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Desenvolvimento de uma metodologia de sequenciamento alvo de RNA como ferramenta

para aumentar o poder diagnoéstico dos testes genéticos para sindromes de predisposi¢cao
hereditaria ao cancer
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Introducao Resultados

Painéis multigenes através do sequenciamento de nova Até 0 momento, realizamos a revisdo, selecdo e avaliacio
geracdo (NGS) séo utilizados para o diagndstico genético de in silico de efeito em splicing para variantes germinativas
individuos em risco para sindromes de predisposicao detectadas em 459 pacientes que fizeram testes genéticos
hereditaria ao cancer. Uma significativa parcela dos testes com painéis contendo de 26 a 126 genes, dos quais 414
genéticos apresentam resultados incertos, com a identificagéo (90,2%) apresentaram pelo menos uma variante rara
de variantes de relevancia clinica desconhecida (VUS). selecionada, correspondendo a 1.237 variantes (nicas. Pela
Estudos atuais demonstram que o sequenciamento alvo avaliagdo dos preditores in silico, 55 (4,4%) variantes Gnicas
pareado de DNA e RNA & uma estratégia eficaz para auxiliar foram consideradas como potencialmente de impacto no splice
na reclassificacéo de VUS. em pelo menos 1 preditor. Para o estudo dos 26 genes de

Objetivos: desenvolver e validar uma metodologia para predisposi¢édo foram identificados 11 pacientes com 8 variantes
sequenciamento alvo de RNA com um painel de 26 genes Unicas P/PP com efeito em splice, e 10 pacientes com 9
de predisposicdo hereditaria ao cancer; Avaliar a variantes Unicas VUS (gréfico 1 e tabela 1). Realizamos o
relevancia do teste genético de RNA para a reclassificagédo sequenciamento de RNA-cap em 12 amostras (4 com variantes
de VUS intrénicas e ex0nicas. P/PP, 4 com VUS e 4 controles), e os dados gerados ainda

estdo em analise.
Casuistica e Méetodos

Gréfico 1 — Genes mutados e a
localizacéo das suas variantes no DNA

O estudo se resume em dois principais momentos,
Validacdo técnica e Validagéo clinica, conforme a figura 1:
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Figura 1 — Delineamento geral do Estudo
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A Validagdo técnica visa a padronizacdo da técnica com
variantes patogénicas (P) ou provavelmente patogénicas (PP)
ja conhecidas de afetarem o splicing. A validagdo clinica que
visa avaliar o poder da técnica de RNAcap em reclassificar Tabela 1 — Variantes Unicas previstas de afetarem o
VUS previstas por softwares de predicdo (MaxEntScan, splicing nos 26 genes de estudo
dbscSNV e SpliceAl) de afetar o padrdo de splicing. Os
pacientes serdo selecionados através da revisdo das variantes Predtores 46 Spiong
identificadas em projetos de pesquisa prévios, em laudos do dbscsV MaxEntScan SplceAl
Laboratério de diagnéstico do A.C Camargo e do
Departamento de Oncogenética, utilizando filtros do software Gene  |Hovsc. acve [Pac. |ada score| Riscore [ [rer.  [pir  [FredPS-[Pred DS
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Variant Effect Variantes

Predictor (VEP) positivas
 Filtragem de  Preditores * Alteragdo * 459 CHEK2  |c.846+4_846+7del LP 1
variantes - de alteragdo em pelo amostras < 0l 0 & ] 0.00] —
filtros splice: menos 1 processadas PALB2  |CNV dup éxon 11 LP
personalizad preditor;
ATM c.6975G>A vus
o * dbscSNV, . 1237 MUTYH _|c.0842A5G vUs
MaxEntScan * Classificagdo variantes CHEKZ _ |c.320.5TA VUS
e SpliceAl no Clinvar e unicas > 55 CoHL c.633.305G VUS
afetam o MUTVH 1518+3A>T VUS
splicing o
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Figura 2 — Filtragem e seleg&o de variantes germinativas [BARDI _|c.1669.3C5G vus
HGVS c.. Nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; ACMG:
o ACi H ACNi classificacdo de variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and
A pamr do R,NA d_e IeUCOCItO’S ou te,CIdO normal, a técnica Genomics (ACMG); na: N&o se aplica; Pac: quantidade de pacientes com a variante; P: Pathogenic;
de RNA-Cap sera realizada através de sintese de cDNA dupla- LP: Likely pathogenic; VUS: Variant of uncertain significance; Em vermelho a pontuagéo que atingiu o

" P~ P d d i ditor.
fita, captura com sondas de DNA para as regides exdnicas de ponto de corte do respectivo preditor

26 genes e sequenciamento na plataforma lllumina NextSeq
500.

Conclusodes

Estabelecemos o fluxo e critérios para selecdo de variantes e pacientes para o estudo e identificamos 21 pacientes para as etapas
de validagdo técnica e clinica. Iremos avaliar os resultados de painéis genéticos de mais 500 pacientes para identificarmos os demais

pacientes do estudo.
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