inclusione dei portatori nei

percorsi di prevenzione alti rischi



Cosa vi spinge a fare test genetico brca1 e 2 

da:brioches1

Ciao meravigliose, ho una domandina da porvi: cosa vi spinge a fare il test 
genetico BRCA1e2 ?.nel senso che io vorrei farlo ma ho paura della risposta e nel 
caso di positività? ok è vero meglio togliersi le tette piuttosto che riaffrontare 
operazione, chemio, radio e tutto ci che ne comporta.ma alla fine siamo donne 
perbaccoinsomma sono molto combattuta..
Qualcuna può aiutarmi????



per me la voglia di crescere la bambina è stata 
determinante nell'aver scelto di fare il test 
genetico...positivo al brca1 dopo un ca al seno a soli 
27 anni, poi ho fatto la mastectomia bilaterale 
profilattica e non sono pentita per nulla, il 21maggioi 
è nato Francesco Gabriele. adesso faccio molti 
controlli alle ovaie che prima o poi asporterò’. sai 
secondo me il test genetico serve per anticipare la 
bestiaccia per arrivare prima noi di lei un abbraccio

Mary 7720



cosa ha spinto me e le mie 2 sorelle a fare il test, poi risultato positivo BRCA2? 
Il fatto che mamma , che ci ha lasciato 2 settimane fa, si è ammalata di tumore 
ovarico nell'agosto 2007, che a me nel dicembre 2007 hanno scoperto carcinoma 
multifocale seno destro e nello stesso mese a una delle mie sorelle carcinoma seno 
con metastasi.
Io a Roma, sotto consiglio del mio chirurgo, ho fatto mastectomia bilaterale, mia 
sorella a Milano ha fatto solo quadrectomia *chemio *radio.
Ovvio che a quel punto volevamo sapere, visto che tumore seno e ovaio sono 
strettamente correlati e che, se per il tumore al seno la percentuale di guarigione è 
molto alta, non così per il tumore ovarico!!!!!
Mia sorella ha già tolto ovaie, io lo farò tra tre anni.
Al momento con due seni completamente falsi non mi sento meno donna, anzi....
Aggiungo che se sei Braca 2, farai sicuramente più controlli rispetto a quelli 
normali, mammo e eco seno ogni 6 mesi, eco transvaginale ogni 6 mesi, markers  
tumorali, ....
Se lo sei e non lo sai i controlli saranno inevitabilmente minori con una maggior 
probabilità di non scoprire la malattia in tempo utile....
Aggiungo che per chi ha figli come me il fatto di fare il test è anche un atto di 
coraggio e di amore verso i propri figli, che potranno fare gli opportuni controlli  
prima dei tempi canonici..

Ciao  Silvia



BRCA1-BRCA2 :Tipologie di test a disposizione

Fino ad oggi, il sequenziamento diretto
costituisce il metodo d’elezione per l’analisi completa 

dei due geni in questione,
tuttavia esso risulta alquanto dispendioso sia in termini 

economici che di tempo e per
questo motivo nel corso degli anni sono state utilizzate 

delle tecniche di indagine
molecolare volte ad uno screening pre -

sequenziamento.



Tra le varie tecniche che
sono state adottate, ricordiamo la Single 

Strand Conformation Polymorphism
(SSCP), il Protein Truncation Test (PTT), 

la Conformation-Sensitive Gel
Electrophoresis (CSGE) e la Denaturing 

High Performance Liquid 
Chromatography

(DHPLC).



La metodica d’analisi molecolare di BRCA1 e BRCA2 
ottimizzata prevede le seguenti fasi analitiche:

Estrazione del DNA da sangue periferico;

Amplificazione dei geni BRCA1 e BRCA2 mediante 
Polymerase Chain Reaction (PCR);

Analisi diretta della sequenza nucleotidica con il 
metodo di Sanger modificato.



QUALI PROBLEMATICHE: moltissime mutazioni 

BRCA1 > 1560 mutazioni/polimorfismi
BRCA2> 1880 mutazioni/polimorfismi



QUALI PROBLEMATICHE: difficoltà tecniche

sono necessarie più
metodiche per aumentare la

SENSIBILITA’ (95%~)

Sequenziamento diretto degli esoni codificanti
-38 sequenze BRCA1
-48 sequenze BRCA2

GOLD 
STANDARD



La sequenza di ciascun esone viene confermata 
mediante il sequenziamento del filamento opposto, e 

successivamente viene condotta l'analisi 
comparativa delle due sequenze con una sequenza di 

riferimento priva di mutazioni BRCA (sequenza 
wilde type) per accertare l'eventuale presenza di 

mutazione.



185delAG, 5382insC, 188del11bp nel gene BRCA1 
e 6174delT sul gene BRCA 2

BRCA1/2 - pannello Ashkenazi







Interpretazione del test genetico : 
GENETISTA

POSITIVO

MUTAZIONE
PATOGENETICA
IDENTIFICATA NESSUNA MUTAZIONE

PATOGENETICA IDENTIFICATA
(POLIMORFISMI)

NEGATIVO



VERO NEGATIVO

NESSUNA MUTAZIONE
PATOGENETICA IDENTIFICATA 

IN SOGGETTI CON FAMILIARITA’  
PER MUTAZIONE BRCA1 –BRCA2 

NEGATIVO NON INFORMATIVO

NESSUNA MUTAZIONE
PATOGENETICA IDENTIFICATA IN 
SOGGETTI CON FAMILIARITA’ PER 

TUMORI ALLA MAMMELLA /OVAIO NON 
IDENTIFICATI BRCA1-BRCA2 DIPENDENTI



RISULTATO AMBIGUO

MUTAZIONE BRCA1-BRCA2 IN SOGGETTO
SENZA FAMILIARITA’



If genetic testing shows a change in BRCA1 or 
BRCA2 that has not been previously associated 

with cancer in other people, the person’s test 
result may be interpreted as “ambiguous” 

(uncertain). 
One study found that 10 percent of women who 

underwent BRCA1 and BRCA2 mutation 
testing had this type of ambiguous result (16).



BRCA1-BRCA2 :  IL REFERTO  NEGATIVO

Analisi molecolare di BRCA1: sequenziamento completo

Materiale esaminato: DNA  estratto da sangue periferico

Metodica utilizzata : Amplificazione mediante PCR ,Oligonucleotide
Ligation  Assay e analisi  di frammenti su sequenziatore automatico 
ABI PRISM 3100 AVANT

Risultato: IL CAMPIONE  ESAMINATO E’ RISULTATO  NEGATIVO 
PER LE SEQUENZE ESAMINATE



Analisi molecolare di BRCA1: sequenziamento completo
Materiale esaminato: DNA  estratto da sangue periferico
Metodica utilizzata : Amplificazione mediante PCR 
,Oligonucleotide
Ligation  Assay e analisi  di frammenti su sequenziatore 
automatico 
ABI PRISM 3100 AVANT

Risultato: IL CAMPIONE ESAMINATO E’ RISULTATO 
POSITIVO PER LA MUTAZIONE …….

N.B.: Il risultato deve essere sottoposto alla valutazione del Genetista.

BRCA1-BRCA2 :  IL REFERTO  POSITIVO



Grazie per l’attenzione 


