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First linked to leukemia o Pg Molecularly explained

First recognized clinically \
A  Down syndrome P w
Neurofibromatosis type 1 & y o
Ataxia telangiectasia & ° ° Common Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) are
> associated with slight risks
Fanconi anemia & “ o of ALL using SNP-arrays.

Polygenic risk
Bloom syndrome & y o (SNP-ar!gy and GWAS)
Noonan syndrome & y °
Li-Fraumeni syndrome h o

Nijmegen breakage syndrome & b °
Constitutional mismatch repair deficiency ()

B Number of ALL-related articles

RUNX1 ALL susceptibility °
PAXS5 ALL susceptibility o
ETV6 ALL susceptibility ()
IKZF1 ALL susceptibility °

1980

1850 1900 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
Premolecular 1st wave of molecular 2nd wave of molecular 3rd wave of molecular
understanding ALL predispostion ALL predispostion ALL predispostion
! T =
- 7 L T 2ihhesa:
= BTN i
L = B X
Clinical testing only Chromosomal disorders Monogenic disorders Monogenic disorders
(no molecular testing) (karyotyping) (Genetic linkage & Sanger) (Comprehensive sequencing)

1. Stoltze, U., Junk, S.V., Byrjalsen, A. etal. Overt and covert genetic causes of pediatric acute lymphoblastic leukemia. Leukemia 39, 1031-1045 (2025). https://doi.org/10.1038/s41375-025-02535-4
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Obiettivi

Caratterizzare la predisposizione alla B-ALL pediatrica non
solo attraverso singole varianti, ma integrando il contributo
cumulativo di geni e pathway ALL-correlati
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Coorti di studio

 ALL-ITA: 374 B-ALL (IRCCS San
Gerardo dei Tintori)

« ALL-USA: 472 B-ALL (TARGET-ALL,
dbGaP)

« Controlli: ~5.000 soggetti (ITA + USA)

BFemale
[EMale
NA




AIEOP.. 11 Lab
Workflow
7\

~15%
INDEL Hard-Filtering

- QD<20

* QUAL € 30.0

* SOR>3.0

- F$>200.0

* ReadPosRankSum ¢ -20.0

JOINT VARIANT CALLING
COHORT VCF FILTERED VCF COMM. VARIANTS

GenomicDBImport GenotypeGVCFs (MAF > l%)
~10%

SNP Hard-Filtering

»QD<20 High-quality sites

- QUAL ¢ 30.0 = hom REF:
* SOR>3.0
. FE360.0 * GQ < 20-0 ORDP <10
* MQ € 40.0 PL[ref] < 20.0
BAM * MQRankSum < -12.5 DP <10
(germline) = ReadPosRankSum < -8.0 * het:
(AD[ref+alt)/DP) < 0.8
AB[alt] < 0.2
PL[ref] < 20.0
DP <10
BAM R
al < 0.
(tumor+germline) LTI S PLlref] < 200
DP <10

Per-sample GVCF

Per-sample Tumor/Normal

Somatic VCFs Coverage profiles
Relatedness Contamination Sex Ancestry

SCNA CALLING & SECOND-HIT

* Purity and Ploidy
* Amplification/Deletion FINAL REPORT

* LOH
* SNV in trans
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I1 12,3% dei pazienti B-ALL e portatore di almeno una
variante In geni di predisposizione

A
cﬁ%?é 4 * 12,3% dei pazienti B-ALL porta almeno una
FANCA -| © I DATASET variante P/LP germinale in un CPG (104/846)
ERCC3 4 @ I
HAVCR? -| @ E— B ALLTA - ALL-ITA: 13,9% | ALL-USA: 11,0%
PALB2 | * E— M ALL-UsA « 87 varianti uniche identificate; 79%
ETve-) @ Hum— supportate da ClinVar (53% con 22 stelle)
Aacoti | © mm— MOl  Prevalentemente frameshift (30%) e
TP53 - @ N ® AD .
FH-| @ I missense (26%)
FANCL -| @ AD/AR . . .
kb ® AR « Varianti mappate su 47 di 174 CPG
SHD1 - := manualmente curati* e specifici per ALL
BRCAT - @ B . I « Geni piu frequentemente mutati: SBDS,
0 5 10

CHEK2, ATM, FANCA, ERCC3

# variants
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| carriers di varianti P/LP
oneoaTimm Bulin mostrano una clearance della
MRD piu lenta

10+
Stratificazione del rischio (NCI):

* Nessuna associazione con criteri NCI (P = 0.21)

& MRD dynamics (ALL-USA, N = 213):
:E_’ O | carriers mostrano una riduzione della MRD
b significativamente meno pronunciata nel tempo vs
0.014 non-carriers (interazione carrier x timepoint: OR =
3.09, P =0.034)
0.001 « Non ci sono associazioni significative con

sopravvivenza, citogenetica (ETV6::RUNX1, MLL,

0.0001 - etc. ...) ed altri parametri clinici

I I
Day 8 Day 29
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Varianti germinali P/LP si arricchiscono in CHEK2 e nei pathway del ciclo
cellulare nella B-ALL pediatrica

Coorti di controllo:

B * ALL-ITA: due coorti di controllo — CTRL-ITA (n=1.194,
controlli interni) e mMIGEN-ITA (n=1.694, studio ATVB/miGEN,
CHEK2 (5} dbGaP)
ATM o * ALL-USA: tre coorti di controllo indipendenti — ClinSeq
CHD1- © _ _ (n=856), miGEN-Leicester (n=1.085) e miGEN-Ottawa
|°g1O(Pad|) _
NBN- © R (n=809)

« QC stringente applicato per armonizzare le coorti: esclusione

HAVCR2 7 © 10 di contaminati, individui correlati, non-europei e discordanze di
FANCA - ) 0.5 Sesso
ERCC3 e 0.0 » Dopo QC: 2.441 controlli disponibili per ALL-ITA e 2.501 per
erceed o ALL-USA
BRGA2+ ° Gene-level (REGENIE + meta-analisi):

1 0 1 2 3 - CHEK?Z: arricchimento significativo (Padj =

meta-analysis Z score

0.028)
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Varianti germinali P/LP si arricchiscono in CHEK2 e nei pathway del ciclo
cellulare nella B-ALL pediatrica

Coorti di controllo:
* ALL-ITA: due coorti di controllo — CTRL-ITA (n=1.194, controlli
interni) e MiIGEN-ITA (n=1.694, studio ATVB/mIiGEN, dbGaP)

_— * ALL-USA: tre coorti di controllo indipendenti — ClinSeq (n=856),
° . " miGEN-Leicester (n=1.085) e miGEN-Ottawa (n=809)
‘ . °.. Bisbane * QC stringente applicato per armonizzare le coorti: esclusione di
anoummnj““: i 7 e o keoo contaminati, individui correlati, non-europei e discordanze di sesso
CLL e W RACE - Dopo QC: 2.441 controlli disponibili per ALL-ITA e 2.501 per ALL-

°
poin| Regulation Of Tp53 .. .

Activity Through . Jaccard similarity U SA
. s Phosphorylation . . 0.2
. p 0 e 7 f;cf::’k Eg Gene-level (REGENIE + meta-analisi):
ool @  foaowe e ‘ - CHEK?2: arricchimento significativo (Padj = 0.028)
il ~10g;0(Pag) Pathway-level (collapsing su KEGG + Reactome):
S 2 :Qq : - KEGG Cell Cycle (Padj = 1.24x107®
poay e [ ® 2 - Reactome TP53 Activity Through Phosphorylation
o I;) (Padj = 2.22x107°)

p— e @ - Reactome G1/S DNA Damage Checkpoints (Padj =

, See 2.22x107°)
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Persistenza delle varianti nel

15
w0
E 5

neas I HEEEN [
e “'...“ =' .~ clone leucemico ed evidenze
11 = = diinattivazione biallelica
o 0 2
AUTS2 [ | [ | 2.7%
e m : o « Dato somatico disponibile per 37 carriers P/LP
o . . - (ALL-ITA)
o n - : o * 95% delle varianti P/LP rilevate anche nel DNA
rance [ B e tumorale — mantenimento nel clone leucemico
g o i~ + VAF medio tumorale: 0.518 (0.503 purity-
rorer i . : o adjusted) — varianti ereditate e non perse nel
PTCHI O ] 2.7% tumore
e O X : o * In un sottogruppo di 4 individui evidenza
RITL B e inattivazione biallelica:
. . m : o - LOH in 2 Individui con P/LP in TP53
o BEI : o - Delezione in trans in carrier di P/LP in ATM

romel Lol - LOH in un individuo con variante in XPA

Fel mal l Spl In-frame indel ELOH
Mal l N nnnnnnn W Framest hift [LOH copy-neutral [4CN loss
10

5

1]
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Conclusioni

* 1112,3% di individui affetti da B-ALL ¢é portare di almeno una
variante P/LP in geni di predisposizione

« La predisposizione alla B-ALL coinvolge principalmente
pathway del ciclo cellulare, DNA damage response e p53

« CHEK2 emerge come gene di suscettibilita per la B-ALL
pediatrica

|l profilo germline dei carrier di P/LP nei geni di suscettibilita
allALL € associato a dinamiche di MRD diverse

* Nessuna associazione significativa con altri parametri clinici
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