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Abstract

myBRCA es un ensayo dirigido de
secuenciacion de dltima generacion
(Next Generation Sequencing) para
detectar mutaciones en BRCA1 y
BRCAZ2, realizado en laboratorio clinico
aprobado por CLIA Veritas Genetics. El
test utiliza saliva o sangre pura y fue
cuidadosamente validado en diversas
muestras con variaciones de BRCA1 y
BRCA2, representando ambas raras y
relativamente comunes mutaciones
patogénicas. Los estudios de validacion
mostraron que la sensibilidad y la
especificidad del ensayo son ambas
superiores de 99,9%.

Introduccion

Mutaciones patogénicas en BRCA1 y BRCA2
aumentan dramaticamente el riesgo individual
de desarrollar cdncer de mama y ovario. En
muchos casos, mutaciones patogénicas en
estos genes de los que se sabe su acci6on
supresora de tumores, resultan en la
produccién de proteinas supresoras de
tumores truncadas o no funcionales.
Mutaciones patogénicas en BRCA1 o BRCA2
causan el sindrome de céncer de mama y
ovario hereditario, y, en menor grado, también
incrementa el riesgo para otros canceres, como
cancer de prostata, cancer pancredtico y
melanoma.

Veritas Genetics ha desarrollado un test clinico
basado en la secuenciacion de ultima
generacion para BRCA1 y BRCA2. Un extracto
de ADN es procesado por amplificacion
miltiple con cebadores especificos, y el
producto es secuenciado en el secuenciador de
altima generacién NextSeq 500 de Illumina. El
ensayo cubre 16426 pares de bases de
secuencia genética, incluyendo la completa
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codificacion de las regiones y sitios de
empalme en BRCA1 y BRCA2. Mutaciones
puntuales y pequefias inserciones/deleciones
son detectadas.

El estudio de validacion fue basado en las
guias de CDC, CLIA, CAP, ACMG y CLSI (1-6).
Ambos tipos de muestra, sangre y saliva,
fueron procesados desde el principio hasta el
final. También fueron incluidas lineas
celulares con mutaciones de ADN para
asegurar un completo espectro de variantes de
validacién, pero la mayoria de las muestras
fueron procesadas desde pacientes originales.
myBRCA estd destinado para cualquiera que
quieras conocer si posee mutaciones en BRCA1
y 2. Para finalizar, Veritas lo disefid
cuidadosamente con muestras provenientes de
miltiples etnias, en lugar de simplemente
asumir que la informacién relevante esta
disponible en la etapa de disefio, un punto a
menudo pasado por alto en los tests de ADN.
Mas de la cuarta parte de las muestras de
validacion de sangre y saliva (27,7%)
provinieron de donantes no caucésicos,
incluyendo  personas con  ascendencia
afroamericana, hispénica, del este asiatico, del
sur asiatico y Oriente Medio.
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Resultados

Muestras positivas para BRCA1 y BRCA2
fueron recolectadas de mujeres quienes habian
sido previamente testeadas en la clinica y
actualmente estdn siendo monitoreadas
clinicamente para el desarrollo de cancer. 188
muestras fueron secuenciadas, incluyendo 108
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muestras positivas de saliva y sangre. El
analisis fue realizado ciegamente para evitar
sesgos de interpretacion. Todos los casos
positivos fueron patogénicos, lo que significa,
que este analisis no fue amortiguado por la
inclusiéon de polimorfismos benignos como si
fueran verdaderos positivos. Se muestra
debajo un ejemplo de validacion de una
muestra mutada.

Resultados de una muestra con una mutaciéon
en BRCA1, p.Glu2gValfsTer17, una conocida
mutacién patogénica, con una fracciéon de
lectura visualizados en el Integrative Genomics
Viewer (8). Colores rojo y azul indican lecturas
de secuenciacion hacia delante y en reversa
respectivamente.

Reproductibilidad y repeticion a través de
multiples intentos y diferentes operadores
fueron ambas del 100%. Todas las muestras
positivas  resultaron con las variantes
patogénicas esperadas, las que fueron
confirmadas adicionalmente por secuenciacion
Sanger. Mas de 2000 posiciones individuales
en regiones que flanquean estas variaciones
fueron comparadas para asegurar que las
posiciones que se esperaban negativas fueran
verdaderos negativos. No fueron detectados
falsos negativos ni falsos positivos.
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Analisis de datos

El sistema de gestion patentado del laboratorio
(LIMS) y los propios lineamientos
bioinformaticos son componentes muy
importantes en los procesos de myBRCA. Para
asegurar estas funciones de una manera
segura, estas fueron validad como es
recomendado por CAP (3,4). En adicién al
ensayo de validacion descrito arriba, Veritas
cred lecturas sintéticas con indices de error
realistas, codigos moleculares y variantes
patogénicas para diferentes lineas de
validacion. También se realizaron ensayos de
baja resolucion para simular la baja cobertura.
El 100% de las variaciones testeadas fueron
detectadas bajo todas las condiciones.
Finalmente, todas los  polimorfismos
referenciados por el National Instituto of
Standards and Technology fueron detectados
en una muestra Hapmap (NA12878) que fue
secuenciada como parte de la validacion.

La base de datos de Veritas Genetics contiene
mas de 8000 variantes conocidas para BRCA1
y BRCA2. Variantes patogénicas son
extensivamente curadas. En nuestros estudios
de validacion, la incidencia de variantes de
significancia incierta (VUS, Variants of
unknown significance) fue solamente 2,3%
maximizando la informacién reportada para
guiar el asesoramiento genético y evitar
ansiedad innecesaria en los pacientes.

Conclusion

El test myBRCA esta clinicamente validado,
con gran precision, en el desarrollo en
laboratorio para el riesgo de cancer de mama 'y
ovario, cubriendo todas las regiones
codificantes de BRCA1 y BRCA2 en personas
con amplia variedad étnica.
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