Panel de cancer de ovario BRCA

Es un test de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en pacientes con cancer de ovario,
peritoneo o de trompas de Falopio. El test consiste en evaluar la presencia de variantes en la
secuencia completa de los genes BRCA1 y BRCA2 mediante el método de secuenciacion de nueva
generacion (NGS).

*VPC = Variantes patogénicas conocidas
*EMF = Efecto sobre el metabolismo de los farmacos

Tipo de herencia genética: AD = Autosémica dominante, AR = Autosdmica recesiva

Gen Enfermedad, sintomas / EMF* Herencia VPC*
BRCA1 |Cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pancreas AD 3249
BRCA2 |Cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pancreas, AD /AR 3717

cancer de prostata, melanoma

Metodologia
Informacién sobre el método de prueba:

En primer lugar, se aisla el acido desoxirribonucleico (ADN) de una muestra de sangre o de un
bloque de parafina, cuya calidad y cantidad se determina mediante un analisis espectrofotométrico
y fluorimétrico. Después de la fragmentacién mecanica o enzimatica, el ADN se utiliza para crear
una biblioteca que permite el etiquetado, la posterior secuenciacion y el analisis de los genes que
se han seleccionado en el panel encargado. La biblioteca resultante se secuencia en un
secuenciador de nueva generacion.

Los resultados obtenidos se someten luego al analisis bioinformatico e interpretacion clinica. Las
variantes genéticas se identifican utilizando Burrows-Wheeler Aligner. La prueba detecta el 100%
de las sustituciones y el 95% de pequenas inserciones y deleciones.

Informacioén sobre la clasificacion de variantes:

El informe del estudio proporciona informacién sobre variantes clasificadas como variantes
"potencialmente patdégenas" y "patégenas" debido a su posible relevancia clinica.

Las variantes identificadas se clasifican en las siguientes categorias:

Variante patogénica: el cambio en la secuencia genética encontrada esta directamente
relacionado con la aparicion de la enfermedad. Se debe de tener en cuenta que algunos cambios
patégenos pueden no tener una penetracion completa, es decir, una sola lesién puede ser
insuficiente para causar una enfermedad en toda regla.
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Variante potencialmente patégena: el cambio en la secuencia genética encontrada
probablemente esté relacionado con el desarrollo de la enfermedad, pero no es posible hacer esta
relacion basandose en los datos cientificos actualmente disponibles. Se requieren investigaciones
y pruebas adicionales para confirmar la patogenicidad de la variante: no se puede descartar que
estudios posteriores demuestren que el cambio encontrado tiene poca o ninguna significacion
clinica.

Variante de patogenicidad desconocida: no es posible determinar la importancia del cambio
encontrado basandose en los datos cientificos actualmente disponibles.

Variante potencialmente benigna: lo mas probable es que el cambio encontrado en la secuencia
genética no esté relacionado con el desarrollo de la enfermedad.

Sin embargo, segun los datos cientificos disponibles actualmente, no es posible confirmar la
levedad del cambio. Se requieren investigaciones y pruebas adicionales para confirmar la
relevancia clinica de la variante.

No se puede descartar que nuevos estudios demuestren que el cambio encontrado tiene
significacion clinica y conduce al desarrollo de la enfermedad.

Variante leve: el cambio encontrado no esta relacionado con el desarrollo de la enfermedad.

Las variantes genéticas identificadas se clasifican segun las pautas desarrolladas por el Colegio
Estadounidense de Genética y Gendmica Médica y la Asociacion Estadounidense de Patologia
Molecular (S. Richards, Genet Med. 2015 May; 17 (5): 405-24). Los siguientes criterios se tienen
en cuenta en la clasificacion de variantes:

* |dentificacidon mas temprana de la variante en personas con la enfermedad
* Impacto de la variante en la formacién de un producto génico funcional:

o Determinado en analisis bioinformaticos

o Confirmado en pruebas in vitro / in vivo
* Ubicacion de la variante (exon / intrén, dominio funcional)
* de novo / cambio hereditario
* La frecuencia de la variante en la poblacion general (cualquier variante que ocurra con una
frecuencia >5% de acuerdo con Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project o Exome
Aggregation Consortium se clasifica como una lesion benigna)
* La frecuencia de aparicion de la variante en la poblacién general en relacion con la poblacién
de pacientes

La clasificacion final de variantes se realiza sobre la base de la suma de los criterios mencionados
anteriormente. Las bases de datos buscadas incluyen: 1000GP, ClinVar, ConsensusPathDB,
Exome Aggregation Consortium, Exome Variant Server, FATHMM, GO (Ontologia genética),
GTEx (Genotipo-Expresion tisular), GWAS (Estudio de asociacion del genoma completo), HGMD,
KEGG, MetalLR, MetaSVM, MutationAssessor, MutationTaster, OMIM, PolyPhen-2, PROVEAN,
SIFT, SnpEff, dbNSFP, UniProt, VEP (Variant Effect Predictor).

Limitaciones del estudio:

Todas las tecnologias de secuenciacion tienen sus limitaciones. El estudio se realiza usando la
secuenciacion de nueva generacion (NGS) para investigar las regiones de codificacion y empalme
de los genes encargados. Si bien las técnicas de secuenciacion utilizadas y los analisis
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bioinformaticos posteriores tienen como objetivo reducir la importancia de las secuencias de
pseudogen, la presencia de secuencias de genes altamente homodlogas puede interferir
esporadicamente con la capacidad de identificar alelos patégenos, asi como deleciones /
duplicaciones.

La secuenciacion de Sanger es el método utilizado para confirmar variantes que han obtenido
parametros de menor calidad.

Los analisis de delecion / duplicacion indican cambios cuantitativos de ADN que involucran al
menos un exon y siempre requieren confirmacion por otros métodos (QPCR o MLPA).

Los analisis realizados no estan destinados a detectar ciertos tipos de cambios gendmicos, como
translocaciones, inversiones, mutaciones dinamicas (por ejemplo, el aumento del numero de
repeticiones de tres nucleétidos), cambios en regiones reguladoras o intrénicas. Si se informa de
un aumento en el numero de repeticiones de dos o tres nucledtidos, se debe suponer que el
numero exacto de repeticiones es impreciso.

La prueba realizada no esta destinada a detectar patrones de mosaico somatico, y el analisis de
mutaciones somaticas debe realizarse en el contexto de secuencias de ADN germinal.

No es posible excluir la presencia de mutaciones en genes y regiones distintas de las cubiertas
por el estudio, asi como cambios en el numero de copias de genes. El informe del estudio
proporciona informacién sobre los cambios en la secuencia de genes identificados basandose en
una comparacion con las secuencias de referencia actuales depositadas en las bases de datos
NCBI Nucleotide y Ensembl.

Las pruebas se estan desarrollando en Warsaw Genomics con fines clinicos. Todos los resultados
de las pruebas obtenidos son interpretados y analizados por expertos cientificos y médicos de
Warsaw Genomics.
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