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Abstract

myBRCA HiRisk es un test clinico para
detectar mutaciones en 26 genes
asociados con el incremento del riesgo
para cancer de mama y ovario. El test
esta basado en secuenciacion de ultima
generacion (Next-Generation
Sequencing) y deteccion de
deleciones/duplicaciones PCR y es
realizado en el laboratorio con licencia
CLIA de Veritas Genetics. El test utiliza
saliva o sangre pura y fue
cuidadosamente validad en una diversa
cantidad de muestras con
representacion de las variantes tanto de
patologias raras como relativamente
comunes. Se describen los resultados de
la validacion.

Introduccion

Mutaciones patogénicas en BRCA1 y BRCA2
aumentan draméaticamente el riesgo individual
de desarrollar cdncer de mama y ovario. En
muchos casos, mutaciones patogénicas en estos
genes de los que se sabe su accién 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 cancer de
mama y ovario hereditario, y, en menor grado,
también incrementa el riesgo para otros
canceres, como cancer de prostata, cancer
pancreatico y melanoma.

En adicidn a estos dos genes, muchos otros han
sido identificados como contribuidores al
riesgo de cAncer de mama y ovario. El myBRCA
HiRisk de Veritas Genetics incluye 24 genes
aparte de BRCA1y BRCA2. Un extracto de ADN
es procesado por amplificacion multiple con
cebadores especificos, y el producto es
secuenciado en un secuenciador de ultima
generacion de Illumina. El ensayo cubre 82.853
pares de bases de secuencia genética,
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incluyendo la completa codificacion de las
regiones y sitios de empalme de estos 26 genes.
Mutaciones puntuales y pequenas
inserciones/deleciones son detectadas con mas
del 99,9% de especificidad y sensibilidad. Para
la deteccion de grandes variaciones
estructurales (variaciones en el numero de
copias), se desarroll6  un ensayo
complementario de deleciones y duplicaciones
que detecta simples y multiples deleciones y
duplicaciones de exones en BRCA1 y BRCA2
con muy alta precision (sensibilidad y
especificidad >99,0%). Los andlisis de
deleciones y duplicaciones de los restantes 24
genes son basados en los datos de la
secuenciaciéon y detecta variaciones
estructurales multi-ex6nicas. El andlisis de
PMS2 es complicado por la existencia de un
pseudogen altamente homologo. Si una
variacién es detectada en los ultimos tres
exones (exones 13-15) del gen, se realiza un PCR
de alto rango que excluye a los pseudogenes y
se verifica la secuencia del gen con
secuenciacion Sanger (1).
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Validacion General del Estudio

El estudio de validacion fue basado en las guias
de CDC, CLIA, CAP, ACMG y CLSI (2-7). Ambos
tipos de muestra, sangre y saliva, fueron
procesados desde el principio hasta el final.
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También fueron incluidas lineas celulares con
mutaciones de ADN para asegurar un completo
espectro de variantes de validacion, pero la
mayoria de las muestras fueron procesadas
desde pacientes originales.

myBRCA HiRisk es un panel de identificacion
de mutaciones en la linea germinal para el
cancer de mama y ovario hereditario que utiliza
una secuenciacién de dltima generaciéon con
una completa cobertura de la region
codificante. Con cobertura de mas de 82.000
pares de bases, myBRCA HiRisk es uno de los
paneles mas exhaustivo actualmente en el
mercado para el Screening de pacientes con alto
riesgo de cancer de mama y ovario. Esta
disefiado para pacientes con cancer de mama y
ovario confirmado y/o pacientes con fuerte
historial familiar para el cincer de mama y
ovario. También es recomendado para
pacientes que hayan tenido un resultado
negativo para mutaciones en BRCA1 y BRCA2
con historial personal o familiar con respecto al
cancer de mama y ovario. Otros indicadores
incluyen antecedentes personales o familiares
de cancer de mama masculino, cancer
diagnosticado a temprana edad, diferentes
canceres en la misma persona o en ambos
organos pares (por ejemplo, cancer en ambos
senos). Como se documenté en un estudio
clinico recientemente publicado, realizado a
través de 10 afios en Massachusetts General,
Stanford and Beth Israel Deaconess hospitals,
las evaluaciones de rendimiento de paneles
multigénicos del riesgo de cancer de mama y
ovario hereditario “descubrimientos
probablemente cambiaran el manejo clinico
para sustancialmente mas pacientes que el solo
analisis de BRCA1 y BRCA2. myBRCA HiRisk
ofrece la oportunidad de mejorar los resultados
clinicos para individuos de alto riesgo y sus
familias y “adecuara las recomendaciones de
evaluaciones y gestiones a corto plazo del riesgo
de cancer para individuos afectados por
mutaciones a través de un espectro de genes de
predisposicion”.(8) Veritas incluy6
cuidadosamente muestras provenientes de
miltiples etnias, en lugar de simplemente
asumir que la informacién relevante esti
disponible en la etapa de disefio, un punto a
menudo pasado por alto en los tests de ADN.
Un tercio de las muestras de validacién de
sangre y saliva con sabido origen étnico fueron
provenientes de donantes no caucaseos.
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Genes testeados en myBRCA HiRisk

ATM BARD1 BLM BRCA1
BRCA2 BRIP1 CDH1 CHEK2
EPCAM* FAMi175A MEN1 MLH1
MRE11A MSH2 MSH6 MUTYH
NBN PALB2 PSM2 PTEN
RAD50 RAD51C  RAD51D STKii1
TP53 XRCC=2

*solo analisis de deleciones/duplicaciones

Resultados

Las muestras fueron recolectadas de pacientes
que habian tenido tests positivos previos para
una mutaciéon en la clinica y estdn siendo
actualmente monitoreados clinicamente para el
desarrollo de cancer. Muestras clinicas ciegas
conteniendo conocidas SNPs, pequeias
inserciones o deleciones, y amplias variaciones
estructurales fueron incluidos. 87 muestras
fueron secuenciadas, incluyendo 69 positivas
de saliva y sangre. El analisis fue realizado
ciegamente  para  excluir sesgos de
interpretacion. Todos los resultados positivos
fueron patogénicos, es decir, que este analisis
no fue amortiguado por la inclusion de
polimorfismos benignos como verdaderos
positivos. Un ejemplo de validacién se muestra
debajo.

LEL =

Resultado de una muestra con una mutaciéon
patogénica en PALB2,
¢.3113G>A(p.Trp1038Ter) con una fracciéon de
las lecturas visualizados en el Integrative
Genomics Viewer. (10)

Reproductibilidad y repeticion a través de
miltiples intentos y diferentes operadores
fueron ambas del 100%. Todas las muestras
positivas  resultaron con las variantes
patogénicas esperadas. No fueron detectados
falsos negativos ni falsos positivos.
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Condition Condition Negative
Pasitive (Sanger) (Sanger)

Test

outcome 69 D

Positive
(NGS)

Test

outcome D 18

Negative
(NGS)

Conclusion

El test myBRCA HiRisk esti clinicamente
validado, con gran precision, en el desarrollo en
laboratorio para el riesgo de cincer de mama y
ovario, cubriendo todas las regiones
codificantes de 26 genes relacionados con el
cancer de mama y ovario, en personas con
amplia variedad étnica.
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