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_Resumo

O cancro da mama e o cancro colorretal constituem duas das principais
causas de morte a nivel mundial. Entre 5 a 10% destes casos estao as-
sociados a variantes germinais/hereditarias em genes de suscetibilidade
para cancro. O objetivo deste trabalho consistiu em validar a utilizagcdo da
sequenciagao de nova geracao (NGS) para identificar variantes previamen-
te detetadas pelo método de Sanger em diversos genes de suscetibilida-
de para cancro da mama e colorretal. Foram sequenciadas por NGS 64
amostras de DNA de utentes com suspeita clinica de predisposigao here-
ditaria para cancro da mama ou colorretal, utilizando o painel de sequen-
ciacao TruSight Cancer e a plataforma MiSeq (lllumina). Estas amostras
tinham sido previamente sequenciadas pelo método de Sanger para 0s
genes BRCAT, BRCA2, TP53, APC, MUTYH, MLH1, MSH2 e STK11. A anali-
se bioinformatica dos resultados foi realizada com os softwares MiSeq Re-
porter, VariantStudio, Isaac Enrichment (lllumina) e Integrative Genomics
Viewer (Broad Institute). A NGS demonstrou elevada sensibilidade e espe-
cificidade analiticas para a detegdo de variantes de sequéncia em 8 genes
de suscetibilidade para cancro colorretal e da mama, uma vez que permitiu
identificar a totalidade das 412 variantes (93 Unicas, incluindo 27 variantes
patogénicas) previamente detetadas pelo método de Sanger. A utilizagéo
de painéis de sequenciagdo de genes de predisposi¢do para cancro por
NGS vem possibilitar um diagnéstico molecular mais abrangente, rapido e
custo-eficiente, relativamente as metodologias convencionais.

_Abstract

Breast and colorectal cancers are two major causes of cancer-re-
lated deaths worldwide. 5-10% of these cases are associated with
germline/hereditary variants in cancer susceptibility genes. The aim of
this work was to validate a next-generation sequencing (NGS) cancer
susceptibility gene panel for the identification of variants previously de-
tected by Sanger sequencing in several breast and colorectal cancer
susceptibility genes. DNA samples from 64 patients with a suspected in-
herited predisposition to breast or colorectal cancers were sequenced
on a MiSeq using the Trusight Cancer Sequencing Panel (lllumina).
These samples had been previously sequenced by the Sanger method
for the BRCA1, BRCA2, TP53, APC, MUTYH, MLH1, MSH2 and STK11
genes. Bioinformatic analysis of NGS data included the MiSeq Report-
er, VariantStudio, Isaac Enrichment (lllumina) and Integrative Genomics
Viewer (Broad Institute) tools. High analytical sensitivity and specifi-
city was obtained with NGS for the detection of sequence variants in
8 highly penetrant breast and colorectal cancer susceptibility genes,
since it successfully identified all 412 sequence variants (93 unique
variants, including 27 disease causing variants) previously detected
by Sanger sequencing. Clinically useful NGS gene panels for cancer
susceptibility will thus provide a more comprehensive and cost-effective
molecular diagnosis approach, with a shorter turnaround time when com-
pared to standard methodologies.

_Introdugéo

O cancro da mama (CM) e o cancro colorretal (CCR) sao res-
ponséaveis por uma elevada mortalidade associada ao cancro.
Cerca de 5 a 10% destes casos sdo hereditarios e estdo
associados a alteracdes germinais de elevada penetrancia em
genes de suscetibilidade para cancro. A identificacdo da causa
genética subjacente aos cancros hereditarios permite ndo so
identificar os individuos com risco aumentado de desenvolver
cancro como também oferecer uma medicina personalizada,
mais eficaz na redugao da incidéncia de cancro assim como
da sua morbilidade e mortalidade.

Reconhecem-se, atualmente, cerca de 2 dezenas de genes de
suscetibilidade para CM (1), Alteragdes germinais nos genes
BRCAT e BRCA2 tém elevada penetrancia e sdo responsaveis
por cerca de metade dos casos de CM hereditarios (CMH). Sao
também conhecidas alteracdes raras de elevada penetrancia
noutros genes, entre os quais se destacam TP53, STK11, CDH]1,
CHEK2, PALB2 e PTEN. Recentemente foram também identifica-
das variantes germinais com penetrancia moderada nos genes
BARD1, PALB2, RAD50, RAD51C e RADSTD, entre outros.

Relativamente ao cancro colorretal hereditario (CCRH), estéao
identificadas diversas sindromes resultantes de alteragoes
em varios genes, entre 0s quais se destacam MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 e EPCAM (sindrome de Lynch), APC (polipose
adenomatosa familiar), MUTYH (polipose associada ao gene
MUTYH) e STK11 (sindrome de Peutz-Jeghers) (2).

O diagndstico molecular de formas hereditarias de CM e CCR
pelos métodos convencionais envolve, assim, a anélise sequen-
cial de multiplos genes, tornando-se morosa e dispendiosa.
A tecnologia de sequenciacédo de nova geracdo (NGS) veio
possibilitar a pesquisa simultanea de alteragdes em multiplos
genes (painéis de genes), permitindo um diagnéstico molecu-
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lar mais rapido, eficaz e com custo inferior ao da sequenciagao
pelo método de Sanger (2.

_Objetivo

Validagao da NGS para identificac@o de variantes previamente
detetadas pelo método de Sanger em genes de suscetibilidade
para CM e CCR.

_Material e métodos

Foram analisados 64 individuos com suspeita clinica de CMH
ou CCRH, aos quais tinha sido previamente solicitado consen-
timento informado. O DNA gendmico foi extraido a partir dos
leucécitos do sangue periférico utilizando o kit Wizard DNA
Extraction (Promega) ou a plataforma robotizada MagNA Pure
LC (Roche).

A anélise molecular convencional incluiu a amplificacdo por
PCR de todos os exdes codificantes e sequéncias intrénicas
flanqueantes dos genes APC, MUTYH, MLH1, MSH2, STK11,
BRCAT1, BRCA2 e TP53, seguida de sequenciagao bidirecio-
nal pelo método de Sanger utilizando o kit BigDye Terminator
Cycle Sequencing v1.1 e a plataforma de sequenciacdo ABI
3130xL (Applied Biosystems).

Para a analise por NGS, as bibliotecas de sequéncias-alvo foram
preparadas a partir de DNA genoémico pelo método de captura
por hibridagao, num protocolo que integrou o TruSight Cancer
Sequencing Panel (que possibilita a andlise de 94 genes que
conferem predisposicao para cancro) com o kit TruSight Rapid
Capture (llumina), e a sequenciacdo numa plataforma MiSeq
com leituras paired-end de 150 bp. A andlise bioinformatica in-
cluiu os softwares MiSeq Reporter, VariantStudio, Isaac Enrich-
ment (lllumina) e Integrative Genomics Viewer (Broad Institute).

As variantes detetadas foram classificadas em fun¢do do seu
significado clinico com recurso as bases de dados BIC, HGMD,
LOVD, UMD e ClinVar.

_Resultados

Foram identificadas por NGS um total de 413 variantes de se-
quéncia nos genes analisados, correspondendo a 94 variantes
Unicas pontuais (substituicdo de um nucleoétido ou pequenas
insercoes/delecdes), das quais 27 sdo patogénicas (tabela 1).

Todas estas tinham sido previamente identificadas por sequen-
ciacao de Sanger, com a excecdo de uma alteracdo no gene
STK11 (c.375-49G>A). Esta variante intronica foi considerada
um resultado falso positivo, resultando possivelmente de uma
baixa cobertura por NGS (17 em 23 leituras na posicao ¢.375-
49 apresentaram a alteracéo G>A).

Adicionalmente, néo foi possivel detetar por NGS dois grandes
rearranjos genoémicos, patogénicos previamente identificados
em duas amostras pela técnica de MLPA - Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (delecéo do exao 5 do gene
MSH2) e por PCR especifica para a mutacao fundadora portu-
guesa no gene BRCA2 (c.156_157insAlu).

Das 93 variantes Unicas pontuais detetadas por NGS e confir-
madas pelo método de Sanger, 80 corresponderam a altera-
¢cOes de um nucledtido e 13 a pequenas insergdes/delecoes
(tabela 2).

Tabela 1: [ Classificagao das 93 variantes tnicas pontuais
identificadas em genes de suscetibilidade para CM

e CCR relativamente ao seu significado clinico.

Variantes BRCA1T BRCA2 TP53 APC MUTYH MLH1 MSH2 STKi11

SNP 12 16 2 4 2 3 5 1
BV 0 0 0 3 0 2 2 0
VUS 4 7 0 1 1 0 0 1
PV 2 4 1 5 4 6 5 0
Total* 137 160 5 43 22 21 21 3

SNP (Single Nucleotide Polymorphism): polimorfismo de nucledtido Unico; BV (Benign
Variant): variante benigna; VUS (Variant of Unkown/Uncertain Significance): variante de
significado clinico desconhecido/incerto; PV (Pathogenic Variant): variante patogénica.
* Somatdrio do nimero de vezes que as diferentes variantes Unicas foram detetadas.

Tabela 2: [ Classificagdo das 93 variantes Unicas pontuais
identificadas em genes de suscetibilidade para CM

e CCR relativamente ao tipo de alteragéo.

Variantes  BRCA1 BRCA2 TP53 APC MUTYH MLH1 MSH2 STK11

Pontuais (1 nt) 16 26 2 1 6 8 9 2
Indels 2 1 1 2 1 3 3 0
Total 18 27 3 13 7 11 12 2

nt - nucleotido; Indels - insergbes/delegdes.
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O nimero de amostras analisadas por NGS implicou a realiza-
cao de trés ensaios independentes, cujos valores de cobertu-
ra vertical média por amostra variaram entre 35X e 362X com
valores de qualidade (Q30) sempre superiores a 94%.

_Discusséo

A anélise por NGS demonstrou elevada sensibilidade, especifi-
cidade e repetibilidade analiticas para a detecao de variantes
de sequéncia em 8 genes de suscetibilidade para CM e CCR,
uma vez que permitiu identificar a totalidade das 412 variantes
previamente detetadas pelo método de Sanger.

A limitacdo atual da detecao por NGS de grandes rearranjos
gendmicos é bem conhecida, sendo ultrapassada através
da utilizacdo de metodologias e técnicas complementares
adequadas tais como, PCR especifica para grandes rearran-
jos conhecidos ou MLPA para identificacdo de grandes
delecdes/insercoes.

O aumento do nimero de genes analisados por NGS devera
resultar num incremento do ndmero de variantes identificadas,
sendo provavelmente desconhecido o significado clinico para
muitas delas. Neste contexto, a interpretacéo dos resultados
devera ser cuidadosamente ponderada e, sempre que neces-
sério, complementada com a realizacdo de estudos in silico
e com investigagao adicional, que integre diversos estudos
funcionais.

A aplicagdo da NGS no diagnostico molecular permite uma
resposta mais répida e eficiente quando comparada com as
metodologias convencionais. Contudo, todas as alteragdes
identificadas por NGS e classificadas como variantes de signi-
ficado clinico desconhecido, patogénicas e presumivelmente
patogénicas, deverdo ser confirmadas por sequenciagao de
Sanger. Os grandes rearranjos gendmicos deverdo continuar a
ser pesquisados na rotina por metodologias complementares.

_Conclusoes

Os ensaios de validagéo realizados comprovam a eficiéncia
da NGS na detecao de alteracoes pontuais em 8 genes de ele-
vada penetrancia para CM e CCR. Neste contexto, a disponibi-

lizacdo da sequenciacdo por NGS de painéis de genes de pre-
disposicao para estes dois tipos de cancro ira possibilitar um
diagnostico molecular mais abrangente, rapido e com custos
reduzidos relativamente a sequenciacdo de Sanger. Comple-
mentarmente, tanto os utentes afetados como os seus familia-
res, com o devido aconselhamento genético e sob vigilancia
clinica especializada, beneficiarao destas novas tecnologias
que tém um elevado impacto na saude publica.

Dado que o painel de NGS em causa possibilita a analise simul-
tanea até 94 genes associados a predisposi¢cao para cancro,
evidencia-se o0 grande potencial de aplicacdo desta metodolo-
gia a outros tipos de cancros hereditarios.
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