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RESUMEN



La aparicion de la secuenciacién de nueva generacidn ha supuesto
una revolucién en el estudio genético del sindrome de cancer de
mama y ovario hereditario (SCMOH), ya que ha permitido la
incorporacién a la practica clinica de paneles de genes, o incluso de
exomas y genomas completos. El gran aumento de la informacién que
se obtiene de un estudio genético ha ido unido a un incremento de la
incertidumbre debido al mayor niumero de variantes con significado
desconocido (VUS) halladas. En consecuencia, recientemente se ha
acunado el concepto de VUS priorizada, que hace referencia a
aquellas variantes con significado clinico desconocido que, segun la
bibliografia disponible, presentan un mayor riesgo de ser deletéreas.
En esta revisidon se pretende mostrar la evolucidn de las guias de
clasificacién clinica de variantes, destacar la necesidad del desarrollo
de algoritmos de priorizacidon para seleccionar estas VUS priorizadas
gue permitan optimizar la realizacién de estudios complementarios,
asi como advertir de la importancia de realizar un correcto proceso de
asesoramiento genético que haga entender al paciente las posibles

consecuencias de dicho analisis.

Palabras clave: Sindrome de cancer de mama y ovario hereditario.

Priorizacion. Variante con significado clinico desconocido.

ABSTRACT

The incorporation of next-generation sequencing has been a
revolution in the genetic study of hereditary breast and ovarian
cancer (HBOC), as it has allowed the incorporation in clinical practice
of multigene panel testing and even complete exomes and genomes.
It has led an increase of information obtained in genetic studies.
However, it has been accompanied by an uncertainty raise due to the
higher number of variants with unknown significance (VUS) found.
Consequently, the term prioritized VUS that refers to those variants
with unknown significance that has a greater risk of being deleterious

has been coined. This revision pretends to show the evolving of



classification guidelines for the interpretation of variants, emphasize
the importance of the development of prioritization algorithms that
select prioritize and allows optimizing the complementary studies
employed, as well as emphasize la importance of a correct genetic
counselling that helps the patient understand the consequences of

the analysis.

Keywords: HBOC. Priorization. Genetic variation with unknown

significance. VUS.

INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) es el mas comun, asi como la principal causa
de muerte por cancer en mujeres (1). El CM femenino supone un 25 %
de los casos de cancer diagnosticados en todo el mundo y un 11,6 %
si se tienen en cuenta ambos sexos (2). La mortalidad por CM en
Espafia es el 6,6 % de la mortalidad por cancer (3). Los datos de
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) estiman que en 2020
se diagnosticaron aproximadamente 33.000 nuevos casos de CM en
Espana y, en 2018 6.621 muertes fueron debidas a esta causa (3).

El cancer de ovario (CO) es el noveno tipo de cancer mas prevalente
en mujeres en Espafia y se estima que supone un 2,7 % de los casos
de céncer y casi 2000 muertes en 2020 (3,4). El riesgo de padecer
CO, cancer de trompa de Falopio o primario peritoneal es del 1,5 % en
la poblacién general. A pesar de los avances en su tratamiento
quirdrgico y farmacolégico, el CO sigue siendo el cancer ginecolégico
mas letal, debido principalmente a la ausencia de un método de
cribado para su deteccién precoz. Ademas, presenta una elevada
resistencia a los farmacos citostaticos usados comunmente (5).

Se han identificado numerosos factores de riesgo para ambas
patologias, siendo la historia familiar uno de ellos. De hecho, se
estima que el 5-10 % de todos los casos de CM y CO estan vinculados
a una susceptibilidad hereditaria debida a mutaciones en genes

autosémicos dominantes. El principal sindrome de cédncer hereditario



relacionado con el CM y CO es el sindrome de cancer de mama y
ovario hereditario (SCMOH). Desde los afios 90 este sindrome se ha
asociado principalmente a mutaciones en los genes de alta
penetrancia BRCAIy BRCAZ. Sin embargo, en la actualidad se sugiere
la participacién de multiples genes, entre los que se incluyen genes
de alto riesgo para CM (TP53, PTEN y PALB2), asi como genes de
moderado riesgo de CM (CHEKZ2, ATM, NF1 y NBN), genes con riesgo
de CM impreciso pero elevado (CDH1 y STK11) y genes con riesgo
para CO (RAD51D, BRIP1, y genes del sistema de reparacién de
apareamientos erréneos como MLH1, MSH2, MSH6 y PMSZ2), entre
otros (6). Estos genes se asocian con susceptibilidad a otros tipos de
cancer como el de pancreas, colon y préstata, entre otros. Muchos de
ellos son esenciales para mantener la estabilidad gendmica de las
células y estan relacionados funcionalmente con la reparacién de DNA
mediante recombinacién homoéloga.

La aparicién de la secuenciacidn masiva ha permitido el desarrollo de
paneles de genes, los cuales facilitan el estudio de multiples genes en
el mismo analisis con un menor coste econdmico. Esto ha supuesto
una revolucién en la practica clinica en el campo del diagnéstico del
cancer hereditario, ya que el aumento de genes estudiados facilita el
diagnodstico de sindromes como el SCMOH. A su vez esto ha ido
acompafnado de un incremento de la incertidumbre debido a dos
causas principales: el aumento de variantes con significado clinico
desconocido (VUS) como consecuencia del mayor nimero de genes
estudiados y el estudio de genes para los que no existe suficiente
experiencia en la practica clinica ni evidencia cientifica que permita
asociarlos con un incremento en el riesgo de padecer cancer.

En muchas ocasiones la interpretacién de toda esta informaciéon no es
sencilla, lo que supone un reto para los profesionales del laboratorio.
Aunque actualmente hay distintas guias de clasificacion de variantes
gue tratan de sistematizar y estandarizar el proceso de categorizacién
clinica de variantes, y establecer un vinculo entre los resultados

obtenidos y su efecto clinico (7,8), no resuelven el problema de la



interpretacién de la informacién genética, ya que muchas de las
variantes siguen clasificandose como VUS. Para muchos de los genes
incluidos en los paneles comerciales de cancer hereditario no existe
evidencia suficiente que justifigue un cambio en el manejo clinico,
como el empleo de tratamientos especificos o aplicacion de medidas
de prevencién para deteccidén precoz o reduccién de riesgo. Sigue
existiendo una incertidumbre debida principalmente a que muchos de
los genes incluidos en estos paneles comenzaron a estudiarse con el
desarrollo de dichos paneles. Debido a la ausencia de estudios
clinicos de correlacidn genotipo-fenotipo consistentes, la relacién
entre la presencia de variantes patogénicas en estos genes y el riesgo
de padecer determinados tipos de cancer es todavia limitada. Por lo
tanto, para muchos de los genes incluidos en los paneles comerciales
no existe evidencia suficiente que justifigue un cambio en el manejo
clinico, como el empleo de tratamientos especificos o aplicacién de
medidas de prevencién para deteccidon precoz o reduccién de riesgo.

Recientemente y debido a la expansion del uso clinico de los paneles
de genes se ha acunado el concepto de VUS priorizada. Este hace
referencia a aquellas variantes de significado clinico desconocido que
tendrian una mayor probabilidad de tener un efecto deletéreo en la

proteina, segun los estudios /n silico y la bibliografia (9).

GUIAS PARA LA CLASIFICACION DE VARIANTES GENICAS

Diferentes sociedades cientificas han desarrollado guias para la
interpretacién de variantes con el objeto de afrontar el reto que
supone actualmente el incremento de deteccién de nuevas variantes
génicas, muchas de ellas en genes poco estudiados previamente.
Esto ayuda a conseguir una estandarizacién en la interpretacion por
parte de los distintos profesionales a lo largo del mundo.

El Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG) publicé
en 2000 unas recomendaciones para la interpretacién de variantes

gque posteriormente fueron revisadas en 2008 (10). Las variantes se



categorizaban en 6 grupos en funcién de si se habian descrito
previamente y su potencial efecto deletéreo. Se hacia énfasis sobre la
importancia de utilizar una terminologia estandarizada y bases de
datos establecidas a la hora de reportar las variantes, asi como de
informar sobre las limitaciones del analisis. Ademas, se establecian
actividades de seguimiento para clarificar la relacién de las VUS y la
patologia en cuestion: estudio de familiares, estudio en controles o
uso de herramientas /n silico.

Posteriormente, Lindor y cols. desarrollaron un modelo de clasificacion
de variantes en cinco categorias (11). Paralelamente, la Sociedad
Internacional de Tumores Gastrointestinales Hereditarios desarrollé un
esquema estandarizado de clasificacién de variantes en cinco clases
(12).

Mas recientemente la ACMG, junto con la Asociaciéon de Patologia
Molecular (AMP) y el Colegio de Patélogos Americanos (CAP),
desarrollaron unas nuevas guias de interpretacion de variantes (7).
Estas guias establecian unos criterios de clasificacion que
presentaban distintos grados de evidencia de patogenicidad y de
benignidad de forma que, mediante un algoritmo que utilizaba la
combinacion de dichos criterios, las variantes se podian clasificar
como patogénicas, probablemente patogénicas, con significado
clinico desconocido o probablemente benignas y benignas. Esto
SUpuUSo un gran paso en la normalizacién de la categorizacién clinica
de variantes, ya que pretendia que dicha interpretacion se realizara
de una forma mas objetiva y sistematica. Posteriormente, se publicé
un refinamiento de dichos criterios de clasificacién que pretendia
mejorar aquellas areas en las que las guias previas carecian de
especificidad o daban lugar a interpretaciones ambiguas. Este
refinamiento consistié en tres puntos principales: separar aquellos
criterios que resultaban ambiguos en un grupo de reglas discretas
pero relacionadas en las que cada una de ellas aporta un peso

individual a la clasificacién, agrupar determinados criterios para evitar



una sobreestimacion de evidencia relacionada entre si y reemplazar
los “criterios clinicos” por criterios aditivos semicuantitativos (8).

Toda esta evoluciéon en la interpretacion de variantes, aunque ha
permitido sistematizar su interpretacién, no ha evitado el aumento de
VUS que ha supuesto la instauracion en la clinica del estudio

mediante paneles de genes, o incluso exomas y genomas completos.

PRIORIZACION DE VUS

Los métodos de secuenciacién masiva de nueva generacidon (NGS)
engloban las técnicas de secuenciacion de segunda y tercera
generacion. En las primeras, la secuenciacién se realiza a partir de
fragmentos amplificados y se obtiene una elevada profundidad de
lectura (nUmero de veces que una base esta presente en las lecturas
generadas). Por otro lado, las técnicas de tercera generacién han
conllevado una nueva revolucion, ya que no requieren amplificaciéon
previa de la muestra y permiten aumentar la longitud de la lectura, lo
gue facilita el ensamblaje y permite la detecciéon de variantes en el
nimero de copias (CNV) e incluso alteraciones estructurales como
translocaciones e inversiones. La rapida evolucion de dichas
tecnologias con el consecuente aumento de variantes detectadas ha
hecho necesaria la aparicion de un nuevo concepto: VUS priorizada. El
término VUS priorizada se refiere a aquellas VUS gue tienen un mayor
riesgo de estar asociadas a un incremento de cancer de mama y
ovario y, por tanto, sobre las que se debe realizar un estudio mas
completo para poder determinar su efecto clinico y posible
implicacién en el SCMOH de forma prioritaria con respecto al resto de
VUS. Mucaki y cols. desarrollaron un esquema para priorizar VUS en
SCMOH, en el que se incluyeron variantes exdnicas, variantes de
splicing situadas en regiones codificantes y no codificantes, asi como
variantes situadas en las regiones UTR 3’ y 5, entre otras (13) (Fig.
1). Para ello emplearon modelos basados en teoria de la informacién

(/IT-based analysis). La teoria de la informacién se usa como una



medida de la conservacién de la secuencia. La informacién individual
para una base se relaciona con su entropia y, por tanto, con la
energia libre de unién. Esto se utiliza para estimar el cambio de
afinidad de unién al compararlo con el cambio de informacién para un
cambio de nucleétido. Estos modelos predecian potenciales
mutaciones en sitios de splicing (SS), sitios de unién a factores de
transcripcion (TGBS) y sitios de unidén a la proteina de unién a RNA
(RBBS) en 7 genes secuenciados al completo en una muestra de 102
pacientes con SCMOH en los que previamente no se habian hallado
variantes en regiones codificantes de BRCA1/2. A continuacién se
utilizaron unos criterios de priorizacion e informacion de la bibliografia
disponible para priorizar las que mas probabilidad presentaban de ser
deletéreas. Se emplearon distintas herramientas in silico, asi como
bases de datos, modelos o algoritmos de prediccién de estructuras.
Se hallaron 15311 variantes, de las cuales 87 fueron priorizadas.
Caminsky y cols. realizaron un estudio similar en el que se estudiaron
20 genes relacionados con SMCOH en 287 pacientes con un test no
informativo previo para BRCAI/2. Se priorizaron 246 de un total de
38372 variantes. Se realizaron estudios de pedigri y cosegregacion
para calcular las razones de verosimilitud (/ikelyhood ratio) (14). En
Espafa, Bonache y cols. introdujeron por primera vez en nuestro pais
el concepto de VUS priorizada y diferenciaron los genes con un
conocido alto-moderado riesgo de cancer de aquellos genes
candidatos para los que solo existe una evidencia inicial de asociacién
a cancer (9). Se investigé un panel que incluia 34 genes asociados
con un riesgo moderado-alto de cancer de mama y ovario y 63 genes
candidatos en 192 pacientes con sospecha de SCMOH, resultando 16
de ellos portadores de variantes en genes de riesgo. Se hallaron 383
variantes de las que se priorizaron 35 en genes de riesgo mediante el
uso de bases de datos y programas /n silico. Por otro lado, en este
estudio se hacia referencia al concepto de accionabilidad clinica
(clinical actionability), la cual se defini6 como un cambio en el manejo

médico de la familia de acuerdo a las guias clinicas actuales, como las



de la NCCN (National Comprehensive Cancer Network) (15). Este
concepto se restringid a los portadores de variantes patogénicas en
genes con un riesgo de cancer bien establecido.

De esta breve revisién de estudios en los que aparece el concepto de
VUS priorizada, destacan dos factores a tener en cuenta a la hora de
determinar qué VUS deben priorizarse y cudles no: los genes de
estudio y las herramientas in silico y pipelines aplicadas en los

algoritmos de priorizacion.

Genes de riesgo y genes candidatos en el SCMOH

Hasta hace unos anos solo se planteaba el estudio de los genes
BRCA1y BRCAZ2. Actualmente estos genes son bien conocidos, lo que
ha permitido reducir el numero de VUS halladas en los mismos. De
hecho, en un estudio espafnol de mutaciones en estos genes realizado
por Gabaldd y cols. solo el 13 % de las variantes halladas fueron VUS
(16). El desarrollo de los paneles de genes ha supuesto una verdadera
revolucién y ha conseguido modificar la practica clinica en el campo
del SCMOH, ya que al aumentar el niumero de genes estudiados,
también se incrementa el nimero de VUS y la priorizacién de las
mismas se hace mas necesaria. La mayoria de los genes incluidos en
los paneles de genes empleados para el diagndéstico del SCMOH son
esenciales para la estabilidad genémica celular y estan relacionados
con la reparacion de dafo en el DNA mediante recombinacion
homdloga, como BRCA1, BRCA2, ATM, CHEK2, PALB2, BRIP1y BARDI,
entre otros (Fig. 2). Estos genes también estan asociados a
susceptibilidad a otros tipos de cancer como el de préstata, pancreas
o colorrectal (17-21).

Para los profesionales del laboratorio supone un reto decidir los
genes a incluir en un panel de genes, cuales reflejar en el informe de
laboratorio, asi como los que se tendran en cuenta en el caso de
llevar a cabo una priorizacion de VUS. Es necesario contar con la

evidencia disponible en las guias clinicas, asi como llegar a un



consenso con los responsables del asesoramiento genético. La SEOM
recomienda que cuando se realice un analisis genético mediante
paneles de genes, se incluyan en el analisis genes como TP53, PALB2,
BRIP1, RAD51C y RAD51D. En cuanto a otros genes como PTEN o
CDH1, su estudio debe plantearse en funciéon de la historia familiar
(6). Las guias consenso para el analisis de cancer de mama
hereditario desarrollada por la Asociacidn Americana de Cirugia de
Mama (The American Society of Breast Surgeons) establecieron varios
grupos de genes: aquellos con riesgo incrementado de CM (ATM,
CDH1, CHEKZ2, NBN, NF1, PALB2? y S5T7K11), los que suponen un
incremento de riesgo de cancer ginecoldgico (BARDI1, MSH2, MLH1,
MSH6, PMS2, EPCAM, BRIP1, RAD51C y RAD51D) y los que estan
asociados a otros sindromes de cancer hereditario como el sindrome
de Li Fraumeni y el sindrome de Cowden (7P53 vy PTEN,
respectivamente) (22). Las guias actuales de la NCCN recogen
aquellos genes sobre los que existe evidencia de incremento de
riesgo de cancer (ATM, BRCA1, BRCAZ2, BRIP1, CDH1, CDKN2A, CHEK2,
MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, EPCAM, NBN, NF1, PALB2, PTEN, RAD51C,
RAD51D, STK11 y TP53), asi como el manejo del riesgo de cancer
basado en los resultados del andlisis genético (medidas de prevencién
de riesgo o de deteccién precoz). Ademas se mencionan genes para
los que la evidencia es insuficiente para asociarlos con riesgo de
padecer cancer de mama y ovario (BARDI1, FANCC, MRE1IA,
heterocigotos en MUTYH, RECQL4, RAD50 y XRCCZ2, entre otros) (23).
Estos genes serian genes candidatos sobre los que se requiere
profundizar y aumentar su conocimiento para determinar si estan
realmente vinculados a un incremento de riesgo de cancer, su
penetrancia, las posibles particularidades fenotipicas asociadas a
mutaciones en los mismos y, por tanto, su accionabilidad clinica
llegado el caso. En el caso de incluir genes candidatos en un analisis
genético es necesario recoger la mayor informacién clinica posible de
aquellas familias portadoras de variantes patogénicas o
probablemente patogénicas en dichos genes. Los profesionales del



laboratorio pueden registrar dichas variantes, caracteristicas de la
familia y de los tumores en una base de datos privada o en bases de
datos publicas como ClinVar para ir incrementando el conocimiento
sobre dichos genes y poder llegar a conclusiones sobre su implicacién

clinica en el futuro.

Herramientas utilizadas en la clasificaciéon y priorizacion de

variantes

Actualmente hay multiples herramientas web (muchas de acceso
gratuito) que se pueden emplear para la interpretaciéon de variantes
(Tabla 1). Conocerlas es de gran importancia para saber si dichas
variantes han sido previamente descritas y clasificadas clinicamente
o si, por el contrario, son variantes no descritas y por tanto se
desconoce su implicacién en la clinica de los pacientes. En el caso de
las VUS, estas pueden incluirse en algoritmos de priorizacién,
combinando la informacién que ofrecen o estableciendo puntos de
corte en las puntuaciones obtenidas en los estudios in silico. A
continuacién se describen los principales recursos disponibles para
valorar clinicamente las variantes génicas halladas en un estudio

- Bases de datos de variantes génicas. Se trata de bases de
datos creadas por grupos de trabajo especializados que estan
disponibles en la red. En ellas se reportan variantes génicas con
informacion sobre su implicacion clinica o fuentes bibliograficas
en las que se mencionan. Entre ellas se encuentra ClinVar (24),
dbSNP (25), HGMD (26), LOVD (27) y Litvar (28), entre otras.

- Programas predictivos o estudios in silico. Los algoritmos que
utilizan estos programas son diferentes e incluyen la
importancia de la alteracién tanto a nivel de nucleétido como a
nivel de aminoacido. Se pueden dividir en dos grupos: aguellos
programas que predicen si el cambio es perjudicial para la
funcidon o estructura de la proteina resultante (predictores del
impacto del cambio como PolyPhen2 (29), SIFT (30),



MutationTaster (31), Align-GVGD (32), Grantham (33) o
predictores del grado de conservacioén filogenética como GERP
(34), SiPhy (35), PhyloP (36) y programas que predicen si se
altera el splicing (GeneSplicer [37], Human Splice Finder [38],
NNSplice [39] o MaxEntScan [40], entre otros).

- Evaluacion de la frecuencia de la variante en poblacion control.
Determinar la frecuencia de una variante en la poblacién
general o en una poblacién control es de utilidad para conocer
su patogenicidad. Esto se puede hacer mediante una bldsqueda
en las bases de datos poblacionales como la del Proyecto 1000
Genomas o de la Genome Aggregation Database (gnomAD).
Seqgun las guias de la ACMG/AMP del afio 2015, una frecuencia
alélica en poblacién control superior a la esperada para una
determinada enfermedad apoya una interpretacién benigna (7).

- Software de apoyo a decisiones. Se trata de herramientas web
gue integran informacion de distintas bases de datos y que la
combinan para llevar a cabo una clasificacién segun las guias
clinicas de la ACMG/AMP del afo 2015 (7). Una de ellas es
Varsome, la cual permite investigar las variantes en su contexto
gendmico, recoge datos de multiples bases de datos y aspira a
que la comunidad comparta su conocimiento sobre variantes.
Incluye informacién de 30 bases de datos externas que
describen mdas de 500 millones de variantes. Ademas los
resultados no se limitan a variantes conocidas, sino que se
puede introducir cualquier tipo de variante en formato HGVS o
localizacion gendmica y permite modificar manualmente
aquellos criterios dependientes de la familia (41). Otro software
similar al anterior que clasifica las variantes segun las guias
ACMG/AMP es InterVar (42).

Por parte del laboratorio clinico se pueden realizar distintos estudios
para profundizar en la interpretacién de determinadas variantes:

- Estudios funcionales. Los estudios funcionales son un conjunto

de experimentos /n vivo o in vitro que intentan dilucidar las



consecuencias que tiene una determinada variante en la
funcién de la proteina. Son una herramienta poderosa para
determinar el efecto deletéreo de la variante, pero no todos son
efectivos para determinar el impacto sobre el gen o la
funcionalidad de la proteina. La evidencia es mayor si el ensayo
refleja la totalidad de la funcién bioldégica de la proteina
comparada con solo una parte de esta funcién. Los estudios
funcionales que determinan el impacto de las variantes a nivel
de mRNA pueden ser altamente informativos a la hora de
evaluar los efectos en I|a estabilidad del mRNA, su
procesamiento y traduccién entre otros (7).

- Estudio de cosegregacion. Consisten en analizar la variante
hallada en otros miembros de la familia afectos y no afectos. Si
la variante estd presente en los familiares afectos y ausente en
los no afectos, se podria afirmar que la variante cosegrega con
la enfermedad. Sin embargo, se debe tener precaucién a la hora
de usar la cosegregaciéon para clasificar clinicamente una
variante, ya que esta evidencia una relacién entre el /ocusy la
enfermedad pero no confirma la patogenicidad de la variante en
si. Ademds, se debe tener en cuenta la presencia de posibles
fenocopias o de que la cosegregacion se deba a un desequilibrio
de ligamiento con la verdadera variante patogénica. Por otro
lado, en casos de enfermedades como el SCMOH, en las que la
penetrancia es incompleta o dependiente de la edad, hay que
valorar la posibilidad de que existan familiares asintomaticos.
Actualmente, también se debe profundizar en la relacién
bioldgica entre familiares, ya que existe la posibilidad de no
paternidad biolégica (donacién de esperma y ovocitos o
adopcién, principalmente).

Estos estudios no estan disponibles en todos los laboratorios de
genética ni pueden realizarse con todas las variantes halladas en los
estudios genéticos. Una posible estrategia para optimizar su utilidad
podria ser aplicarlos solo a aquellas variantes con un alto riesgo de



afectar al splicing segun las herramientas Jin silico consultadas
(estudios de cDNA tras RT-PCR) y/o las que hayan sido priorizadas

previamente.

ASESORAMIENTO GENETICO DE LAS VUS Y VUS PRIORIZADAS

El hallazgo de VUS, tanto las que se encuentran en genes con una
conocida implicacién en la enfermedad como aquellas que se
encuentran en genes para los que su relacién con la misma es solo
potencial, supone un problema tanto para los profesionales
encargados de realizar el asesoramiento genético como para los
pacientes receptores de dicha informacién. Es esencial que durante el
asesoramiento genético pre-test se informe correctamente de los
posibles resultados que se van a obtener y que sea el paciente, de
manera auténoma, quien decida si quiere que se realice dicho
analisis. Disponer de informacién sobre las VUS encontradas puede
generar estrés tanto para el individuo como para su familia, que en
ocasiones deberd realizarse el estudio de cosegregacion. En este
caso, siguiendo los principios éticos de privacidad y confidencialidad,
serd siempre el paciente el que decida si quiere informar a sus
familiares de los hallazgos del analisis (43,44).

Segun las recomendaciones de expertos y la declaracidon europea de
consenso publicadas recientemente (43), se recomienda informar las
VUS halladas en BRCA1/2 o en otros genes, aunque puntualiza que las
VUS halladas en genes de alto riesgo tendrian una mayor importancia
clinica que las halladas en genes de bajo riesgo. Sin embargo, esta
informaciéon no debe usarse en la toma de decisiones clinicas o para
analisis predictivo. Se recomienda que el asesoramiento genético
siempre quede abierto a la posibilidad de que individuos ya
analizados puedan ser contactados en el caso de que aparezca nueva
informacidn que afecte a la clasificacion de alguna variante en
particular, por lo que seria interesante realizar un seguimiento de los

portadores de VUS hallados en los estudios genéticos, especialmente



de aquellos casos indice en los que se encontré una VUS priorizada
(43).

CONCLUSIONES

- El desarrollo y evolucion de diferentes guias de clasificacién clinica
de variantes ha permitido que el proceso diagndstico del SCMO
sea mas estandarizado y sistematico, aunque sigue existiendo un
gran numero de variantes clasificadas como VUS que tiende a
aumentar al incrementarse el nimero de genes estudiados.

- Los algoritmos de priorizacién de VUS pretenden seleccionar
aquellas variantes con potencial deletéreo, en las que se realizara
un estudio mas pormenorizado para determinar su efecto clinico.
Esta priorizacién se realizara en funcion de la evidencia clinica de
los genes estudiados, asi como del resultado de las herramientas
web de predicciéon de patogenicidad utilizadas.

- Es necesario realizar un correcto asesoramiento genético pre-test
que permita al paciente entender las posibles consecuencias del
estudio, para que decida libremente si desea que se realice dicho
analisis.

- Dado que la clasificacién de variantes es dindmica, se recomienda
realizar un seguimiento de los portadores de VUS, sobre todo de
los portadores de VUS priorizadas.
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Tabla I. Resumen de los principales recursos disponibles para valorar

clinicamente las variantes

ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
Ba/sgs de datos de variantes HGMD http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
genicas LOVD http://www.lovd.nl/3.0/home
. https://www.ncbi.nIm.nih.gov/CBBresear
Litvar ch/Lu/DemolLitVar
Programas predictivos in silico:
PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
o . SIFT https://sift.bii.a-star.edu.sg/
Prediccién de impacto en la
proteina
MutationTaster http://www.mutationtaster.org/
Align-GVGD http://agvgd.hci.utah.edu
Prediccion del grado de GERP Integrado en VarSome

conservacion filogenética

SiPhy

Integrado en VarSome




PhyloP

Integrado en VarSome

GeneSplicer

https://www.cbcb.umd.edu/software/Ge
neSplicer/gene spl.shtml

Human Splice Finder

https://www.genomnis.com/access-hsf

Prediccién sobre el splicing NNSplice

https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.
html

MaxEntScan

http://hollywood.mit.edu/burgelab/max
ent/Xmaxentscan scoreseq.html

Proyecto 1000

https://www.internationalgenome.org/1

Frecuencia poblacional genomas 000-genomes-browsers

gnomAD https://gnomad.broadinstitute.org/
Software de apoyo a Varsome https://varsome.com
decisiones InterVar http://wintervar.wglab.org/
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Figura 1. Adaptacion del algoritmo para la identificacion de

potenciales variantes patogénicas utilizado por Mucaki y cols. (13).
Incluye procesos integrados de laboratorio y analisis bioinformaticos
utilizados. En amarillo se muestran los conjuntos de datos
intermedios resultantes del filtrado, en verde se muestran los
conjuntos de datos finales, en azul los pasos no bioinformaticos como

la preparacion de las muestras y en violeta los programas de



prediccién. Para alinear los resultados de secuenciacién se utilizé
CASAVA (Consensus Assessment of Sequencing and Variation) y CRAC
(Complex Reads Analysis and Classification). Se utiliz6 GATK (Genome
Analysis Toolkit) para comparar las variantes de estos datos frente a
la versién GRCh37 del genoma humano de referencia. Se eliminaron
las variantes con una puntuaciéon de calidad < 50. Se utilizé
SNPnexus para identificar la ubicaciéon gendmica de las variantes. Las
variantes sin sentido y las indels se anotaron y se utilizaron
herramientas de prediccién para estimar el potencial efecto deletéreo
de las variantes missense. El pipeline de analisis Shannon evalud el
efecto de una variante sobre sitios de splicing (SS) cripticos vy
naturales, asi como de lugares de unién de factores reguladores del
splicing (SRFBS). ASSEDA (Automated Splice Site and Exon Definition
Analysis) se utiliz6 para predecir las posibles isoformas como
resultado de estas variantes. Las matrices de peso de posicién (PWM)
para 83 factores de transcripcion (TF) se construyeron utilizando un
generador de matriz de ponderacion de informacion basado en Bipad.
Mutation Analyzer evalué el efecto de las variantes encontradas 10 kb
aguas arriba desde el primer intrén. Las variantes halladas en las
secuencias UTR se evaluaron utilizando SNPfold y las variantes con
mayor probabilidad de alterar la estructura del ARNm (p < 0,1) se
procesaron utilizando mFold para predecir el efecto sobre la
estabilidad. Todas las variantes de UTR se escanearon con una
version modificada del pipeline de Shannon, que utiliza PWM
calculadas a partir de frecuencias de nucleétidos para 28 proteinas de
unién a RNA (RBP) en las bases de datos de RPB (RBPDB) y 76 RBP en
el catalogo de preferencias de union a secuencias inferidas de
proteinas de unién a RNA (CISBP-RNA). Todas las variantes que
cumplen estos criterios de filtrado se verificaron con IGV.
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Figura 2. Secuencia de reparacion tras la deteccién del dafio de ADN
de doble cadena. Adaptado de Tavtigian y cols. (45). Tras la deteccién
del dafno de ADN de doble cadena, el complejo MRN (MRE11, NBS1 y
RAD50) activa la ATM kinasa. Una vez fosforilada, ATM fosforila a
posteriores efectores como CHEK2 y p53, los cuales producen la
detencién del ciclo celular para dar tiempo a que se repare el ADN. A
su vez, p53 juega un papel importante en la senalizacién de la
apoptosis. Finalmente, se produce el reclutamiento de las proteinas
responsables de la reparacion de ADN mediante recombinacion
homdloga, activandola.



