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IMPACTO DA ANALISE “IN SILICO” NA PREDICAO DE PATOGENICIDADE E
RECLASSIFICACAO DE VARIANTES EM GENES DE SUSCETIBILIDADE AO
CANCER GINECOLOGICO

RESUMO

A medicina gendmica tem um importante papel na determinacédo do manejo clinico de
mulheres com diagndstico ou risco para neoplasias mamarias e/ou ginecoldgicas.
Estima-se que até 10% dos casos de cancer de mama, em torno de 24%, de cancer
de ovario epitelial e até 3%, de cancer de endométrio tem um padrao
reconhecidamente hereditario associado a uma sindrome ou gene de predisposi¢éo
ao cancer. Os testes genéticos sdo ferramentas fundamentais para estudo das
mutacdes germinativas. Resultados desses exames podem guiar ndo somente a
estratificacdo do risco das pacientes, mas também, medidas de reducao de risco,
decisbes terapéuticas e assisténcia aos familiares. A interpretacdo das variantes
desses testes € muito variavel e, muitas vezes, conflitantes. Mesmo diante da
identificacdo de uma variante patogénica mecanismos moleculares podem amenizar
0 impacto dessas variantes. A partir de métodos de bioinformatica € possivel analisar
0 impacto das variantes em nivel de RNA e de proteina. Os critérios estabelecidos
pelo Colégio Americano de Genética Médica é o recomendado para classificacdo das
variantes e levam em conta varios aspectos, dentre eles, estudos computacionais.
Neste trabalho, avaliamos por métodos de bioinforméatica, variantes em genes de
interesse do grupo de trabalho com intuito de definir patogenicidade ou benignidade e
rever a classificacdo de variantes em genes associados ao risco para neoplasias
ginecoldgicas. Foirealizado o levantamento de casos e coleta de variantes de servicos
meédicos e dados laboratoriais de pacientes que fizeram teste genético para avalicdo
de cancer hereditario. Para os relatos de caso, aprofundamos nos estudos “in silico”
da variante patogénica MSH2 ¢.1894 1898; (p.lle633Lysfs*9) e sugerimos uma
reclassificacdo para a variante FH ¢.199T>G; (p.Tyr67Asp). Analisamos ainda 19
variantes coletadas no gene RDA51C. Desta, dentre as variantes de significado
incerto (VUS), apenas trés seriam passiveis reclassificacdo. O trabalho retrata o
cenario em nossa comunidade das analises de variantes em genes de predisposicéo
ao cancer e a importancia da colaboracao clinico-laboratorial para refinamento das
interpretacdes do real impacto em nivel molecular.

Palavras chaves: cancer ginecoldgico hereditario; testes genéticos; interpretacédo de
variantes; critérios ACMG, analise bioinformatica, RAD51C



THE "IN SILICO" ANALYSIS IMPACT IN THE PREDICTION OF PATHOGENICITY
AND RECLASSIFICATION OF VARIANTS IN GYNECOLOGICAL CANCER
SUSCEPTIBILITY GENES

ABSTRACT

Genomic medicine plays an important role in determining the clinical management of
women diagnosed with or at risk for breast and/or gynecological malignancies. It is
estimated that up to 10% of breast cancer cases, around 24% of epithelial ovarian
cancer and up to 3% of endometrial cancer have a recognized hereditary pattern
associated with a cancer predisposition syndrome or gene. Genetic tests are
fundamental tools for studying germline mutations. Results of these tests can guide
not only the patient risk stratification, but also risk reduction management, therapeutic
decisions and family members genetic counseling. The variant interpretation is highly
variable and often conflicting. Even if the identified variant is assumed to be
pathogenic, molecular mechanisms can mitigate these variants functional impacts.
Using bioinformatics tools, it is possible to analyze the impact of variants at the RNA
and protein levels. The criteria established by the American College of Medical
Genetics are recommended for their classification and take into account several
aspects, including computational studies. In this work, it is evaluated, using
bioinformatics, variants in genes of interest to the working group in order to define
pathogenicity or benignity and review the variant classification in genes associated with
risk for gynecological tumors. A case survey was carried out and variants were
collected from medical services and laboratory data from patients who underwent
genetic testing to assess hereditary cancer. For case reports, we delved deeper into
the “in silico” studies of the pathogenic variant MSH2 ¢.1894 1898; (p.lle633Lysfs*9)
and we suggest a reclassification to the FH variant ¢.199T>G; (p.Tyr67Asp). Also, we
analyzed 19 variants collected in the RDA51C gene. Among the variants of uncertain
meaning (VUS), only three tends to be reclassified. The work portrays our community
scenario of the analysis of variants in cancer predisposition genes and the importance
of clinical-laboratory collaboration to refine the interpretations of the real impact at the
molecular level.

Key words: hereditary gynecological cancer; genetic testing; variant interpretation;
ACMG criteria, bioinformatics analysis, RAD51C gene.
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INTRODUCAO

| - O Cancer de mama e ginecoldgico hereditarios

O conhecimento sobre a predisposicdo hereditaria ao cancer evoluiu nas ultimas
décadas e muito se deve ao progresso da biologia molecular e do estudo de mutacdes
somaticas e germinativas. A partir de 1980, direcionou-se o foco para questbes de
predisposicao genética ao cancer a partir de estudos populacionais que revelaram
fatores de risco para cancer, além dos fatores ambientais, em familias com alto risco

para cancer de mama (Neuman et al.;1988; Claus et al.; 1991).

O numero estimado de novos casos em 2020 para todos os tipos de cancer em
mulheres em todas as idades € de 9.227.484, com 750.007 (8,1%) concentrados na
América Latina e Caribe e uma mortalidade global de 4.429.323 (Global Cancer
Observatory,2020). O cancer de mama € o tipo com maior incidéncia (2.261.419).
Considerando os canceres ginecolégicos, o cancer de colo de utero, Utero e ovarios
representam respectivamente o 4°, 6° e 8° lugares, com numeros de novos casos em
2020, de 604.27; 417.367; 313.959 (Global Cancer Observatory,2020). De acordo com
dados epidemioldgicos publicados quanto ao panorama do cancer ginecolégico no
Brasil, o cancer de ovario (CO) e o cancer de endométrio (CE) foram o sétimo e oitavo
canceres mais comuns, com 6.650 e 6.540 novos casos, respectivamente, em 2020
(Paulino et al., 2020).

Embora o cancer de ovério fosse o menos comum dos citados, € o mais letal.
Representa a quinta causa de morte por cancer nos Estados Unidos com uma taxa
de mortalidade de 48,6% em cinco anos. Nao ha rastreamento efetivo para deteccao
precoce da doenca e, a maioria das mulheres diagnosticadas com CO tem uma
doenca ja avancada (Siegel et al., 2020; Henderson et al., 2018). Por essa razéo, a
salpingooforectomia redutora de risco (SORR) € um procedimento profilatico que pode
fazer parte do manejo de reducéo de risco de mulheres com mutacdes em genes de

predisposicao para CO (Eleje et al., 2018).
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Estima-se que 5 a 10% dos casos de cancer de mama tem associagdo com
componente hereditario e mutacdes patogénicas como em genes BRCAL1 e BRCA2,
gue representam a etiologia genética hereditaria mais comum (Balmain et al.; 2003).
Tanto o CO quanto o CE também representam fenoétipos importantes de sindromes
de predisposi¢cdo ao cancer hereditério. Trés a 5% dos casos de CE tem um padréo
hereditario e mais de um quinto dos CO tém suscetibilidade hereditaria (Randal &
Ponturi, 2016; Toss et al., 2015).

Além das sindromes hereditarias de cancer de mama e ovario, associadas aos genes
BRCA1 e BRCA2, outras sindromes genéticas predispdem os individuos ao risco
maior para cancer de mama e ginecoldgico. Genes supressores tumorais com
mutacBes patogénicas sdo herdados de forma autossébmica dominante e essas
mutacbes aumentam significativamente o risco de cancer ao longo da vida em
diferentes 6rgaos, dependendo da sindrome ou gene associado. Tais sindromes
incluem a sindrome de Lynch, a causa hereditaria mais comum de cancer endometrial
e a sindrome de Peutz-Jeghers, que aumenta os riscos de cancer de mama e cancer
de ovério. Ja, a sindrome de Li-Fraumeni e de sindrome de Cowden aumentam o risco
de cancer de mama; a sindrome de Gorlin aumenta o risco para neoplasias, como
fiboromas ovarianos e a Leiomiomatose hereditaria relacionada ao exuberante quadro
de leiomiomas uterinos e risco para cancer renal (Chung et al., 2020; Furuya et al.,
2020).

Com o0s avangos nos testes genéticos, principalmente da tecnologia para os painéis
genéticos pela metodologia de Next Generation Sequencing (NGS), numerosos genes
adicionais associados aos canceres de mama e ovario, além de BRCA1 e BRCA2,
tornaram-se reconhecidos como o ATM, CHEK2, PALB2, RAD51 C, RAD51 D entre
outros. Consequentemente, o conhecimento sobre as manifestacdes clinicas ou
fendtipos das mutacdes nesses genes estdo se expandindo rapidamente. SAUNDRA
e colaboradores (2017) avaliaram o genotipo do perfil de mutacées germinativas em
35.409 mulheres com cancer de mama por um painel NGS de 25 genes. Mutacdes
patogénicas em BRCA1l e BRCA2 representaram 24% e 24,4% dos casos,
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respectivamente. Em outros genes, as mutacfes totalizaram 51,5%, com maior
representatividade exatamente para ATM, CHEK2 e PALB2 (Buys et al., 2017).
Protocolos e consensos das sociedades médicas publicam informacges sobre a
importancia de reconhecer pacientes portadores dessas mutagbes e como maneja-
los para reducao do risco de cancer (National Comprehensive Cancer Network, 2021).
Entretanto, para muitos genes, a informacao sobre a proposta de reducéo de risco de
cancer ainda carece de evidéncias robustas para elaboracdo de condutas médicas
especificas. Dentre as recomendacgfes sugeridas ha procedimentos que s&o
invasivos, cirirgicos e que tém impacto relevante na qualidade de vida das pacientes.
Isso dificulta a tomada de decisdes frente a mastectomia redutora de risco (MRR), a
SORR, definicdo de prole e até sobre a realizacao do teste genético, mesmo para 0s
genes de alta penetrancia para cancer de mama e/ou ovarios (BRCA1l, BRCAZ2,
CDH1, PALB2 e TP53) (National Comprehensive Cancer Network, 2021).

Além disso, deparamo-nos com situacdes conflitantes como, por exemplo, o risco
absoluto para o desenvolvimento de cancer ao longo da vida em pacientes portadoras
de mutacéo no gene ATM, é muito variavel, de 15 a 40% para cancer de mama e para
ovarios, um risco menor que 3% (National Comprehensive Cancer Network, 2021).
Via de regra, a literatura ainda ndo apresenta dados com evidéncias suficientes para
as cirurgias redutoras de risco em pacientes portadores de mutagcdes patogénicas no
gene ATM. Mesmo assim, dados apresentados em analises do registro nacional norte
americano de individuos com variantes germinativas detectadas em painéis
multigenes, PROSPECTIVE REGISTRY OF MULTIPLEX TESTING (PROMPT),
revelam mulheres submetidas a SORR pelo fato de serem portadoras de mutacfes
no gene ATM, por esse gene ter uma associagao de risco também com CO, mas com
evidéncia insuficiente quanto a reducao de risco por SORR. Essa circunstancia
abrange outros genes, principalmente de penetrancia moderada para cancer de
mama, cujo risco relativo (RR) para o cancer ao longo da vida € de duas a cinco vezes
o0 risco basal/populacional (Liu et al., 2021; Balmafia et al., 2016). Quanto ao risco
para CO, estima-se que o risco populacional é de 1,3%. Apenas o historico de CO,
como doenca na familia, € considerado um importante fator de risco que eleva o RR
para cerca de 3, embora ndo represente sozinho um fator de risco que justifique uma

intervencao cirurgica redutora de risco (Liu et al,2021; Stratton et al.,1998). Se o risco
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cumulativo ao longo da vida ultrapassa 4%, a avaliacao de custo-efetividade aponta
em direcdo a cirurgia redutora de risco. No entanto, € preciso considerar
cuidadosamente o momento da RRSO, tendo em vista eventos pds cirdrgicos, como
a menopausa precoce dessas mulheres e impactos na qualidade de vida e saude a
longo prazo (Manchanda et al., 2016).

A maioria dos dados atuais sobre o manejo de reducéo de risco se baseia em estudos
voltados para mulheres de alto risco e estudos familiares (Breast Cancer Association
Consortium/BCAC, 2021). Estudos populacionais permitem dados mais robustos para
guiar melhor a selecéo de pacientes, rastreamento de neoplasias e outras estratégias
para esse manejo necessario em mulheres, na populacdo geral, com variantes
patogénicas em genes de predisposi¢cdo. Recentemente, dois estudos multicéntricos
populacionais caso-controle sobre genes de risco para cancer de mama foram
publicados com objetivo de avaliar a estimativa de risco absoluto (Naros, 2021; Hu et
al.,, 2021; Breast Cancer Association Consortium/BCAC, 2021). Outros dados
reportados incluem o risco de cancer associado a subtipo tumoral e anélise do risco
de acordo com o tipo de variantes patogénicas e a consequéncia da mutacdo na
proteina. Ambos os estudos revelaram informac¢des importantes quanto aos genes de
penetrancia alta a moderada para cancer de mama como BRCAL, BRCA2, BARD1,
RAD51C, RAD51D, ATM, CHEK2, PALB2, NBN, TP53. No estudo europeu para
variantes patogénicas que codificam proteinas truncadas nos genes BRCA1, BRCA2
e PALB2, os efeitos correspondem ao fenétipo de alto risco para cancer de mama. Ja
para os genes ATM, CHEK2, RAD51C e RAD51D, como genes de penetrancia
moderada (BCAC, 2021).

O CO, de origem epitelial, tem uma forte etiologia genética hereditaria, representada
em 25% dos casos por mutagdes em genes BRCA1/2, 10% por mutagdes em outros
genes e ainda 6%, por fatores poligénicos, considera-lo um cancer possivelmente
hereditario é o primeiro passo para identificagdo de mulheres e familias de alto risco
(Jevris et al., 2015). LIU et alli.,2021 publicaram recentemente uma revisao sobre o0s
genes de predisposicdo ao CO considerando as evidéncias para a

salpingooforectomia bilateral redutora de risco.
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Para genes de alta penetrancia em que o percentual de risco cumulativo é alto, como
BRCAL1 e BRCA2, os quais chegam a 40% e 20%, respectivamente, os guidelines
mais reconhecidos recomendam a SORR pois reduz a incidéncia do CO e diminui a
mortalidade. Para outros genes em que a estimativa € maior que 10%, ha evidéncias
menos robustas, mas € consideravel a abordagem cirdrgica em momento ndo antes
dos 35-40 anos, como para os genes MLH1 e MSH2. Para os demais dentro dessa
faixa, deve-se considerar o momento cirargico mais proximo da menopausa (entre 45-
50 anos) (Liu et al., 2021). A tabela abaixo resume as informagdes sobre 0s genes de
acordo com a associacao de risco para CO e o grau do risco (Liu et al., 2021).

Tabela 1: Associacéo e estimativa de risco para genes relacionados ao cancer

de ovarios de origem epitelial.

Gene Associacao de risco grau do risco (%)
BRCA1 sim >20
BRCAZ2 sim >10

MLH1 sim >10
MSH2 sim >10
MSH6 sim 3-10
PMS2 incerto 3
EPCAM incerto sem dados
BRIP1 sim >10

RAD51C sim >10
RAD51D sim >10
PALB2 sim 3-5

ATM sim 3-4

CHEK?2 Nao -

Fonte: Adaptado de Liu et al.,2021
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Ja em relacdo a predisposicao hereditaria a cancer de endométrio, os principais genes
em que variante patogénicas estao associadas ao risco sdo os genes MLH1, MSH2,
MSHS6, relacionados a Sindrome de Lynch (SL) e o gene PTEN, a Sindrome de
Cowden (SC).

Estima-se que cerca de 3% dos diagndsticos de cancer de endométrio representem
pacientes com SL. Vale ressaltar que SL é a sindrome de predisposicdo ao cancer
hereditario com maior prevaléncia (P) populacional (P=0,442%), para a qual o risco
relativo para o CE é maior que 10 e, portanto, um alto risco (Dork et al., 2020;
Haraldsdottir et al.,2020). Embora a SC fosse uma sindrome rara em que a
prevalénicia estimada é de 1 para 200.00 individuos, o risco para o CE também esta
dentro de uma faixa de alto risco. (Dork, et al.,2020; Yenia & Eng,2021). Existem
outros gene para 0s quais ha uma estimativa de risco para CE dentro de uma faixa
intermediaria, como o préprio gene BRCAL, entretanto, os estudos ainda mostram
dados conflitantes para definicdo de medidas de reducéo de risco especificas voltada
para o cancer de endométrio em mulheres portadoras de mutacbes em gene
BRCAL(Dork et al.,2020).

Perspectivas de dados nacionais para o cancer de mama e ginecoldgico

hereditario

No cenéario nacional, os estudos populacionais brasileiros publicados ainda
concentram dados advindos predominantemente da regido sul e sudeste do pais e
abrangem principalmente mutacdes nos genes BRCAl1 e BRCA2 (Palmero et al.,
2018; de Oliveira et al., 2018; Cipriano et al., 2018). O maior estudo publicado até o
momento reportou 649 variantes patogénicas ou, provavelmente, patogénicas em
BRCA1 e BRCA2. Destas, 16 foi o numero de casos advindos do estado de Minas
Gerais. Embora fosse o maior estudo, h&a diferencas significativas de dados dos
pacientes quanto ao tipo de teste genético realizado e limitacdes quanto aos dados
clinicos e demogréficos dos pacientes (Palmero et al., 2018). Estudos nacionais
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dentro do contexto de painéis multigenes ainda sao pouco expressivos em relacédo ao
“n” amostral para definicao de padrées populacionais, mas fazem parte do esforgo da
comunidade cientifica nesta area do conhecimento (Cipriano et al., 2019). A Agéncia
Nacional de Saude Suplementar (ANS) incluiu, na lista de exames com cobertura
pelos planos de saude da rede privada, a pesquisa de mutacdes em genes BRCA1 e
BRCA2 em casos especificos de cancer de mama e Painel NGS para 0s genes
associados ao risco para cancer de mama, ovarios e outros tipos de cancer em
determinadas situacdes em que ha dados clinicos para se avaliar diagndsticos
diferenciais de mais de uma sindrome de predisposi¢cdo ao cancer hereditario. Com
relacdo a saude publica, ha possibilidade do teste de mutacBes germinativas nos
genes BRCA1 e BRCA2 no Sistema Unico de Saude (SUS), de acordo com Projeto
de Lei 6262/2013, de autoria da Deputada Carmem Zanotto (PPS/SC), que delega ao
SUS a cobertura dos testes para pesquisa de mutacdes nos genes BRCA 1 e BRCA2

em mulheres com histérico familiar de diagndstico de cancer de mama e/ou ovario.

Sendo assim, a perspectiva para nossa populacdo € de que um namero cada vez
maior de pacientes, tanto da rede privada quanto publica, realizardo testes genéticos
para guiar a escolha de tratamento do céancer, manejo de reducdo de risco e
aconselhamento familiar. Portanto, € necessario compreender melhor o gendtipo e
fenétipo das variantes nesses genes, mais comuns ou mais raros, dentro de um

contexto populacional especifico.

II) Aconselhamento genético e testes genéticos na abordagem do céancer

ginecologico

O Aconselhamento Genético

A medicina gendmica € uma prioridade estratégica e crescente para muitos sistemas
de saude e o aconselhamento genético (AG) faz parte disso. O AG é um processo de
comunicacdo que capacita pacientes e familias a tomar decisdes autbnomas e usar
essas informacdes diante de uma condigdo genética hereditaria. Esse processo €
conduzido por um profissional treinado para realizacdo do AG (Patch & Middleton,
2018). Uma das principais ferramentas utilizadas no AG sao os testes genéticos que

podem ter varias finalidades, que vao desde exames simples como analise de uma
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Gnica mutacao, analise de inUmeros genes por NGS ou mesmo estudo do exoma ou
genoma completos. Mundialmente, jA se reconhece que 0s avanc¢os na tecnologia
gendmica fornecerdo dados em escala acessivel e tem o potencial para fornecer
diagnostico direcionado de baixo custo através de testes genéticos de alta
complexidade (Davies, 2017). Assim, é importante atentarmos para medicina
gendmica dentro de um contexto ético e multidisciplinar na abordagem dos pacientes

e com profissionais capacitados para lidar com essas informacdes.

Quanto aos principios para avaliacdo de risco de cancer hereditario, a decisdo para
realizacdo de teste genético e abordagem do manejo clinico do paciente envolve trés
etapas. A primeira se trata do aconselhamento pré-teste; a segunda, é voltada para a
escolha-teste mais apropriada e quais as implicagdes e limitagbes do mesmo e a
terceira etapa se refere ao aconselhamento pos-teste e, consequentemente, condutas

diante do resultado do teste (National Comprehensive Cancer Network, 2021).

O aconselhamento genético € um processo dinamico, que evolui ndo sé com o
aprimoramento do conhecimento, mas também com a evolucdo e mudancas que
ocorrem na vida do individuo. Questdes importantes sdo abordadas no AG voltadas
para fatores sociais, econémicos e psicolégicos. Muitas vezes a percepcao de risco
do paciente depende muito da forma como é transmitida pelo profissional assistente.
Assim, uma mesma informacao pode ter interpretacdes diferentes para cada pessoa.
Isso vale para reacBes emocionais ou psiquicas. Geralmente, a avaliacao de risco
para cancer se baseia em estimativa de risco ao longo da vida (lifetime risk). Isso ndo
representa, necessariamente, o risco de ter cancer a qualguer momento ou nos
préximos cinco a dez anos. O risco ao longo da vida, por exemplo, para uma mulher
sadia de 25 anos e portadora de mutacdo em gene BRCAL, é de 70% ao longo dos
préximos 60 anos, mas € de menos de 1% de ter um cancer de mama naquele

momento (Henson & Resta, 2021).

Os critérios para indicacdo de teste genético que contemplam, pelo menos, 0s genes
de alta penetrancia para risco de cancer de mama e ovarios, incluem: idade precoce
(menor ou igual a 45 anos), cancer de mama associada ao histérico pessoal e/ou

familiar de cancer de mama, pancreas e/ou prostata, dados sobre tipo e grau
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histolégico do cancer de préstata, ascendéncia familiar judaica Ashkenazi, histéria
clinica compativel com alguma sindrome de predisposicdo associada aos genes
(Sindromes de Cowden, Li-Fraumeni, Peutz-Jeghers ou Sindrome do cancer gastrico
difuso associada ao cancer de mama lobular), dentre outros. Alguns critérios, sdo
independentes do contexto da idade de diagnostico de cancer e da historia familiar.
Para estes, 0 teste genético deve ser indicado e podem ter impacto, inclusive na
decisao terapéutica quimioterapica (National Comprehensive Cancer Network, 2021).
Sao eles:

e Terapia com inibidor de PARP (iPARP) em cancer de mama metastatico;

e uso de Olaparib (iPARP) em cancer adjuvante em cancer de mama de alto risco

Her2 negativo;
e cancer de mama triplo negativo;
e cancer de ovarios;

e cancer de mama em homens.

Possibilidade de resultados e complexidade para interpretacdo de variantes

A classificacdo das variantes de acordo com os critérios estabelecidos pelo Colégio
Americano de Genética Médica e Genbmica e a Associagao de Patologia Molecular -
The American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for
Molecular Pathology - ACMMG/AMP, descritos no quadro 1 (Richards et al., 2015) se
resumem em:

e Benignas (VB) e provavelmente benignas (VPB), cuja interpretacdo nao esta
associada a um evento causal para uma doenca genética, geralmente nao
reportada nos laudos dos testes genéticos;

e Variante de significado incerto (VUS), em que ndo haja evidéncias para
classificar a variante e nem associar a doenga

e Provavelmente patogénica (VPP) e patogénica (VP), cuja variante representa

um achado genotipico de associagao causal.

O passo a passo para andlise de uma variante depende de informacbes de base

clinica e laboratorial que permitem guiar a classificacdo também de acordo com o
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ACMMG/AMP. Essa anadlise se baseia nos seguintes quesitos, como (Henson &
Resta, 2021):
(i) Correlacao gendtipo-fendtipo: existe alguma associagdo entre o achado laboratorial
e a clinica do paciente?
(ii) Patogenicidade:
— O efeito da mutacdo em nivel molecular é relevante?
— Trata-se de uma mutagcdo com frequéncia alélica baixa de acordo com banco
de dados? Mutacdes com baixa frequéncia alélica populacional tendem a ser
patogénicas;
— A mutacdo ja foi descrita nos bancos de dados ?;
— Haploinsuficiéncia - fendbmeno comum em genes de suscetibilidade ao cancer
hereditario, em que uma copia mutante é suficiente para predispor o fendtipo
variante/mutado;
e Variacdo do aminoacido (aa): o tipo de substituicio do aa pode ser uma
evidéncia para patogenicidade da mutacéo;
« Conservacao dos aa através de espécies - analise conservacional;
« Analise de modelo de predig¢ao “in silico" - programas computacionais podem
prever o efeito da variante em questao;
(i) Andlise constitucional,
(iv) Avaliacao da fracdo alélica - dependendo da fracdo alélica encontrada, sugere-se
que as mutacdes sao de linhagem germinativa, somatica ou pode se tratar de um
evento pds-zigotico associado ao mosaicismo;
(v) Estudo de segregacao familial - andlise da segregacao da variante em familiares
afetados e assintomaticos pode ser uma pista para interpretacdo e correlacdo
gendtipo-fenétipo das variantes;
(vi) Andlise da variante e outros tecidos do paciente - auxilio para esclarecer se a

mutacao é somatica ou pode ser um mosaicismo.

Considerando essas analises, classifica-se cada variante de acordo com os critérios
gue sédo de patogenicidade e de benignidade. A partir desta interpretacdo, usa-se uma
regra para unir esses critérios e, entdo, classificar cada variante. Uma variante é
classificada como VUS quando néo € possivel obter informacgdes suficientes para
classifica-la como VP, VPP, VB ou VPB (Quadro 2).
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Quadro 1: Descricdo da classificacao das variantes e nivel de patogenicidade e

benignidade de acordo com ACMG/AMP

DESCRICAO

INTERPRETACAO

CRITERIO DE PATOGENICIDADE

PVS1 - Variante nula (nonsense, frameshift, candnico + 1 ou 2 locais de splice, c6don de
iniciacdo, delec&o Unica ou multiexon) em um gene e LOF € um mecanismo conhecido de

doenca.

EVIDENCIA MUITO FORTE
DE PATOGENICIDADE

PS1 - Mesma mudanca de aminoacido que uma variante patogénica previamente

estabelecida, independentemente da mudanca de nucleotideo.

EVIDENCIA FORTE DE
PATOGENICIDADE

PS2 - De Novo confirmado

EVIDENCIA FORTE DE
PATOGENICIDADE

PS3 - Estudos funcionais in vitro ou in vivo bem estabelecidos que apoiam um efeito
prejudicial no gene ou produto génico.

EVIDENCIA FORTE DE
PATOGENICIDADE

PS4 - Prevaléncia em pessoas afetadas maior do que nos controles

EVIDENCIA FORTE DE
PATOGENICIDADE

PM1 - Localizado em uma regido hot spot mutacional ou dominio funcional critico e bem

estabelecido (por exemplo, sitio ativo de uma enzima) sem variantes benignas frequentes

EVIDENCIA MODERADA DE
PATOGENICIDADE

PM2 - Ausente ou com baixa frequéncia em bancos de dados populacionais

EVIDENCIA MODERADA DE
PATOGENICIDADE

PM3 - Para recessivos - detectavel com uma mutacgao patogénica em trans

EVIDENCIA MODERADA DE
PATOGENICIDADE

PM4 - O comprimento da proteina muda como resultado de delec¢des/inser¢des in-frame em

uma regido néao repetida ou variantes de stop-loss.

EVIDENCIA MODERADA DE
PATOGENICIDADE

PM5 - Missense que altera um residuo de aminoéacido, no qual uma missense diferente é

previamente estabelecida como patogénica

EVIDENCIA MODERADA DE
PATOGENICIDADE

PM6 - De Novo nao confirmado

EVIDENCIA MODERADA DE
PATOGENICIDADE

PP1 - Variante segregada com doenca em miltiplos membros da familia afetados

A FAVOR DE
PATOGENICIDADE

PP2 - Variante missense em um gene que tem uma baixa taxa de variantes missense

benigna e em que as variantes missense sdo um mecanismo comum de doenca.

A FAVOR DE
PATOGENICIDADE

PP3 - Mdltiplas linhas de evidéncia computacional com um efeito deletério sobre o gene ou

produto do gene (conservacao, evolugdo, impacto de splicing, etc.)

A FAVOR DE
PATOGENICIDADE

PP4 - O fendtipo do paciente ou histéria familiar é altamente
especifico para uma doenga com um Unico gene

etiologia

A FAVOR DE
PATOGENICIDADE
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PP5 - Fonte confiavel relatou recentemente a variante como patogénica, mas a evidéncia ndo

esta disponivel para o laboratério realizar uma avaliagdo independente.

A FAVOR DE
PATOGENICIDADE

CRITERIOS DE BENIGNIDADE

BP1 - Variante missense em um gene, sendo que, principalmente, as variantes truncadas séo

conhecidas por causar doengas.

A FAVOR DE BENIGNIDADE

BP2 - Observado em trans com uma variante patogénica para um gene/distirbio dominante
totalmente penetrante ou observado em cis com uma variante patogénica em qualquer

padrdo de heranga

A FAVOR DE BENIGNIDADE

BP3 - DelegGes/insercdes in-frame em uma regiéo repetitiva sem uma fungéo conhecida.

A FAVOR DE BENIGNIDADE

BP4 - Multiplas linhas de evidéncia computacional ndo sugerem nenhum impacto no gene ou

produto do gene (conservagao, evolugdo, impacto de splicing, dentre outras)

A FAVOR DE BENIGNIDADE

BP5 - Causa alternativa (variante encontrada em um caso com uma base molecular

alternativa para doenca)

A FAVOR DE BENIGNIDADE

BP6 - Fonte confiavel relatou recentemente a variante como benigna, mas a evidéncia ndo

esta disponivel para o laboratério realizar uma avaliagdo independente.

A FAVOR DE BENIGNIDADE

BP7 - Uma variante sindnima (silenciosa) para a qual algoritmos de previsao de splicing ndo
preveem nenhum impacto na sequéncia de consenso de splice nem a criagdo de um novo

local de splice. E o nucleotideo ndo é altamente conservado.

A FAVOR DE BENIGNIDADE

BS1 - Alta frequéncia (comum)

FORTEMENTE BENIGNA

BS2 - Presente no controle saudavel

FORTEMENTE BENIGNA

BS3 - Sem consequéncia funcional

FORTEMENTE BENIGNA

BS4 - Falta de segregagéo nos membros afetados de uma familia.

FORTEMENTE BENIGNA

BA1 - Muito comum (frequéncia do alelo é> 5%)

critério independente para
BENIGNIDADE

Nota LOF: Loss of funtion. Termo em inglés para representar perda de fungcao
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Quadro 2: Critérios do ACMG/AMP para definicdo da interpretacdo das variantes

como Patogénica e provavelmente patogénica.

Variante Patogénica

Variante Provavelmente Patogénica

1- 1 Muito fortemente (PVS1) e
a) 2 1 fortemente (PS1-PS4) ou
b) 22 moderada (PM1-PM6)

c¢) 21 moderada (PM1-PM6) e 1 a favor de patogenicidade
(PP1-PP5)

2- 22 fortemente (PS1-PS4) ou
3- 1 Fortemente (PS1-PS4 e
a) 23 moderada (PM1-PM6)

b) 2 moderadamente (PM1-PM6) e 22 a favor de
patogenicidade (PP1-PP5) ou

¢)1 moderada (PM1-PM6) e = 4 de patog.(PP1-PP4)

1- 1 muito fortemente (PVS1) e 1 moderada (PM1-PM6)

2- Forte (PS1-PS4) e 1-2 moderadas (PM1-PM6)
3- 1 forte (PS1-PS4) e 22 a favor de patog.(PP1-PP5) ou
4- 23 moderada (PM1-PM6) ou

5- 2 moderadas (PM1-PM6) e 22 a favor de patog. (PP1-
PP5) ou

6- 1 moderada (PM1-PM6) e 24 a favor de (PP1-PP5)

Fonte: adaptado de (Henson & Resta,2021)

Quadro 3: Critérios do ACMG/AMP para definicdo da interpretacao das variantes

como Benigna e provavelmente benigna.

Variante benigna

Variante provavelmente benigna

1- 1 critérioi independente (BA1) ou

2- = fortemente (BS1-BS5)

1- 1 fortemente (BS1-BS4) e 1 a favor de benig.
(BP1-BP7) ou
2- 22 afavorde (BP1-BP7)

Fonte: adaptado de (Henson & Resta,2021)
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Os resultados sobre a classificacdo das variantes em genes incorporados nos painéis
NGS podem variar entre informativos quando positivos para variantes patogénicas ou
nao informativos quando negativos para variantes patogénicas ou presenca de
variantes de significado incerto. Entretanto, mesmo que existam critérios para
padronizar a classificacdo dessas variantes, ha discordancia de resultados. Entéo, a
colaboracédo entre laboratorios para tornar essas mutacfes evidentes na literatura e
nos bancos de dados é fundamental (Pepin et al., 2016; Harrison et al., 2017). Para
muitos genes de suscetibilidade ao céncer, incorporados nos painéis NGS, a
magnitude de risco é pouco conhecida e a baixa prevaléncia de muta¢des torna dificil
evoluir com essa estimativa de risco (Easton et al., 2015). Muitas interpretacdes
conflitantes sdo de baixa significancia clinica porque a discrepancia da classificacdo
varia entre uma interpretacado benigna/provavelmente benigna ou VUS. Portanto, a
conduta clinica acaba por se basear mais na historia clinica pessoal e familiar do
paciente do que no resultado do teste. No entanto, a identificacdo de uma VUS pode
causar uma grande incerteza para os pacientes e profissionais de saude, gerar uma
“ansiedade” frente ao resultado e aumentar o risco de uma conduta médica voltada
para um alto risco de cancer e, consequentemente, inadequada para o paciente
(Balmanha et al., 2016).

A interpretacdo das variantes depende, principalmente, de bons testes funcionais e
banco de dados de variantes bem estabelecidos. Além disso, compartilhar
informacBes com o laboratdrio, ou seja, apresentacédo de dados fenotipicos passiveis
de serem analisados com o gendtipo e a colaboracdo por parte dos laboratorios
clinicos com especialistas reconhecidos, provavelmente, melhoraria a consisténcia na
interpretacdo de variantes entre laboratorios e possibilitaria melhor assisténcia ao
paciente (Pepin et al., 2016).

JUSTIFICATIVA

Avaliar e manejar a condicao de risco de cancer de mama e ginecolégico hereditarios
de maneira mais especifica depende de testes genéticos que revelam resultados,
muitas vezes, pouco elucidativos, conflitantes e desafiadores para guiar condutas
médicas. Elevar a andlise e reanalise dessas variantes para um nivel mais

25



aprofundado pode favorecer a compreensdo sobre o real impacto das variantes

guanto a um efeito causal ou néo.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da analise “in silico” na predicdo de patogenicidade e

reclassificacdo de variantes em genes de suscetibilidade a neoplasias ginecoldgicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

)] Documentar variantes especificas no gene FH e MSH2 néo reportadas ou

passiveis de reclassificacdo por estudo de casos.

1)) Realizar levantamento de casos associados a variantes patogénicas ou

VUS em gene RAD51C e propor reclassificacdo de variantes

Esse estudo foi realizado a partir do levantamento e andlise do estudo apresentado
no formato poster no Congresso Internacional da Sociedade Brasileira de Oncologia
em parceria com a American Association of Cancer Research, em outubro de 2020 e
submetido na Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia: “GERMINATIVE
MUTATIONS LANDSCAPE IN MINAS GERAIS, BRAZIL PATIENTS UNDERGONE
TO GENETIC COUNSELING FOR GYNECOLOGICAL AND BREAST CANCER”
(Carvalho et al.,2020). Neste trabalho 382 pacientes foram submetidos ao
aconselhamento genético foi identificado variantes que despertaram o interesse dos
colaborados, principalmente voltado para variantes ndo descritas ou raras. Duas delas
geraram os trabalhos apresentados nos relatos de casos. Foi montado um grupo de
trabalho de andlise de variantes composto por médicos, incluindo médicos
geneticistas e bidlogos com experiéncia na area de bioinformatica para auxiliar nas
analises e interpretacdo das variantes. Com a evolugcéo do trabalho e parceria de
laboratorios privados foi possivel evoluir com coleta de variantes em genes RAD51C,

gene de interesse de estudo do grupo de trabalho.
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(Anexo I).

DESENVOLVIMENTO E METODOLOGIA PARA ANALISES DAS VARIANTES

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de capitulos, em que o0s
dois primeiros capitulos correspondem aos artigos cientificos produzidos durante o
doutoramento. O terceiro capitulo corresponde ao estudo de analise direcionada para
o0 gene RAD51C, cujo artigo ainda estd em processo de elaboracéo.

O primeiro capitulo corresponde ao trabalho submetido a revista “Genetics and
Molecular Biology 2022”, cujo titulo € "Evidence for pathogenicity of MSH2
€.1894 1898; p.lle633Lysfs*9 mutation in Lynch syndrome: genotype-phenotype
correlation and bioinformatic approaches”. Os objetivos principais deste trabalho

foram:

(1) descrever passo a passo a analise bioinformatica da mutacdo germinativa
no gene MSH2, previamente ndo descrita, em uma familia com Sindrome de
Lynch e

(i) investigar as evidéncias de patogenicidade em nivel proteico e de RNA,

(i)  estabelecer uma correlacdo gendtipo-fendtipo para essa mutacao.

O segundo capitulo corresponde ao trabalho intitulado “In deep Bioinformatic
characterization of a novel fumarate hydratase mutation (FH ¢.199T>G;
p.Tyr67Asp) in hereditary leiomyomatosis and renal cell carcinoma” submetido a

revista Familial Cancer 2022. Teve como objetivos:

(1) promover a reclassificacdo da VUS para “provavelmente patogénica”

encontrada em uma familia com fenotipo clinico da sindrome;
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(i)  descrever a analise detalhada para evidéncias de patogenicidade para a

variante.

O terceiro capitulo descreve o trabalho realizado para reanalise de possiveis
reclassificacoes de variantes em gene RAD51C, associado ao risco para cancer

ginecolégico e de mama, coletadas em diferentes servicos médicos e laboratoriais.

A andlise das variantes é apresentada em cada capitulo de maneira aprofundada e
descrevendo o passo a passo da metodologia utilizada (Figura 1). Para cada etapa

das andlises, as seguintes ferramentas foram disponibilizadas:

Predicdo dos impactos funcionais das muta¢gfes na estrutura da proteina
o Para predicao do impacto funcional, foram usados: Poly-Phen-2 (Adzhubei
et al., 2010), SIFT (Vaser et al., 2016), MCAP (Jagadeesh et al., 2016),
PROVEAN (Choi et al., 2012), Mutation Taster (Steinhaus et al.,2021). Nesta
etapa, fordo usadas outras ferramentas como: GeneCards (Stelzer et al.,
2016), 1000 Genomes (Danecek et al., 2011), Universal Protein Resource
(UniProt) (UniProt Consortium, 2015), Pfam (Finn et al.,, 2014); DGV
(MacDonald et al., 2013); European Variation Archive (EVA, EMBL-EBI,

2021), entre outras.
Avaliagdo da conservagao evolutiva
« Uma evidéncia indireta de funcionalidade pode ser obtida com a analise da
conservacao evolutiva da posi¢ao nucleotidica e do contexto genémico no qual

a variante esta inserida - Clustal Omega (Madeira et al., 2019).

Analise de Splicing alternativo
e Human Splicing Finder (HSF) (Desmet et al., 2009).

Andlise de Isoformas
e GeneCards, BLAST (Altschul et al., 1990).

Avaliar o padrdo de expressao tecido especifico
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e GTex (GTEx Consortium, 2013), BioGPS (Wu et al., 2016), Proteomics
(Patroklos et al,, 2020).

Avaliar os efeitos fenotipicos
e« OMIM - Online Mendelian Inharitance in Men (Amberger et al., 2015).

Verificar quanto ao estado de homozigoto ou heterozigoto
« Para cada individuo, verificar se a variante esta presente em homozigose ou

heterozigose.

Avaliar a presenca em regides conservadas evolutivamente
e Avaliacdo de conservacdo evolutiva de regibes do genoma: BLASTP, The

Consurf Server (Ashkenazy et al., 2016).

Modelagem por homologia de estruturas tridimensionais de proteinas
o Modeller (Webb et al., 2016), PyMol ( Zhu et al., 2014).

Reclassificagdo final das variantes e definicdo de nomenclatura
o Diretrizes do Colégio Americano de Genética Médica e Gendmica (American
College of Medical Genetics and Genomics) e atualizacdes (Richards et al.,
2015; Nykamp et al., 2017; Abou Tayon et al., 2018).

Os capitulos | e Il estdo redigidos no formato das revistas para as quais foram

submetidas.
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PATOGENICAS E
NAO
PATOGENICAS
[

Banco de dados
GeneCards, 1000 Genomes
UniProt, Pfam, Multi-Omics
Breast Cancer Database
(MOBCdb), DECIPHER
DGY, The Human Gene
Mutation Database ¢ European
Wariation Database

Avaliar o padrio de
expressio tecido
especifico:
GTex, BioGPS e

Impactos funcionais
Variant Effect Predictor

(VEP)
PolyPhen-2, Sorting Anilise de
Intolerant From Tolerant Splicing
(SIFT), MCAP, alternativo
Provean, Mutation Taster, HCF

Variant Effect Predictor

(VEP),

Gene Ontology e KEGG

Detecta enhancers
Analise de Isoformas de splicing:
GeneCards e BLAST Exon Splicing
Enhancer Finder 3.0

Avaliar o padrao de
expressio tecido

Avaliar os efeitos

e verificar quanto ao
fenotipicos:

estado homozigotas ou

=

especifico: OMIM, MalaCards e ;
5 g x 5 heterozigotas
GTex, BioGPS, MGI - Mouse Genome ;
: ; literatura
Proteomics Informatics J
Avaliar a presenca em K
regioes
Prediciio de elementos conservadas
de promotor evolutivamente:
Evolutionary Conservation
of Genomes /

Modelagem por
homologia de
estruturas
tridimensionais de
proteinas

(caso necessirio):
Modeller

classificacao final das
variantes usando diretrizes
do Colégio Americano de
Genética Médica e
Genidmica

Figura 1: Fluxograma com descricdo das etapas para andlises das variantes e

ferramentas utilizadas
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ABSTRACT

Mutation screening in familial cancer syndromes supports clinical decisions concerning
prophylaxis, treatment, and genetic counseling. Typically, genetic variants are classified
according to evolutive conservation, populational frequency, and substitution effects on
amino acid class and polarity. Variants of uncertain significance (VUS) are common. Frame-
shift mutations (fsm) are presumably pathogenic, but their effects may be counteracted by
cellular mechanisms functioning at the RNA or protein levels. Damage reducing mechanisms
include nonsense-mediated decay (NMD), alternative splicing, and exon skipping.
Consequently, even fsm should be carefully analysed. Here, we describe a multi-step

Bioinformatic evaluation of the germline MSH2 ¢.1894 1898del; p.11e633Lysfs*9 mutation
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found in a Lynch syndrome family. Evidence for pathogenicity includes, at protein level, the
loss of the 294 C-terminal residues, including the ATPase domain. Domains involved in
dimerization and DNA binding are present, therefore, negative dominance is possible. At the
RNA level, this fsm causes a premature termination code highly suggestive of NMD, a better
explanation for the loss of MSH2 expression, detected in the proband”s tumor
immunohistochemistry. No evidence of rescue mechanisms (alternative splicing, exon
skipping) were found. These findings provide evidence for the classification of MSH2

€.1894 1898del; p.l1le633Lysfs*9 as a pathogenic mutation.

Keywords - Lynch syndrome; hereditary cancer; colorectal cancer, mismatch repair; MSH2

INTRODUCTION

Lynch syndrome (LS; OMIM 120435), autosomal dominant, is the most common hereditary
cancer predisposition syndrome (Lynch, Snyder et al. 2015; Gupta, Gellert et al. 2012). It is
characterized by incomplete penetrance and heterogeneous clinical manifestations due to
germline deleterious mutations in the post-replicative Mismatch Repair (MMR) genes MLH1
(OMIM 120436), MSH2 (OMIM 609309), MSH6 (OMIM 600678), and PMS2 (OMIM
600259). In addition, germline mutations in the EPCAM gene can influence MSH2 expression
and cause LS. Mutations in MLH1 and MSH2 present the highest penetrance, with a risk for
colorectal cancer exceeding 50%, while PMS2 and MSH6 mutations present lower penetrance.
The MMR proteins correct DNA replication errors, reducing mutation rates; control the
fidelity of meiotic recombination, blocking recombination between non-homologous
sequences; help dealing with environmental mutagens, mediating DNA damage-induced
apoptosis, among other functions (Crouse 2016; Toft, Winton et al. 1999; Li, Chao et al.

2020). Different cancer types including gastrointestinal, gynecological, skin, urinary tract, and
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central nervous system have been associated with LS and the risk of developing them depends
on the gene being affected (Lynch, Snyder et al. 2015). Colorectal and endometrial cancers
are the most frequent in LS. It has been estimated that 3% of all colorectal cancer and 1.8% of

endometrial cancers are associated with LS (Biller, Syngal et al. 2019).

Over the last decades, knowledge on genotype-phenotype correlations for each LS gene has
allowed the development of risk reduction management protocols for patients with pathogenic
mutations in the MMR genes (Dominguez-Valentin, Sampson et al. 2020). Complete
anamnesis with family history, tumor pathology, microsatellite stability analysis, and
immunohistochemistry of MMR proteins are crucial to guide LS diagnosis and management.
Thus, the Revised Bethesda Guidelines and Amsterdam (I and 1) clinical criteria enable the
recognition of highly suspected patients or families (Umar, Boland et al. 2004; Vasen,
Mecklin et al. 1991; Vasen, Watson et al. 1999). Prediction models such as PREMMS5 also
help the screening of individuals that could be mutation carriers. Furthermore, the
immunohistochemistry and/or microsatellite stability analysis of all colorectal and, even,
endometrial cancers as part of the Universal Testing is now proposed to be considered in
order to identify more individuals at risk (Thompson, Spurdle et al. 2014). However, even
with all these tools, the definitive diagnosis of LS is established through the identification of a
pathogenic mutation (Lynch, Snyder et al. 2015). Consequently, the genetic-molecular studies
are fundamental, not only for the identification of germline and/or tumor mutations associated

with LS, but also for establishing their phenotype impacts.

Several mutations in the MMR genes have already been described in cancer syndromes and
shared in the main international variants databases, such as InSiGHT, Varsome, HGVD,
among others). The identification and registration of mutations and associated phenotypes,
also assist in the pursuit of better care and in the identification of specific population or

families risk groups (Thompson, Spurdle et al. 2014). However, mutations are frequent in the
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general population and may not be associated with cancer causation. General criteria for the
classification of mutations in MMR genes have been established (Plazzer, Sijmons et al.
2013). Nonetheless, the main limitation in the clinical use of sequencing methodologies for
molecular diagnosis is the high frequency of variants of uncertain significance (VUS).
Consequently, it is fundamental to better characterize the pathogenic potential of newly
identified genetic variants and the strategies needed will vary according to each variant. Here,
we describe the phenotype associated and the results of the Bioinformatic analysis conducted
in order to evaluate the pathogenic potential of a MSH2 mutation. We also outlined the
mutation impact in the protein domain in order to guide a better understanding of the

molecular interaction mechanisms of MMR genes/proteins.

PATIENTS AND METHODS

The proband was referred to genetic counseling considering LS as a diagnostic hypothesis.
She was 55 years old and was diagnosed with metachronous nonpolypoid colorectal cancer in
the previous year. The first tumor was localized in the sigmoid colon and the second one was
diagnosed 12 months later in the cecum, measuring 4.0 x 3.6 x 2.0 cm. This second tumor was
not visualized at the time of the first colonoscopy and left colectomy for treating the first
tumor. According to her colonoscopy records, the cecum was not totally visualized at that
time. Consequently, she underwent a second colectomie for the cecum tumor treatment. Both
tumors were pathologically described as moderately differentiated invasive adenocarcinomas.
The pathological records did not describe mucinous, signet-ring cell histologic features, a
medullary growth pattern, not even infiltrating lymphocytes in the tumor.
Immunohistochemical analysis of MMR proteins showed loss of MSH2 and MSH6
expression in the first tumor and loss of only MSH2 expression, in the second tumor. At

cancer staging, both tumors were classified as initial, without signals of invasion or spreading.
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Consequently, both tumors were resected and further oncological treatments were not

required.

The family history was relevant for colorectal cancer and it was reported that her grandmother
would have had gynecological/uterine cancer. Unfortunately, the proband has had little
contact with members of her extended family and was unable to provide details about the
family history and to add confirmation reports or documents regarding the type of tumor for
distant family members. The family comes from Teofilo Otoni, a city in the North of Minas
Gerais state, Southeastern Brazil, where medical care is quite limited. Even so, the family

history meets Amsterdam Il criteria as illustrated in the pedigree below (Fig. 1).

7.0 0@
D e

48 yrs.

CRC, 47yrs
n §§§
x proband, 55 yrs Il yrs 47 yrs 65 ¥rs 62 yrs
CRC, 51yrs RC 46yrs

34 yrs 36 yrs. 25 yrs 31 yrs 31yrs 35 yrs

LEGEND

£ Colorectal cancer
i Uterine cancer unconfirmed
= Cancer: Not Otherwise Specified

Figure 1. Proband pedigree showing familial cancer, age of onset, and cancer types. Age in years refers to the
current age of the person. A well defined age at diagnosis was obtained for I11.1, (51 years old), 11.2 (47 years old),
111.3 (46 years old).

After the pre-test genetic counseling, a Next-Generation Sequencing (NGS) based, multi-gene
panel for hereditary cancer genes was performed at a CLIA-approved laboratory using DNA
extracted from the patient's blood. The panel included all MMR genes associated with LS and
EPCAM. Detection of copy number variations was not conducted. A novel, germline variant
was identified, MSH2 ¢.1894 1898del; p.lle633Lysfs*9, present in heterozygosis. A multi-

step Bioinformatic investigation of this variant was conducted in the search of evidence for
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pathogenicity and molecular mechanisms involved. These Bioinformatic analyses included: 1.
The search for previous descriptions of this variant in ClinVar (Landrum, Chitipiralla et al.
2020), Database of Genomic Variants (MacDonald, Ziman et al. 2014), Ensembl (Hunt,
McLaren et al. 2018), OMIM (McKusick, 1998), PubMed (Agarwala, Barrett et al. 2018),
European Variation Archive (EMBL-EBI 2020), GeneCard (Stelzer, Rosen et al. 2016),
INSIGHT DNA Variant Database (Thompson, Spurdle et al. 2014) (International Society for
Gastrointestinal Hereditary Tumours; Thompson et al., 2014), Varsome (Kopanos, Tsiolkas et
al. 2019), and ABraOM (Naslavsky, Scliar et al. 2020) ; 2. Mutation impacts were predicted
using the Variant Effect Predictor (VEP) (Hunt, McLaren et al. 2018); 3. The MSH2 c.

1894 1898del CDS sequence was produced by editing the FASTA format sequence of the
MSH2 CDS (NM_000251.3) downloaded from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (Agarwala, Barrett et al. 2018); 4. Mutation effects at protein level were
evaluated by translating the MSH2 c. 1894 1898del CDS, created as described above, using
ExXPASYy Translate (Artimo, Jonnalagedda et al. 2012); 5. The search for MSH2 protein
isoforms was conducted in the UNIPROT database (Consortium 2019). Initially, two MSH2
protein isoforms were found (P43246-1 and P43246-2) and compared using Basic Local
Alignment Search Tool-Proteins (BLASTP) (Altschul, Gish et al. 1990). Isoforms were also
predicted using the Variant Effect Predictor (VEP) (Hunt, McLaren et al. 2018) and GTEX
(GTEX, 2020); 6. The hypothesis of nonsense-mediated decay (NMD) and exon skipping
were evaluated by CDS and protein database search and in the literature; 7. Information on
MSH2 protein domains was obtained using Pfam (El-Gebali, Mistry et al. 2019); 8. The
impact of this mutation in MSH2 tridimensional (3D) structure was evaluated using modeling
by homology using Modeller 9.24 (Sali and Blundell 1993), with eight molds (208B, 208C,
208D, 208F, 3THW, 3THX, 3THY, and 3THZ) obtained from PDB (Heinz, Baase et al.

1993). Ten models of the MSH2 ¢.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9 were produced. Among
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them, those five presenting the lowest DOPE (discrete optimizer protein energy) values were
selected for the production of the Ramachandran plots in PDBsum (Laskowski, Jablonska et
al. 2018) and for the estimation of Z-scores using PROSA-Web (Protein Structure Analyses)
software (Wiederstein and Sippl 2007). The better models were selected based on the higher
PROCHECK/Z-score. Once validated the models, the one with the highest PROCHECK/Z-
score value was selected for the comparison of the 3D structures (MSH2 wild-type and MSH2

€.1894_1898del; p.1le633Lysfs*9) using the PyMOL software (Schrodinger, 2017).

RESULTS

In this study, a patient presenting LS phenotype was investigated clinical-,
immunohistochemical-, and molecularly. The clinical and familial presentation showing
metachronous colorectal cancer and family members also presenting colorectal cancer at an
early age or possible gynecological cancer pointed towards a clinical diagnostic for LS. The
immunohistochemical analysis of the tumors, evidencing loss of MSH2 expression, reinforces
the LS syndrome hypothesis. A germline mutation identified (MSH2 ¢.1894 1898del;
p.lle633Lysfs*9) (Fig. 2) was not found in all the mutation databases searched, except for
Varsome, where it is listed as pathogenic; however, molecular mechanisms or associated
phenotypes are not provided. This mutation was also not described in studies which included
Brazilian samples published so far (Vaccaro, Lopez-Kostner et al. 2019; Schneider, Pastor et

al. 2018).

Wild-type sequence
aaa gga caa gga aga tta aaa gca tcc agg cat get tgt
K 6 Q G R I I LK A SR HATUZC
aaa gga caa gga aga|att aaa agc atc cag gca tgc ttg tgt tga
K G Q G R K § | QA C LC*™

' Mutated sequence
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Figure 2. Comparative alignment of MSH2 mRNA and protein, wild-type vs. MSH2 c¢.1894 1898del;
p.1le633Lysfs*9 mutation. The 5-nucleotides deletion is shown within a box in the wild-type mMRNA sequence.
Observe that the first codon created after the 5-nucleotide deletion is an ATT and, therefore, the first amino acid
in the mutated segment is still an isoleucine (position 632). The sequence changes from the codon 633 on, to
include a stop codon at position 640.

Frame-shift mutations are usually assumed as potentially pathogenic or pathogenic variants. It
is mostly true. However, there are compensatory cellular mechanisms functioning at both the
RNA and protein levels. Some are damage-reducing mechanisms, such as NMD, alternative
splicing, and exon skipping (Lindeboom, Supek et al. 2016; Lambert, Ashi et al. 2020). Some
others are damaging, such as dominant negative effects, a phenomenon that occurs in dimeric
or multimeric proteins, in which the entry of a mutated subunit in the complex induces its
precipitation (Hanna, Guerra-Moreno et al. 2019). Consequently, the mutated allele reduces
the function of the normal allele. However, dominant negative effects are not observed when
the mutation affects the protein surfaces which interact, preventing it from forming the

complex (Vieler and Sanyal 2018). Therefore, even fsm impact shall be carefully evaluated.

To investigate the pathogenicity of MSH2 ¢.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9 mutation, we
adopted a multi-step procedure, investigating the possible effects at the RNA and protein
levels. At the mRNA level, we evaluated the hypotheses of NMD, alternative splicing, and
exon skipping. At protein level, we investigated the impact of MSH2 ¢.1894 1898del;
p.1le633Lysfs*9 mutation on the protein sequence and 3D structure of MSH2, and 3D

quaternary structure of the MSH2/MSH®6 heterodimer (Fig. 3).

After confirming that this mutation has not yet been analysed, we generated the MSH2 CDS
containing the mutation, with the corresponding five nucleotide deletion (Supplementary Fig.
1). Using EXPASYy Translate (Artimo, Jonnalagedda et al. 2012), the effects at the protein
level were predicted. The wild-type MSH2 protein contains 934 amino acids (isoform
P43246, in UniProt). The deletion causes a reduction in protein length to 640 amino acids;

therefore, 294 amino acids at the C-terminal were lost. The five-nucleotide deletion affects
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codons 632 and 633. After the frameshift, amino acid 632, an isoleucine, does not change.

Therefore, the first change observed in the protein sequence is in amino acid residue 633, a

substitution of an isoleucine with a lysine. A premature stop codon follows in the 9th position

(Fig. 2). Using BLASTP (Altschul, Gish et al. 1990), we searched for the protein containing
MSH2 ¢.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9 mutation. No match for the sequence after the

frameshift mutation was identified, supporting the idea that this mutation has not been

investigated before.

>CDS sequence mutated MSH2 (MSH2 c.1894 1898del; p.Ile633Lysfs*9)
ATGGCGGTGCAGCCGAAGGAGACGCTGCAGTTGGAGAGCGCGGCCGAGGTCGGCTTCGTGCGCTTCTTTC
AGGGCATGCCGGAGAAGCCGACCACCACAGTGCGCCTTTTCGACCGGGGCGACTTCTATACGGCGCACGG
CGAGGACGCGCTGCTGGCCGCCCGGGAGGTGTTCAAGACCCAGGGGGTGATCAAGTACATGGGGCCGGCA
GGAGCAAAGAATCTGCAGAGTGTTGTGCTTAGTAAAATGAATTTTGAATCTTTTGTAAAAGATCTTCTTC
TGGTTCGTCAGTATAGAGTTGAAGTTTATAAGAATAGAGCTGGAAATAAGGCATCCAAGGAGAATGATTG
GTATTTGGCATATAAGGCTTCTCCTGGCAATCTCTCTCAGTTTGAAGACATTCTCTTTGGTAACAATGAT
ATGTCAGCTTCCATTGGTGTTGTGGGTGTTAAAATGTCCGCAGTTGATGGCCAGAGACAGGTTGGAGTTG
GGTATGTGGATTCCATACAGAGGAAACTAGGACTGTGTGAATTCCCTGATAATGATCAGTTCTCCAATCT
TGAGGCTCTCCTCATCCAGATTGGACCAAAGGAATGTGTTTTACCCGGAGGAGAGACTGCTGGAGACATG
GGGAAACTGAGACAGATAATTCAAAGAGGAGGAATTCTGATCACAGAAAGAAAAAAAGCTGACTTTTCCA
CAAAAGACATTTATCAGGACCTCAACCGGTTGTTGAAAGGCAAAAAGGGAGAGCAGATGAATAGTGCTGT
ATTGCCAGAAATGGAGAATCAGGTTGCAGTTTCATCACTGTCTGCGGTAATCAAGTTTTTAGAACTCTTA
TCAGATGATTCCAACTTTGGACAGTTTGAACTGACTACTTTTGACTTCAGCCAGTATATGAAATTGGATA
TTGCAGCAGTCAGAGCCCTTAACCTTTTTCAGGGTTCTGTTGAAGATACCACTGGCTCTCAGTCTCTGGC
TGCCTTGCTGAATAAGTGTAAAACCCCTCAAGGACAAAGACTTGTTAACCAGTGGATTAAGCAGCCTCTC
ATGGATAAGAACAGAATAGAGGAGAGATTGAATTTAGTGGAAGCTTTTGTAGAAGATGCAGAATTGAGGC
AGACTTTACAAGAAGATTTACTTCGTCGATTCCCAGATCTTAACCGACTTGCCAAGAAGTTTCAAAGACA
AGCAGCAAACTTACAAGATTGTTACCGACTCTATCAGGGTATAAATCAACTACCTAATGTTATACAGGCT
CTGGAAAAACATGAAGGAAAACACCAGAAATTATTGTTGGCAGTTTTTGTGACTCCTCTTACTGATCTTC
GTTCTGACTTCTCCAAGTTTCAGGAAATGATAGAAACAACTTTAGATATGGATCAGGTGGAAAACCATGA
ATTCCTTGTAAAACCTTCATTTGATCCTAATCTCAGTGAATTAAGAGAAATAATGAATGACTTGGAAAAG
AAGATGCAGTCAACATTAATAAGTGCAGCCAGAGATCTTGGCTTGGACCCTGGCAAACAGATTAAACTGG
ATTCCAGTGCACAGTTTGGATATTACTTTCGTGTAACCTGTAAGGAAGAAAAAGTCCTTCGTAACAATAA
AAACTTTAGTACTGTAGATATCCAGAAGAATGGTGTTAAATTTACCAACAGCAAATTGACTTCTTTAAAT
GAAGAGTATACCAAAAATAAAACAGAATATGAAGAAGCCCAGGATGCCATTGTTAAAGAAATTGTCAATA
TTTCTTCAGGCTATGTAGAACCAATGCAGACACTCAATGATGTGTTAGCTCAGCTAGATGCTGTTGTCAG
CTTTGCTCACGTGTCAAATGGAGCACCTGTTCCATATGTACGACCAGCCATTTTGGAGAAAGGACAAGGA
AGA--—--- ATTAAAAGCATCCAGGCATGCTTGTGTTGAAGTTCAAGATGAAATTGCATTTATTCCTAATG
ACGTATACTTTGAAAAAGATAAACAGATGTTCCACATCATTACTGGCCCCAATATGGGAGGTAAATCAAC
ATATATTCGACAAACTGGGGTGATAGTACTCATGGCCCAAATTGGGTGTTTTGTGCCATGTGAGTCAGCA
GAAGTGTCCATTGTGGACTGCATCTTAGCCCGAGTAGGGGCTGGTGACAGTCAATTGAAAGGAGTCTCCA
CGTTCATGGCTGAAATGTTGGAAACTGCTTCTATCCTCAGGTCTGCAACCAAAGATTCATTAATAATCAT
AGATGAATTGGGAAGAGGAACTTCTACCTACGATGGATTTGGGTTAGCATGGGCTATATCAGAATACATT
GCAACAAAGATTGGTGCTTTTTGCATGTTTGCAACCCATTTTCATGAACTTACTGCCTTGGCCAATCAGA
TACCAACTGTTAATAATCTACATGTCACAGCACTCACCACTGAAGAGACCTTAACTATGCTTTATCAGGT
GAAGAAAGGTGTCTGTGATCAAAGTTTTGGGATTCATGTTGCAGAGCTTGCTAATTTCCCTAAGCATGTA
ATAGAGTGTGCTAAACAGAAAGCCCTGGAACTTGAGGAGTTTCAGTATATTGGAGAATCGCAAGGATATG
ATATCATGGAACCAGCAGCAAAGAAGTGCTATCTGGAAAGAGAGCAAGGTGAAAAAATTATTCAGGAGTT
CCTGTCCAAGGTGAAACAAATGCCCTTTACTGAAATGTCAGAAGAAAACATCACAATAAAGTTAAAACAG
CTAAAAGCTGAAGTAATAGCAAAGAATAATAGCTTTGTAAATGAAATCATTTCACGAATAAAAGTTACTA
CGTGA

>Protein sequence mutated of the DNA mismatch repair protein MSH2 (MSH2 c.1894 1898del;

p.I1le633Lysfs*9)

MAVQPKETLQLESAAEVGEFVRFFQGMPEKPTTTVRLEFDRGDEYTAHGEDA
LLAAREVFKTQGVIKYMGPAGAKNLQSVVLSKMNFESFVKDLLLVRQYRV
EVYKNRAGNKASKENDWYLAYKASPGNLSQFEDILEGNNDMSASIGVVGV
KMSAVDGQRQVGVGYVDSIQRKLGLCEFPDNDQFSNLEALLIQIGPKECV
LPGGETAGDMGKLRQIIQRGGILITERKKADFSTKDIYQDLNRLLKGKKG
EQMNSAVLPEMENQVAVSSLSAVIKFLELLSDDSNEFGQFELTTFDEFSQYM
KLDIAAVRALNLFQGSVEDTTGSQSLAALLNKCKTPQGOQRLVNQWIKQPL
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MDKNRIEERLNLVEAFVEDAELRQTLQEDLLRREFPDLNRLAKKFQRQAAN
LODCYRLYQGINQLPNVIQALEKHEGKHQKLLLAVEVTPLTDLRSDEFSKF
QEMIETTLDMDQVENHEFLVKPSFDPNLSELREIMNDLEKKMQSTLISAA
RDLGLDPGKQIKLDSSAQFGYYFRVTCKEEKVLRNNKNESTVDIQKNGVK
FINSKLTSLNEEYTKNKTEYEEAQDAIVKEIVNISSGYVEPMQTLNDVLA
QLDAVVSFAHVSNGAPVPYVRPAILEKGQGRIKSIQACLC

Supplementary Figure 1 - MSH2 CDS and protein sequences predicted in the presence of the MSH2

€.1894 1898del; p.lle633Lysfs*9.

Note: The first sequence denotes a mutated CDS from the MSH2 gene. The five dashes (-----) denote the 5-
nucleotide deletion in position 1894-1898. The second sequence refers to the 640 amino acids, mutated MSH2
protein. The 5-nucleotide deletion produces a frame-shift mutation. Consequently, the protein sequence changes

from amino acid residue 633 on and a stop codon is inserted after residue 640.

Next, we evaluated the impact of the frameshift mutation in MSH2 protein domains.
According to Pfam (El-Gebali, Mistry et al. 2019), MSH2 presents 33 domains and features.
This mutation disrupts exon 12 and leads to the deletion of exons 13 to 16 (in isoforms
P43246-1 and P43246-2, see below). MSH2 ¢.1894_1898del; p.1le633Lysfs*9 is located in
the loop between MutS domains 111/IV and V, causing the loss of the V domain, a highly
conserved ATPase domain, which provides energy for the first steps of MMR (Lakhani,

Thayer et al. 2017).

To evaluate the impact of this frameshift mutation on the ability of MSH2 to form dimers
with MSH3 and MSH6, we modeled the 3D structure of the mutated protein using the
Modeller software. The wild-type MSH2 protein tridimensional model selected by Modeller
(Sali and Blundell 1993) was 208B. The comparative modeling of the 3D structures of the
wildtype and the putative mutated protein suggests that the mutation probably affects the
interaction of the MSH2 protein with MSH6 (Fig. 3). This finding suggests that, if expressed,
MSH2 protein would eventually be able to enter MutS complexes, but the lack of ADP

binding site would be harmful.
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Figura 3. a) Comparison between MSH2 wild-type and MSH2 ¢.1894 1898del; p.11e633Lysfs*9 proteins. MutS
I domain is represented in red; MutS Il domains in green; MutS Il domain in blue; MutS IV domain in yellow;
and, in magenta the MutS V domain; b) Overlapping blue stained wild-type MSH2 protein and magenta stained
mutated MSH2 protein. In red, the portion of the protein, whose sequence was changed as a consequence of the
frame-shift mutation; c) Wild-type MutSalpha complex. Blue contains wild-type MSH2 protein and orange
contains wild-type MSH6 protein; d) Mutated MutSalpha complex. In blue, the mutated MSH2 protein and in
orange the wild MSH6 protein.

In addition, we evaluated the impact of this mutation on the different MSH2 isoforms and
overlapping genes. We also investigated the hypothesis of mechanisms that could reduce the
impact of the mutation, such as alternative splicing and exon skipping. MSH2 is located on
chromosome 2p21-p16.3 region, CHR2:47403067-47634501 (GRCh38 p.13). Typically,
MSH2 is described as composed of 16 exons, but the number of exons in the region varies
from 16 to 28, depending on the consulted database. MSH2 presents alternative splicing. One
difficulty faced in predicting the impact of MSH2 mutations is that the number of CCDS and
protein isoforms, as well as their identification numbers vary according to the source

consulted. For example, nine isoforms were identified in Ensembl Genome Browser (Kent,
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Sugnet et al. 2002), VEP (Hunt, McLaren et al. 2018) and UNIPROT (Consortium 2019)
(ENST00000233146.7, ENST00000543555.6, ENST00000645506.1, ENST00000406134.5,
ENST00000644092.1, ENST00000646415.1, ENST00000645339.1, ENST00000644900.1,
and ENST00000467323.1); 10 isoforms are informed in GTEX (GTEx 2020), in the UCSC
Genome Browser, and in the NCBI Genome Browser (Agarwala, Barrett et al. 2018), which
include ENST00000454849, an isoform excluded from the Ensembl database. The
information on the CCDS and MSH2 protein isoforms, linking different nomenclatures, is
organized in Supplementary Table 1. Some of these isoforms are predicted to undergo NMD.
The two main MSH2 isoforms (P43246-1 and P43246-2) are affected by MSH2

€.1894 _1898del; p.1le633Lysfs*9 mutation. P43246-1 is 66 amino acids longer than P43246-
2. This difference is due to alternative splicing of the first exon, which encodes a flexible loop
in the N-terminal of the protein and does not change the MutS domains. Therefore, sequence
differences induced by MSH2 ¢.1894 1898del; p.lle633Lysfs*9 start at residue 633 in
P43246-1 isoform and in residue 597 in P43246-2 isoform. However, the sequences of both
isoforms are the same in this region, as well as the mutation impact. Additional information

on the impact of this mutation on the different isoforms is provided in Supplementary Table 1.

Supplementary Table 1 MSH2 isoforms, according to different databases, respective

annotation status, and impact of MSH2 ¢.1894_1898del; p.I1le633Lysfs*9 mutation.

Ensembl : : -
Isoform Transcript ID bp |Protein| Biotype Uniprot Description
Name
) Protein Reviewed (Swiss-
M250|_1| ~ |ENST00000233146.7 | 3115| 934 aa coding P43246-1 Prot): Manually annotated -
Peptide RefSeq
The sequence of this isoform
MSH2- Protein ) differs from the peptide
204 ENST00000543555.6 | 3018 | 868 aa coding P43246-2 RefSeq by present alternative
splicing, with 66 the loss
. Unreviewed
MZS(EZ' ENST00000645506.1 | 7893 | 924 aa Eg%ti‘;'g AOA2R8Y6P0 | (TrEMBL):Computationally
analyzed -
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000233146;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000233146;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000543555;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000543555;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000645506;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000645506;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468

Records that await full manual
annotation
Unreviewed (TrEMBL):
MSH2- | EN15T00000406134.5| 3628 | 921aa | PTOEIN | popyag | Computationally analyzed -
202 coding Records that await full manual
annotation
Nonsense Unreviewed (TrEMBL):
MSH2- | ENST00000644092.1 | 5343 | 558aa | mediated | AOA2R8Y7Sg | COMPutationally analyzed -
205 Records that await full manual
decay .
annotation
Unreviewed (TrEMBL):
MSH2- Nonsense Computationally analyzed -
ENST00000646415.1 | 4523 | 938aa | mediated | AOA2R8YG02 )
209 Records that await full manual
decay .
annotation.
Unreviewed (TrEMBL):
MSH2- Nons_ense Computationally analyzed -
ENST00000645339.1 |3113| 918 aa | mediated | AOA2R8YFHO )
207 Records that await full manual
decay .
annotation
Nonsense Unreviewed (TrEMBL):
MSH2- . Computationally analyzed -
206 ENST00000644900.1 | 1663 | 168 aa | mediated | AOA2R8Y713 Records that await full manual
decay .
annotation
MSH2- | ENsT00000467323.1 | 313 | N0 | Processed i i
203 protein | transcript
MSH2- | £NsT00000454849.1 | 560 | 140aa | PN | co3809 This entry is obsolete
003 coding
MSH2- | NST00000461394.1 | 416 | NO. | Processed i i
005 protein | transcript

Note - Edited from VEP isoform prediction. [Hunt S, McLaren W, Gil L, Thormann A, Schuilenburg H, Sheppard D,
Parton A, Armean |, 2018. Ensembl variation resources. Database (Oxford). bay119

There are two additional genes in this region, MSH2-OT1 and KCNK2 (NCBI, November
2020). MSH2-OT1 and KCNK12 overlap with the long MSH2 isoforms
(ENST00000648301.1, ENST00000435331.3, and ENST00000439182.2). MSH2-OT1 is a
processed transcript expressed in the testis and presenting three isoforms. KCNK12
(ENST00000327876.5 and ENST00000493527.1) is a protein coding gene expressed from the
DNA complementary strand. These genes do not share exons with MSH2. In addition, two
other genes associated with LS map to the same region, EPCAM maps approximately 16 kb
upstream and MSH6 maps approximately 150 kb downstream to MSH2 (NCBI, 2020). None
of these genes/isoforms would be affected by the MSH2 ¢.1894 1898del; p.lle633Lysfs*9

mutation.
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000406134;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000406134;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000644092;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000644092;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000646415;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000646415;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000645339;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000645339;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000644900;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000644900;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000095002;r=2:47403156-47483223;t=ENST00000467323;tl=CyMFuBNApFjygfOg-6472468
https://docs.google.com/document/d/1KVMTEVaSS4gWMC8GO52rzFCcGE3JeRoE/edit#heading=h.32hioqz

We also investigated the evidence for alternative splicing, which could rescue the mutated
allele, by generating a shorter but functional protein (Koenig, Beggs et al. 1989; Monaco,
Bertelson et al. 1988). In Fig. 4, we present tissue specific expression patterns of MSH2
CCDS isoforms according to GTex. No MSH2 protein isoform without exon 12, but
preserving NH2- and COOH-end is supported. None has been deposited so far in both the
RNA and protein databases. The predicted impact of MSH2 ¢.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9

on the different MSH2 RNA and protein isoforms is presented in Supplementary Table 1.
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Figure 4. Data on tissue specific MSH2 isoforms, according to GTex (https://gtexportal.org/home). In a), observe
that there are tissue specific differences in expression pattern. Exons 13-16 expression is higher in most tissues. In
b), the splicing map of the MSH2 exons. Alternative splicing is depicted within exon 1, differentiating isoformas
ENST00000233146.7 and ENST00000543555.6. From top to bottom, isoforms ENST00000461394.5 is a
processed transcript expressed in the testis. ENST00000454849.1 has been excluded from UNIPROT and
ENSEMBL databases, and is most probably a databasis artifact.
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Considering the findings of the tumor immunohistochemistry, showing loss of expression of
the MSH2 protein in one tumor and MSH2 and MSHG6 proteins in the other one, we
investigated the hypothesis of NMD. The PTC inserted in consequence of this frame-shift
mutation occurs at 780 nucleotides after the translation start codon and 709 nucleotides before
the last exon-exon boundary (NM_000251.3). According to the literature, the main theoretical
evidence for NMD comes from the position of the newly created premature termination codon
(PTC) in the transcript (Lambert, Ashi et al. 2020; Schweingruber, Rufener et al. 2013; Miller
and Pearce 2014; ). Therefore, the PTC introduced by MSH2 ¢.1894 1898del;
p.1le633Lysfs*9 mutation fulfills the main requirements of NMD, meaning: 1. The gene
contains introns; 2. The distance between the stop codon created by MSH2 ¢.1894 1898del;
p.lle633Lysfs*9 mutation and the last exon-exon boundary of the transcript is larger than 50-
54 nucleotides; and, 3. The distance between the new stop codon and the translation start

codon is larger than 200 nucleotides.

DISCUSSION

Variants of Uncertain Significance (VUS) are a frequent problem in clinical practice,

affecting decisions related to both patient follow-up and genetic counseling. Considering the
large number of individual genetic differences in humans, any genetic variant has a larger
probability of being non-pathogenic. This scenario changes when we consider genetic variants
affecting the protein sequence; however, each variant requires careful analysis (Thompson,
Spurdle et al. 2014). Frame-shift mutations are usually assumed as pathogenic, but the
underlying mechanism may vary from a complete loss of RNA expression to the expression
of a completely different protein product. In addition, effects on isoforms may vary according
to gene, tissue, developmental period, and health conditions. However, there are some
protective mechanisms that may reduce the fsm effects. Damaging prone mechanisms include

negative dominance, in which the entry of a mutated subunit in a protein complex induces its
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precipitation, stealing function of the normal allele. Therefore, mutations preventing a subunit
from entering the complex are less damaging than those rendering a subunit still able to enter
protein complexes. Out of prudence, fsm are usually classified as pathogenic, but additional
studies are required. Here, we describe the clinical, immunohistochemical, and molecular
findings of a patient presenting LS, and the Bioinformatic evidence for pathogenicity of the

MSH2 ¢.1894_1898del; p.l1le633Lysfs*9 mutation.

One of the dilemmas of evaluating persons with mutations that predispose to some inherited
disease, but not necessarily determine the disease, is how to better guide them through the
decision-making process. Main questions concern medical support and balancing risks and
benefits of the available procedures, because some of them are highly invasive. Since LS is a
heterogeneous disease, an optimized management might be limited, depending on well-
documented and complete family data, so that each case could fit guidelines available
(Network 2020). Complete family data is sometimes difficult to obtain, particularly the actual
number of affected relatives, and, for which one of them, information on type of neoplasia,
age of onset, tumor documentation. In addition, patients may have restrictions on contacting

some family members and improving the quality of data may be difficult.

In the present study, we came across similar situations. Although the clinical findings in the
proband were highly suggestive, the LS genetic diagnosis was made only after the detection
of the second tumor. The second tumor was considered metachronous, although the cecon has
not been completely evaluated in the first colonoscopy. Even considering that the
tumorigenesis in LS can follow a faster path (Dominguez-Valentin, Sampson et al. 2020;
Rondagh, Gulikers et al. 2013), the tumors present in this patient could be too large to have
developed in one year. Another problem observed in this study was the poor contact among
the family members. Consequently, the type of tumor, age at diagnosis, and age at death were

not accessible for some family members. To date, only a few family members have accessed
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genetic counseling and manifested any interest in mutation screening. Two factors are crucial
for this, family detachment and the difficulty of access to the genetic services in remote

areas.

Evidence pointing to the germline MSH2 ¢.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9 mutation in the
causation of LS in this family is provided by its low population frequency, but emerged both
in immunohistochemistry and in the Bioinformatic analyses of the mutation identified in the
patient. In immunohistochemistry, the two tumors analyzed presented different results: loss of
MSH2 expression was detected in one tumor and loss of MSH2 and MSH®6 expression in the
other one. These findings suggest several different hypotheses. First, although at the familial
level the condition is autosomal dominant, there was a loss of expression of the two MSH2
alleles at the tumor level. This loss of function may reflect a second mutation, affecting the
other MSH2 allele, in the tumor. This finding was described in the context of Rb mutations in
retinoblastoma, but is typically seen in tumor suppressor genes (Dryja, Rapaport et al.
1986)(e.g., RB1). Alternatively, the protein may have been transiently expressed, but may
have been precipitated due to dominant negative effects, for example. Considering the
immunohistochemistry results, where the MSH2 protein was not detected, the hypothesis of

dominant negative effects seems less probable.

The loss of both MSH2 and MSH6 expression in one of the tumors may have at least four
additional explanations. First, the loss of MSH2 protein expression would cause MSH6
precipitation, once MSH6 does not dimerize with other proteins. Second, mutations in MSH2
dimerization regions could induce MSH6 precipitation, a dominant negative effect. Third, the
loss of MSHG6 expression in tumors from individuals having germline MSH2 mutations may
also reflect the gain of MSH6 somatic mutations accumulated in the course of the clonal
evolution of the tumor. Fourth, MSH6 silencing in the presence of MSH2 mutations has

already been described and corresponded to somatic epimutations in the tumor tissue
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(Olkinuora, Gylling et al. 2020). At this point, our investigation has a limitation, due to the
lack of molecular analyses at the RNA level. MSH2 ¢.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9
mutation may induce the loss of MSH2 protein expression by mechanisms at the RNA level
(NMD) or at the protein level. This analysis would also help to understand the mechanisms
underlying the loss of expression of the second MSH2 allele and of MSH6. However, the
results of the Bioinformatic analysis reported here suggest that MSH2 ¢.1894 1898del;
p.1le633Lysfs*9 is a pathogenic mutation. This mutation fulfills the typical requirements for
NMD and no evidence of alternative splicing, producing an isoform excluding exon 12 was
found in any database searched or in the literature. Isoforms described in MSH2 in both
healthy as well as colon cancer cell lines include the deletion of some exons, e.g., -5, -13, -
2/3/415/6/7, and -2/3/4/5/6/7/8 (Genuardi, Viel et al. 1998). No isoform excluding exon 12 has
been described in the literature or deposited in RNA or protein databases. Consistently,
assuming NMD as highly probable in this case, this mutation would be a loss of function,

germline allele.

Nonetheless, we investigated MSH2 ¢.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9 effects at protein level.
With the results of the in silico investigation, we have demonstrated that the MSH2 protein
loses the 294 C-terminal amino acids, causing the loss of the MutS domain V and,
consequently, the loss of the interaction with ADP. MSH2 interacts with MSH6 and MSH3
proteins to form MutSalpha and MutSbeta, respectively, via MutS domains | and 1V; these
domains are also responsible for DNA binding. MutS domain V presents ATPase activity,
while domains MutS domain Il and MutS domain I11 act as connectors between MutS domain
V and the MutS domains | and IV (Warren, Pohlhaus et al. 2007; Schneider, Pastor et al.
2018; (Gupta, Gellert et al. 2012). At first sight, the loss of MutS domain V would not prevent
the mutated MSH2 monomer from entering the MutSalpha or MutSheta complexes, once

these interactions depend on the integrity of MutS domains I and IV. However, it would affect
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ADP binding and replacement by ATP, needed for mismatch recognition and DNA bending
in the very beginning of the MMR (Warren, Pohlhaus et al. 2007; Schneider, Pastor et al.
2018; Gupta, Gellert et al. 2012). The interaction with DNA mismatches or insertion/deletion
loops occurs initially with the MutS domains | of both subunits (MSH2/MSH6 or
MSH3/MSHS6) accessing the DNA minor groove. The MutSbeta complex induces the
distortion of the sugar-phosphate structure in the DNA segment presenting the mutation
(Gupta, Gellert et al. 2012). The MutSbeta and MutSalpha complexes exchange ADP for ATP
to move the DNA strand and to interact with downstream effectors, such as PCNA,
MLH1/PMS2, and EXOL. Once recruited, PCNA is responsible for starting the excision of
the newly replicated DNA strand. The MLH1/PMS2 complex has endonucleolytic activity,
thus being able to create a cut in the nucleotide segment that needs to be repaired, allowing
EXO1 to remove hundreds of nucleotides (Fukui 2010; Martin-Lopez and Fishel 2013;
Edelbrock, Kaliyaperumal et al. 2009). Consequently, the downstream MMR cascade would
be affected by the loss of MutSbeta function. After evaluating the consequences of MSH2
€.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9 mutation, we consider that it fulfills the criteria for

pathogenicity accepted for fsm in MSH2 (Plazzer, Sijmons et al. 2013).

CONCLUSIONS

Earlier diagnosis of LS can help to optimize treatments and reduce patient risk for new
cancers by prophylactic surgery, for example. Genetic counseling as part of health care is
essential and still challenging in some cases. Updates in non- or poorly-described mutations
must be done as a contribution to better understand clinical and molecular phenotypes.
Currently, Bioinformatics provides a plethora of tools to apply in the search for the necessary
evidence for classifying genetic variants. Identifying germline mutations help define the
management of patients and respective families. Mutations classified as VUS immobilize

clinicians and deserve a particularly careful evaluation.
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In the present study, we used several different Bioinformatic tools to evaluate MSH2
€.1894_1898del; p.1le633Lysfs*9 germline mutation, identified in a patient belonging to a LS
family and presenting colorectal cancers, probably metachronous. Evidence was provided by
immunohistochemistry, showing the lack of expression of MSH2 in one of the patient’s

tumors and of MSH2 and MSHG6 in the other one.

In synthesis, the results of the Bioinformatic analyses point to: 1. This mutation was not found
in any populational database. It has been included in VVarsome already, but without additional
information; 2. It causes the loss of MutS domain V, therefore, the ADP binding ability of
MSH2; 3. There is no evidence that the effects of this mutation could be ameliorated by
physiological alternative splicing or exon skipping induced by the mutation. Actually, the
large number of exon 12 pathogenic mutations in INSIGHT, suggest that such a mechanism
really does not exist; 4. There is evidence for NMD; 5. If this mMRNA escapes NMD, the
protein produced would be possibly able to enter MutSalpha complexes, but these complexes
would be less compact than those established by the normal allele and probably not

functional, due to the loss of the MSH2 ADP binding site.

In conclusion, all the evidence summed up in the current study indicate that MSH2
€.1894 1898del; p.1le633Lysfs*9 is a pathogenic mutation. The phenotype associated is LS,

with probably metachronous colorectal cancer.
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Running title:

FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp in HLRCC

ABSTRACT

Hereditary leiomyomatosis and renal cell carcinoma (HLRCC) is a rare autosomal dominant tumor
predisposition syndrome characterized by the variable development of multiple skin and uterus leiomyomas
and aggressive forms of kidney cell carcinoma (RCC). Mutations in fumarate hydratase (FH), one of the
proteins in homologous recombination repair, precede the development of HLRCC with high penetrance.
Considering the risk of early metastasization of RCC, FH has been included in mutation screening panels.
The identification of a pathogenic FH mutation would guide the screening for tumors in the carriers. However,
variants of uncertain significance (VUS) are a frequent finding, limiting the clinical value of the mutation
screening. Here, we describe the phenotype associated and an in-depth, multi-step Bioinformatic evaluation
of the germline FH ¢.199T>G p.Tyr67>Asp variant segregating in an HLRCC family. Evidence for FH
€.199T>G; p.Tyr67Asp pathogenicity include the variant segregation with the disease in three affected family
members; its absence in population database; and the deep evolutionary conservation of the Tyr67 residue.
At protein level, this residue substitution causes the loss of molecular bonds and ionic interactions, affecting
molecular dynamics and protein stability. Considering ACMG/AMP criteria, we propose the reclassification
of the FH ¢.199T> G; p.Tyr67Asp variant as “likely pathogenic”. In addition, the in-depth, in silico approach
used here allowed the understanding of how and why FH ¢.199T> G; p.Tyr67Asp would cause HLRCC,
helping in clinical management decisions concerning the monitoring of unaffected family members having
this variant.
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INTRODUCTION

Hereditary leiomyomatosis and renal cell carcinoma (HLRCC; OMIM #150800) is a rare autosomal dominant
hereditary cancer syndrome, predisposing to the development of multiple skin and uterus leiomyomas and
aggressive forms of kidney cancer [1,2]. Four main characteristics are observed in HLRCC syndrome: (i)
multiple cutaneous piloleiomyomas, which present as firm reddish skin papules or nodules; (ii) affected
females usually develop early-onset leiomyomata of the uterus (fibroids), diagnosed by their 20-35 years,
leading to myomectomies or hysterectomy; (iii) early-onset form of type 2 papillary renal cell cancer, which
has a propensity to metastasize early; and, (iv) cumulative, age-dependent risk of renal cell carcinoma (RCC);
the risk for the carriers of mutations in fumarate hydratase (FH; EC 4.2.1.2) is 1-2% before 20 years and 15%
between 35 and 45 years [3].

FH is a protein with different cytoplasmic, mitochondria, and nuclear functions. In the cytoplasm, FH
catalyzes the reversible hydration of malate to fumarate, as part of the urea cycle and arginine metabolism.
In the mitochondria, FH converts fumarate to malate in the tricarboxylic acid cycle. In addition, FH plays a
role in response to DNA double-strand breaks (DSB). Following DSB induction, the cellular levels of FH
increase and the cytoplasmic enzyme is transposed to the nucleus [4-6]. In the nucleus, FH is part of the
human DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs) that plays a key role in mediating non-
homologous end joining and human homologous recombination signaling [4]. The loss of tumor suppressor
genes, such as FH, impacts DNA repair and can both induce and potentiate tumor progression. In addition,
FH loss of function renders tumor cells highly susceptible to synthetic lethal targeting with PARP inhibitors
and provides a novel therapeutic strategy that could potentially be translated into the clinic for these otherwise
difficult to treat malignancies [5].

FH mutations have been associated with both recessive (fumaric aciduria) and dominant (HLRCC)
conditions [3]. Although defined by the presence of cutaneous and uterine leiomyomas, and Kidney cancer,
FH mutations have been associated also with pheochromocytomas, paragangliomas, adrenocortical
carcinoma, neuroblastomas, glioma, ependymoma, osteosarcoma, and Ewing's sarcoma [7]. Consequently,
for those individuals having a FH mutation, surveillance includes dermatological evaluation of skin lesions
every two years after the age of 30; screening for renal cancer using abdominal magnetic resonance imaging
(MRI) annually from age 8 years; annual gynecological exam from 20 years old [3,5,8]. HLRCC phenotypes
can be subtle and the penetrance is incomplete [9]. Pathogenic germline FH mutations are found in 76-100%
of patients with HLRCC [3]. Several FH mutations have been included in international variant databases,
such as Varsome, HGVD, among others [10,11]. However, the use of high-throughput next-generation
sequencing methods in cancer diagnosis and genetic counseling lead to a large number of variants of uncertain
significance (VUS) [12,13]. Consequently, it is fundamental to better characterize the pathogenic potential of
newly identified genetic variants. Here, we describe the phenotype associated and the results of the
Bioinformatic evaluation of the pathogenic potential of an FH variant, FH ¢.199T>G p.Tyr67>Asp.

Patient and methods

In November 2018, a 56-years-old female presented with progressive and limiting back pain. An
abdominal computed tomography (CT) scan showed a large mass in the left kidney. As previous pathological
history, she was diagnosed with systemic arterial hypertension, bronchial asthma, hypothyroidism, and visible
and/or palpable typical skin leiomyomas. She presented a surgical history of a subtotal hysterectomy at 28
years old and total hysterectomy with cervical preservation at 38 years old, both due to leiomyomatosis.
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The PET-CT for staging showed an 8.5 cm (QSUV 27.61) mass occupying the upper and middle thirds
of the left kidney and invading structures of the renal hilum and with extracapsular extension, without a clear
cleavage plane with the adrenal and the Psoas muscle (Figure S1). There were also hypermetabolic ipsilateral
retroperitoneal lymphadenomegaly (QSUV 18.12) and a 31 mm hypercaptant nodule in the cervix (QSUV
10.54). Skull MRI imaging also without evidence of secondary lesions. No distant lesions were detected.

The patient underwent a left nephrectomy with a retroperitoneal lymphadenectomy.
Anatomopathological analysis of the tumor revealed high-grade pT4N1MO papillary renal carcinoma (1V).
At immunohistochemistry, the tumor was classified as a fumarate-hydratase-deficient renal cell carcinoma,
ISUP (International Society of Urological Pathology) Grade Ill, characterized by nucleolar prominence.
Subsequently, she also performed partial hysterectomy (cervix) due to a hypermetabolic nodule identified at
PET-CT, but the anatomopathology was compatible with leiomyoma without signs of malignancy.
Management and follow-up of this patient are reported in Supplementary Box 1.

During her oncological follow-up, she was referred to genetic counseling due to suspected hereditary
leiomyomatosis. The FH gene sequencing was performed in a Clinical Laboratory Improvement Amendments
(CLIA) approved laboratory and only a VUS was detected (FH ¢.199T>G p.Tyr67Asp). Familial history and
the variant segregation in the family are illustrated in Figure 1. According to family history, her mother (11.8)
also had a hysterectomy due to leiomyomatosis (at 33 years old) and has similar skin lesions. Her daughter
(1V.1) has skin and uterine leiomyomas. 11.8, 111.1, and V.1 tested positive for the FH ¢.199T>G p.Tyr67Asp
variant. On the contrary, her maternal cousin (111.7) tested negative for the FH ¢.199T>G p.Tyr67Asp variant.
She has also been submitted to a partial hysterectomy due to leiomyomas. This patient reports “two or three
myomas”, but she has kept no anatomopathological reports from this surgery.
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] L1 O] Q

A 55 yrs 52 yrs 53 yrs |46 yrs 43 yrs 43 yrs
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-/+

LEGEND:
M Renal cell cancer [7] Cutaneos leiomyomata [l Uterine leiomyomata (fibroids) .Cancer not specified M uterine myomas FH c.199T>G; p.

Fig. 1 Family history. FH ¢.199T>G p.Tyr67Asp segregation in affected individuals 11-8, 111-1, and IV-1. 11I-7
does not have FH ¢.199T>G p.Tyr67Asp variant; however, she reported a few uterus myomas.

Bioinformatic analyses

The following questions were investigated: 1. What is the population frequency of FH ¢.199T>G; p.Tyr67>Asp?
Database consulted were ClinVar [15], COSMIC [16], dbSNP [17], Database of Genomic Variants [18], Ensembl
[19], European Variation Archive [20], GeneCards [21], GhomAD [22], OMIM[23], PubMed [24] , VarSome
[10] UniProt [25], and 1000 Genomes [26]; 2. Which characteristics of the FH gene, RNA, and protein may affect
the interpretation of the bioinformatic analysis of FH ¢.199T>G; p.Tyr67>Asp impacts? The nucleotide
(NM_000143.4) and protein (P07954-1 and P07954-2) sequences were uploaded from the NCBI [27] and UniProt
databases. Comparative alignments with these sequences were carried out using BlastN [28] and Clustal Omega
[29], to verify the existence of differences between the nucleotide assemblies and to search for differences between
the two FH protein isoforms. The transcripts encoded by the FH, the exon-intron structure, and the tissue
expression pattern were identified using Ensembl [19] and GTEx [30]. Possible impacts on splicing sites and
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regulatory elements of splicing were assessed using Human Splicing Finder [31] and Mutation Taster [32]; 3. How
do softwares for pathogenicity analysis classify FH ¢.199T>G p.Tyr67>Asp? Pathogenic impact of this amino
acids substitution was evaluated using Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen) [33], SIFT [34], Provean [35],
and Mendelian Clinically Applicable Pathogenicity (M-CAP) [36]. The impact on amino acid and protein
interactions was evaluated using I-Mutant[37], mCSM[38], DynaMut [39], and DUET [40]. The evolutionary
conservation of the mutated amino acid was evaluated using Clustal Omega [29] and BlastP [28]; 4. How does FH
€.199T>G p.Tyr67>Asp impact FH secondary, tertiary, and quaternary structure and function? Protein domains,
post-synthesis modifications, and motifs were investigated using PDBSum [41], Pfam [42], InterPro [43], neXtProt
[44], and PhosphoSitePlus [45]. The FH mutated isoform was predicted using Expasy Translate [46]. The 3D
structure was predicted using the Modeller [47] program. In addition, visualization of the wild-type and mutated
3D protein structure were performed using PYMOL [48]; 5. Considering all the analysis developed here, what is
the FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp pathogenicity classification according to American College of Genetics and
Medical Genomics and the Association of Molecular Pathology (ACMG/AMP) criteria [49-51]? The complete list
of the software used is provided in Table S1.

Table S1 Bioinformatic analyses and resources

Step Analyze Softwares/programs Ref

used

ClinVar Landrum et al.,
2020

COsMIC Tate et al., 2018

dbSNP Sherry et al., 2001

Ensembl Howe et al., 2021

EVA EVA, EMBL-EBI,
2021

GeneCards Stelzer et al., 2016

FHc.199T>G; p.Tyr67Asp database

New variant?
search

gnomAD Karczewski et al.,
2020

OMIM McKusick, 1998

PubMed O'Leary et al.,
2016

VarSome Kopanos et al.,
2018

UniProt UniProt

Consortium, 2015

1000 Genomes Fairley et al., 2020

Canonical and alternative splicing Human Finder Splicing  Desmet etal,

Impact 2009
DNA/RNA . .
Nonsense-mediated decay (NMD) Mutation Taster ;(t)ezl;haus etal.
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Amino acid substitution

Evolutionary conservation of amino

acids
Impact on ;
. Domain
FH protein omains
Motifs, post-synthesis modifications
and protein features
Stability of the protein and ability to
interact with other molecules
Impact on 3D 3D structure of the protein
structure
Classification ACMG criteria

PolyPhen

SIFT

Provean

Mutation Taster

M-CAP

Blastp

Clustal omega

Pfam

InterPro

PDBSum

neXtProt

PhosphoSitePlus

I-Mutant Suite

mCSM

DynaMut

DUET

RCSB PDB

Modeller

PyMOL

Adzhubei et al.,
2010

Vaser et al., 2016
Choi et al., 2012
Steinhaus et al.,

2021

Jagadeesh et al.,
2016

Altschul et al,
1990

Madeira et al, 2019

Mistry et al., 2020

Blum et al., 2020

Laskowski et al.,
2018

Zahn-Zabal et al.,
2020

Hornbeck et al.,
2015

Capriotti et al.,
2005

Pires et al., 2014

Rodrigues et al,
2018

Pires et al, 2014

Burley et al., 2021

Webb et al., 2016

Zhu et al., 2021

Sue et al., 2015;
Biesecker et al.,
2018;
Tavtigian et al.,
2020

Note: Software accessed in October 2021
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Results

Results will be presented in the same order and linked to the questions formulated in Materials and Methods.

1. What is the population frequency of FH ¢.199T>G; p.Tyr67>Asp? The FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp
variant has not been identified in any database for allele frequency in the general population or in any cancer
variant database searched (Table 1). It was described only once in ClinVar, dbSNP, and VarSome, classified as
VUS in both.

Table 1 Frequency and pathogenicity classification of FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp according to different database

Frequency database

No entry for this variant.

COSMIC Other variants in FH p.Tyr67: FH ¢.199T>C; p.Tyr67His and ¢.200A>C;p.TyrY67Sser
dbSNP FH c.199T>G; p.Tyr67Asp (rs1660243497)
Ensembl No entry for th_is variant
Other variants in FH p.Tyr67: FH ¢.201T>A,; p.Tyr67Ter and FH ¢.201T>G; p.Tyr67Ter
EVA No entry for this variant
gnomAD No entry for this variant
1000 No entry for this variant
Genomes Other variants in FH p.Tyr67: FH ¢.201T>A; p.Tyr67Ter and FH ¢c.201T>G; p.Tyr67Ter
Database for pathogenicity classification*
Clinvar vus

FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp, VUS: PM2, PP2, and PP3
VarSome Other variants in Tyr67 found: FH ¢.200A>C; p.Tyr67Ser, c.201T>A; p.Tyr67Ter,
€.199T>C; p.Tyr67His

Miscellaneous

Ensembl No entry for this variant
Other variants in FH p.Tyr67: FH ¢.201T>A,; p.Tyr67Ter and FH ¢.201T>G; p.Tyr67Ter

GeneCards The variant GeneCards due to ClinVar registration
Other variants in FH p.Tyr67: FH ¢.201T>G; p.Tyr67Ter (rs1558402241)

OMIM No entry for this variant
PubMed No publication
UniProt No entry for this variant

Note: *according to the guidelines of the American College of Genetics and Medical Genomics and the
Assaciation of Molecular Pathology (ACMG/AMP) [49-51]. Programs accessed in October 2021.
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2. Which characteristics of the FH gene, RNA, and protein may affect the interpretation of the bioinformatic
analysis of FH ¢.199T>G; p.Tyr67>Asp impacts?

FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp occurs in the middle of FH exon 3 (Figure S2). At RNA level, impacts were
evaluated by considering splicing, splicing regulation, and alternative splicing. According to GTEX, FH has 11
exons and, except for exon 2, all exons are highly expressed in the 54 tissues evaluated (Figure S3). FH presents
an alternative translation initiation, starting at exon 1 or exon 2, which would not be affected by this variant. Three
FH transcripts were found in Ensembl and GTEx. The canonical transcript is ENST00000366560.4/NM 000143.4.
It has 1791 bp and 10 exons (absence of exon two) and encodes a 510 amino acid protein. The second and third
transcripts, ENST00000493477.1 and ENST00000497042.1, are non-coding RNAs. Using Human Finder Splicing
and Mutation Taster, no exonic splicing enhancers or silencers were detected overlapping the nucleotide position
affected by this variant and no significant impacts of the FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp variant on splicing, splicing
regulation, alternative splicing were predicted .

Figure S2 FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp location in the exon

Intron 3
FH g.241517250T>G

E6 E7
[ ]
U LJ

o 1

Fig. S2 In the top, a model of the FH exon-intron structure according to GRCh38.p13; below, FH ¢.199T>G;
p.Tyr67Asp nucleotide substitution in exon 3. No effects on exon borders, exonic splicing enhancers or silencers
were detected using Human Finder Splicing and Mutation Taster.

Figure S3 Tissue-specific expression of FH exons
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Fig. S3 The FH has 11 exons and, except for exon 2, all exons show moderate to high expression in the 54 tissues
evaluated. The measurement is given in different shades of blue, in which the darker the blue, the higher the
expression of the exon in the tissue. Created using GTEX, accessed in October 2021
(https://www.gtexportal.org/home/gene/FH).

There are two FH protein isoforms: the mitochondrial fumarate hydratase (P07954-1), with 510 amino
acids, and the cytoplasmic fumarate hydratase (P07954-2), with 467 amino acids. The mitochondrial FH presents
a 44 amino acids mitochondrial targeting sequence and the mature isoform starts in the amino acid residue 45. The
cytoplasmic FH, produced by alternative initiation, starts in methionine at position 44. However, this methionine
is removed by a methionine aminopeptidase [52]. Consequently, active cytoplasmic and mitochondrial FH have
the same sequence. The variant FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp affects the residue 67 in the long, mitochondrial
isoform (P07954-1) (before the exclusion of the mitochondrial targeting signal) and residue 23 in the short,
cytoplasmic protein isoform (P07954-2).

FH active enzyme is homotetrameric [53]. Each monomer has three domains: N-terminal Lyase 1 domain
(D1), Central domain (D2), and C-terminal Fumarase C domain (D3). FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp is located in the
beginning of the Lyase 1 N-terminal domain (Figure S4). FH quaternary structure has been characterized [54 - 57,
53]. Two kinds of functional sites have been identified, one catalytic and one allosteric site, which are discussed
below.

Figure S4 Illustration of the FH complex, the monomers and the location of the FH p.Tyr67Asp variant
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FH p.Tyr67Asp

Fig. S4 In a, the wild-type FH complex formed by the four monomers, A, B, C, and D. In b, the FH monomer
domains. D1, in red: Lyasel N-terminal; D2 in yellow: Central; and D3, in violet: Fumarase C C-terminal. The
position of FH p.Tyr67Asp in the monomer is shown in b. This variant is located in a loop between an alpha-helix
and a beta-sheet. Adapted from Picaud et al., 2011; Bulku et al., 2018).

FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp causes the substitution of an uncharged polar by an acid amino acid. Impacts predicted
according to PolyPhen, SIFT, Provean, M-CAP, Mutation Taster, I-Mutant Suite, mCSM, DUET, DynaMut,
ClustalOmega, and Blastp are presented in Table 2. I-Mutant, mCSM, and DUET software indicate that FH
€.199T>G; p.Tyr67Asp variant affects protein stability and protein-protein affinity. DynaMut predicted changes
in FH vibrational entropy. FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp would increase flexibility between amino acids 49-88 and
109-186 (Figure 2a). In addition, the results suggested FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp affects interatomic interactions
in the protein, causing the loss of halogen bonds, hydrogen bonds, water mediated hydrogen bonds, and ionic
interactions (Figure2b and 2c).

3. How do software for pathogenicity analysis classify FH ¢.199T>G p.Tyr67>Asp?

Over the last few years, many software have been developed aiming to classify genetic variants in terms of
pathogenicity. The information and criteria vary widely among different software. Most included population
frequency of the variant, evolutionary conservation of the amino acid, electric charge of the amino acids involved,
and effects on protein stability and protein-protein complex affinity change upon mutation. Results of the
prediction of the functional impact and/or pathogenicity classification are shown in Table 2.

Table 2 FH c.199T>G; p.Tyr67Asp predicted functional impact

Software Score Prediction
PolyPhen 0.99 Probably pathogenic
SIFT 1.00 Intolerant
(polar non-charged to
acid)
Provean -8.07 Deleterious
M-CAP 95% Likely pathogenic
Mutation Taster 0.99 Deleterious
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I-Mutant Suite
MCSM (Protein stability change upon mutation)

MCSM (Protein-protein complex affinity change
upon mutation)

DUET Predicted Stability Change

DUET SDM (Predicted Stability Change)
DynaMut

DynaMut ENCoM

ClustalOmega and Blastp

(accuracy)
-1.64 kcal/mol

-2.813
Kcal/mol

-1.20 Kcal/mol

-2.238 kcal/mol

-0.300 kcal/mol

-2.238 kcal/mol

-1.073 kcal/mol

Decrease stability

Highly destabilizing

Affinity destabilizing

Destabilizing

Destabilizing

Destabilizing

Destabilizing

Conserved amino acid

Note: Scores have different meanings according to the software. In PolyPhen, Mutation Taster, M-Cap, scores are
presented in probability of the prediction. SIFT p <0.05; in Provean, variants with a score equal to or below -2.5
are considered deleterious and variants with a score above -2.5 are considered neutral; I-Mutant Suite AAG (delta-
delta Gibbs, difference in free energy), value prediction AAG < 0 reflects decreased stability and AAG > 0 reflects
increased stability; mCSM, DUET, and DynaMut p < 0.001 = destabilizing.
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Figure 2 FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp effects on FH vibrational entropy energy and interatomic interactions
a Vibrational Entropy Energy
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Fig. 2 - a) FH vibrational entropy energy in the presence of FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp, using DynaMut. Amino
acids that presented enhanced vibrational entropy energy due to FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp are shown varying
from rose to red, representing the gradual gain in flexibility of the loop; b and c) Interatomic interactions of wild-
type (b) and FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp mutated protein (c), predicted using DynaMut. Residues Tyr67 (b) and
Asp67 (c) are shown in light green. The loss of specific interatomic interactions, including loss of hydrogen bonds,
water-mediated hydrogen bonds, halogen bonds, and ionic interactions were observed.

Another aspect to consider is evolutionary conservation. FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp is in the Lyase 1 N-terminal
domain. This domain is highly conserved with approximately 90% homology in mammals, birds, reptiles, and fish,
and 70% homology in fungi, bacteria, and plants. Within this domain, we identified a highly conserved, 12-amino
acid segment, DKYYGAQTVRST, which contains this two tyrosine, Y67 and Y68, residues (Blastp results for
DKYYGAQTVRST are shown in Figure S5). Mammals, birds, reptiles, and fish have 100% homology in this
segment of the protein, while bacteria, fungi, and plants present some amino acid substitutions and/or absence of
one of the two tyrosine residues, having approximately 90% of identity. In some species, only one tyrosine is
present in this segment of the protein, which can be both Y67 (which can be replaced by a leucine) or Y68 (which
can be replaced by a tryptophan) (e.g., Mycobacterium tuberculosis, see Fig S14 in Kasbekar et al., 2016). In
plants, both these tyrosines can be replaced by leucine and tryptophan residues. In no species, considering all the
FH sequences deposited in NCBI, an aspartic acid replacing Y67 or Y68 has been identified (accessed in October,
2021). In an effort to better characterize this DKYYGAQTVRST, we searched motif databases; this sequence has
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not been included in any of the databases searched using BlastP, PhosPho.ELM [58], and ELM-the eukaryotic
linear motif resource [59].

Fig. S5 Comparative alignment using the Clustal Omega tool. The blue color is the amino acids acidic; magenta
color is the basic amino acids; red color is the polar amino acid; and green are non-polar amino acids; asterisks (*)
indicate amino acids that are identical; and the colon (:) shows the amino acids that are not identical but have
similar physicochemical character.
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In addition, we investigated the impacts of FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp on FH the motifs and post-synthesis
modification sites. Based on the results of PhosphoSitePlus, 45 amino acids in FH are involved in different post-
synthesis modification processes, including ubiquitination, phosphorylation, acetylation, mono-methylation, and
succinylation (Figure 3). The two residues, Y67 and Y68, are predicted to be phosphorylated. Other software
(PhosPho.ELM and ELM-the eukaryatic linear motif resource) did not predict the phosphorylation of these two
tyrosines.

Using neXtProt, three highly conserved regions were identified in the monomeric FH protein, consisting of the
residues 145-147 (SerGlyThr), 186-188 (SerSerAsn), and 371-373 (LysValAsn), that enhance the connection of
substrates and ligands (Figure 3). Another region highlighted is the B site, which is composed of residues 173-176
(HisProAsn) (Figure 3). According to Picaud and coworkers (2011), the FH tetrameric protein has two sites, A
and B, that allow the binding of substrates and allosteric effectors [53]. Site A has catalytic activity and is
composed of residues S145, T147, and N188.

Figure 3 FH post-synthesis modifications
1 MYRALRLLAR SRPLVRAPAA ALASAPGLGG AAVPSFWPPN AARMASQNSF RIEYDTFGEL

61 KVPNDKYYGA QTVRSTMNFK IGGVTERMPT PVIKAFGILK RAAAEVNQODY GLDPKIANAI
121 MKAADEVAEG KLNDHFPLVV WQTGSGTQTN MNVNEVISNR AIEMLGGELG SKIPV. H
181 VNKSQSSNDT FPTAMHIAAA IEVHEVLLPG LQKLHDALDA|KSKEFAQIIK IGRTHTQDAV
241 PLTLGQEFSG YVQQVKYAMT RIKAAMPRIY| ELAAGGTAVG TGLNTRIGFA EKVAAKVAAL
301 TGLPFVTAPN KFEALAAHDA LVELSGAMNT | TACSLMKIAN DIRFLGSGPR SGLGELILPE

361 NEPGSSIMPG KVNPTQCEAM TMVAAQVMGN |HVAVTVGGSN GHFELNVFKP MMIKNVLHSA

421 RLLGDASVSF TENCVVGIQA NTERINKLMN |ESLMLVTALN PHIGYDKAAK TIAKTAHKNGS

481 TLKETAIELG YLTAEQFDEW VKPKDMLGPK
Substrate binding site

B mitochondrial targeting Sequence i Phosphorylation a Acetylation i Ubiquitination

Bsuccinylation BMono-methylation

Fig. 3 FH domains and post-synthesis modification sites, according to PhosphoSitePlus. The mitochondrial
targeting sequence has 44 amino acids and is shown in gold. The double asterisks (**) indicate those amino acids
that may have more than one post-synthesis modification: K61: acetylation and succinylation; K66: acetylation
and ubiquitination; K80: acetylation, ubiquitination, and succinylation; K94: ubiquitination, acetylation, and
succinylation; K100: ubiquitination and mono-methylation; K115: acetylation and succinylation; K122:
acetylation, ubiquitination and succinylation; K172: acetylation and ubiquitination; K223: acetylation and
succinylation; K292: acetylation, ubiquitination and succinylation; K502: acetylation and ubiquitination.

Using the Modeller and the human FH 3D protein model (5UPP) available in the PDB [60] database
(https://www.rcsb.org/structure/SUPP), no conformational changes in the FH 3D protein structure, nor changes in
the active site were observed in spite of the loss of a highly conserved phosphorylation site, the Tyr67. These
analyses were also conducted with PDB ID: 3E04 (https://www.rcsb.org/structure/3E04) human FH model, with
similar results (results not shown).

Considering all the results described here, we reevaluated the pathogenicity of FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp.
This variant fulfills the following ACMG/AMP criteria: PM1, PM2, PP1, PP2, and PP3 (Table 3). Consequently,
we propose the reclassification of FH p.Tyr67Asp from VUS to likely pathogenic variant.
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Table 3 ACMG/AMP guidelines applied to FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp variant

Criterion Analysis description

PM1 Criterium - Located in a mutational hot spot and/or critical and well-established functional
domain without benign variation

Answer - FH Tyr67 is not a mutation hotspot. FH p. Tyr67Asp is located in a D1 (Lyasel N-
terminal) functional domain; Y67 is a predicted phosphorylation site. No benign/likely benign has
been identified in this residue. Two nonsense variants have been identified in this residue and
classified as pathogenic.

PM2 Criterium - Absent from controls (or extremely low frequency if recessive) in Exome Sequencing
Project [61], 1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium

Answer - This variant has not been included in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes
Project, or gnomAD (which includes Exome Aggregation Consortium).

FH p.Tyr67Asp has been recently included in ClinVar, GeneCard, dbSNP, and VarSome,
classified as VUS.

PP1 Criterium - Co-segregation with disease in multiple affected family members of a single family in
a gene definitively known to cause the disease

Answer - FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp co-segregates with the disease in three affected family
members

PP2 Criterium - Missense variant in a gene that has a low rate of benign missense variation and in
which missense variants are a common mechanism of disease

Answer - According to VarSome, the gene has 991 mutations, of which 279 are classified as
pathogenic and likely pathogenic, 206 are benign/likely benign, and 506 are VUS. Considering
the missense variants only, three were classified as benign/likely benign, 89 are classified as
pathogenic/likely pathogenic

PP3 Criterium - Multiple lines computational evidence support a deleterious effect on the gene or
gene product (evolutionary conservation, splicing impact, etc.)

Answer - In silico functional impact prediction programs (PolyPhen, SIFT, Provean, M-CAP,
Mutation Taster, I-Mutant Suite, mCSM, DynaMut, DUET, neXtProt, PhosphoSitePlus)
characterize the FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp as pathogenic, deleterious, or destabilizing. No
impact is predicted on splicing, splicing regulation or alternative splicing. Tyr67 is located in a
functional domain, lyase 1 N-terminal). Within this domain, we identified a highly conserved
protein segment (DKYYGAQTVRST), present in mammals, reptiles, birds, bacteria, fungi, and
even plants

Note: ACMG/AMP: American College of Genetics and Medical Genomics and the Association of Molecular
Pathology [49-51]. (accessed in November, 2021).

Discussion

VUS are frequent in genetic tests, especially when it comes to NGS panels. In clinical settings, VUS brings
uncertainty about the patient's management and can produce as much anxiety as clearly pathogenic variants [62,
63]. Even though it is not recommended to change the clinical management of patients based on VUS results, it is
encouraged to engage the patient in follow up studies and to assure long time effort to reclassify each and every
VUS [64]. Currently, efforts aiming at VVUS reclassification are based on bioinformatic methods or functional
studies of each variant [65]. The methodology chosen depends on how well established is the association of a
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specific gene and the disease, but also on how feasible functional studies for every single candidate variant are.
The analysis of the co-segregation of the variant and the phenotype in affected families is particularly informative.

In the present study, HLRCC and FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp co-segregate in three members of the family reported
here (the proband, her mother, and her daughter). Interestingly, the maternal cousin (111.7), daughter of a brother
of her mother, reported having had several leiomyomas (“two or three””) and does not have the FH ¢.199T>G;
p.Tyr67Asp variant. It is noteworthy, that the manifestation of uterine fibroids in this cousin was not as exuberant
as in the proband. Uterine fibroids, known as leiomyomata, represent the most common benign uterine tumor and
occur in 50 to 60% of the women [66]. Although the specific cause is not well understood, the risk factors are
multiple, including race, age, early menarche, obesity, lifestyle, and genetic factors [67]. Given the negative test,
the cousin's clinical manifestations would represent a phenocopy, given the high frequency of this condition in the
population. Considering the incomplete penetrance and clinical variability, the presence of a phenocopy in a family
where HLRCC is segregating, may represent the genetic background (meaning polygenic component) associated
with this condition.

Currently, most genetic variations are classified using Bioinformatic tools. Most studies are based on a small
number of software, evaluating: 1. variant class (honsense, missense, or silent); 2 low population frequency; 3.
high evolutionary conservation of the nucleotide/amino acid position [49-51]. The usefulness of such criteria
depends on the variant itself. Rare, nonsense variants, affecting highly conserved nucleotide/amino acid positions
are generally accepted as pathogenic/likely pathogenic. However, most of the variants that do not fulfill one of
these criteria are classified as VUS. Over the last decade, a plethora of Bioinformatic methods have been developed
for variation analysis, investigating all and every molecular genetic mechanism from DNA to protein function. FH
€.199T>G; p. Tyr67Asp is a rare variant, affecting a highly conserved amino acid residue. The impact of the residue
substitution suggests functional repercussion, but additional Bioinformatic analysis is necessary.

First, we evaluate the impact at RNA level. No impacts on splicing, splicing regulation and alternative splicing
were detected. Once FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp does not insert a stop codon, RNA-based rescue mechanisms,
such nonsense mediated decay would not be expected.

Second, at protein level, we evaluated the impacts on protein secondary, tertiary, and quaternary structures. FH
€.199T>G; p.Tyr67Asp maps to a five residue loops, between an alpha-helix and a beta-sheet. Considering the
3D structure, FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp is in the D1, lyase 1 N-terminal, which contains part of the catalytic site
(residues 143-147 and 186-188). The vibrational entropic energy analysis identified increased flexibility affecting
residues 49-88 e 109-186 (Fig. 2). This increased flexibility fades gradually in the proximity of residue 186, the
first of the catalytic site, and therefore, its impact can not be straightforwardly assumed. To better understand the
physico-chemical basis of this increased flexibility, we compared the atomic interactions established in the region
in the presence of the wild-type and the mutated protein (Fig. 2a and 2b). The replacement of Tyr67 by an Asp67
causes the loss of hydrogen or water mediated hydrogen bonds, halogen bonds, and ionic interactions. The increase
in free energy allows the prediction of loss of protein stability and change in protein-protein or protein-other
partners affinity. The interpretation of this result is complex, because there are two models of quaternary structure
for FH. On one hand, the model predicted by Kasbekar and coworkers (2016) suggests that the FH tetramer would
present four catalytic sites, one in each monomer and two allosteric sites, composed of amino acids from two
different subunits (or monomers). On the other hand, the model proposed by Subasri and coworkers (2017)
predicted that the catalytic site would be composed of residues from three subunits and the allosteric site would be
composed of residues from one subunit. Kasbekar and coworkers’ model is based on a Mycobacterium tuberculosis
protein model (PDB ID: 5F92, 5F91, 3NQ9, and 4ADL) and Subasri and coworkers model is based on (PDB ID:
3E04), a human FH model also tested in the present study, with results similar to those obtained using 5SUPP
(results not shown). The sequence and tertiary structure observed in the Mycobacterium tuberculosis FH are quite
similar to the human FH and we are not perfectly sure that the differences in the models are due to species-specific
differences. Therefore, although the software (DynaMut, mCSM, and DUET) used predicted that the higher free
energy levels would induce protein destabilization, the extension of this impact on the functions of catalytic and
allosteric sites, as well as the ability of the monomer to enter tetramerization, are not specifically predicted.

PolyPhen, SIFT, Provean, M-CAP, and Mutation Taster software were used to assess the effects of the FH
€.199T>G; p.Tyr67Asp amino acid substitution. These softwares take into account: a) the physicochemical
characteristics of the amino acids; b) the effects on protein and regulatory characteristics; and c¢) the population
frequency and the evolutionary conservation of the residue. Using the in-silico predictors mentioned above, FH
€.199T>G; p.Tyr67Asp was classified as likely pathogenic and with deleterious effects, due to physicochemical
characteristics of the exchanged residues (an uncharged polar to an acidic amino acid) and the absence of FH
€.199T> G;p.Tyr67Asp in populational variant databases.
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Additionally, Tyr67 is part of a highly conserved, 12 residues FH segment (DKYYGAQTVRST), which has not
been recognized by the motif detection software used (PhosPho.ELM and ELM-the eukaryotic linear motif). No
aspartic acid (or glutamic acid) at Tyr67 position, even considering all the species analyzed by Blastp, suggesting
that an acidic amino acid is not tolerated in this position. The deep evolutionary conservation of Tyr67 suggests
that it may be a target for post-synthesis modifications. Using PhosphoSitePlus, several post-synthesis
modifications were predicted throughout FH, including the phosphorylation of the Tyr67 and Tyr68. In fact,
considering Blastp results, we observed that even when an amino acid substitution affected Tyr67 or Tyr68, at
least one phosphorylatable residue remains. Either the Tyr67 was replaced by a leucine in plants or a Tyr68 is
replaced by a tryptophan in plants and fungi. However, no study investigating post-translational FH modifications
in cellular or animal models described specifically the phosphorylation of FH Tyr67 or Tyr68 to date [68, 69].
Contrarily, carboxylation of human FH active sites has been described in the literature [54], but not detected by
PhosPhoSitePlus.

Conclusion

In conclusion, considering the results and criteria of the ACMG/AMP [49-51], we propose the reclassification of
the FH ¢.199T> G; p.Tyr67Asp variant from VUS to likely pathogenic. The criteria used for this reclassification
were: 1) PML1, because the variant is located in a functional domain; 2) PM2, because the variant is absent in
population frequency and in cancer variation database. It has been included in ClinVar, VarSome and dbSNP; 3)
PP1, because the variant segregates with the disease in three family members; 4) PP2, because it is a missense
variant in a gene with a low rate of benign missense variants; 5) PP3, because the variant shows evidence of
deleterious effects in silico analyses. The in-depth in silico approach used here allowed not only the reclassification
but also to understand how and why, FH ¢.199T> G; p.Tyr67Asp is a likely pathogenic variant. FH ¢.199T> G;
p.Tyr67Asp reclassification is relevant for clinical management and genetic counseling. Considering the clinical
diagnosis, the affected individuals in this family were already being managed as HLRCC as proposed for the main
phenotype with a dermatological evaluation of skin lesions, screening for renal cancer using abdominal MRI and
gynecological exam [3,5,8]. The reclassification of FH ¢.199T>G; p.Tyr67Asp will help in decisions related to
clinical management of the unaffected members of this family.
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CAPITULO Il

Andlise de variantes no gene RAD51C em pacientes testadas pelo painel por
Next Generation Sequencing (NGS) para mutacdes germinativas associadas ao
cancer hereditario

INTRODUCAO

O gene RAD51C é um gene supressor tumoral e foi descrito em 1998 como um gene
da familia RAD51, representada por outros cinco: RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 e
XRCC3. Esta localizado distalmente no braco longo do cromossomo 17, na posi¢céo
17921-924, e codifica uma proteina que atua no processo de reparo do DNA por
recombinacdo homoéloga (Dosanjh et al, 1998; Masson et al.,2001). A recombinacéo
homéloga desempenha um papel importante no reparo de quebras da fita dupla de
DNA causadas por efeitos mutagénicos. O reparo do DNA preciso por esse
mecanismo, usando a cromatide “irma” como modelo, € necessario para a
manutencdo da estabilidade do genoma. Defeitos nesse processo podem levar a
introducdo de mutacOes, translocacbes cromossOmicas, apoptose e eventos

carcinogénicos (Masson et al,2001).

Segundo o Ensembl (Howe KL et al, 2021) e o GTEx (GTEx Consortium, 2015), o
gene RAD51C possui 12 exons. Os de maior expresséao tecidual sdo os exons 2, 3, 5,
8, 9 e 10, portanto, permanecem conservados em todos 0s transcritos que 0s
apresentam. Os outros exons 1, 4, 6, 7, 11 e 12, tém um padréo de baixa expressao
(Figura 2A). Inclusive, os exons 4, 6 e 7 raramente s&o0 vistos em transcritos e
proteinas, estando presentes apenas nos transcritos ENST00000622327.4,
ENST00000487525.5 e ENST00000425173 (Figura 2B).

O gene tem um papel importante na avaliagéo de risco de cancer hereditario, pois esta
associado ao risco de cancer de ovario (CO) e de mama (CM). Estima-se que 1% dos
CO estejam associados a mutacdes em RAD51C ou RADA51D. Quanto ao CM, ha
forte evidéncia de associacdo de mutacbes em RAD51C com o padréo tumoral
imunoistoquimico triplo-negativo, ou seja, que nao expressam 0s receptores de
estrogeno, progesterona e Her2 (Couch et al.,2015; Breast Cancer Association

Consortium, 2022 ).
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O risco estimado para CO em portadoras de variantes patogénicas (VP) em RAD51C
€ muito variavel (Odds ratio de 3.4 a 15.8) e a idade de diagndéstico da doenca tende
a ser apoés 50 anos (Yang et al., 2020; Cummings et al,2021). Yang et alli, 2020 de
forma mais precisa estimou um risco cumulativo de 11% para CO e de 20% para CM
em mulheres portadoras de VP. O estudo envolveu 6178 familias, das quais 125
tinham VP em RAD51C. Uma consideracao importante que o proprio estudo aponta é
uma variacao do risco dependente do historico familiar. Para o CO o risco poderia ser
tao alto quanto 32% a 36% em caso de dois familiares de primeiro grau com CO. Para
o CM, considerando a mesma situacao de familiares de primeiro grau afetados, o risco
pode elevar-se entre 44 e 46%. O mesmo estudo ainda estima a frequéncia
populacional de VP no gene RAD51C, equivalente a 0,00022 (22:100.000) (Yang et
al,2020).

Em se tratando de medidas de reducdo de risco, a literatura reforca sobre as
limitagbes dos niveis de evidéncias até o momento, mas considera-se discutivel
abordagem da salpingooforectomia redutora de risco entre 45 e 50 anos, ou antes,
dependendo do contexto familiar. JA& em relacdo as medidas para reducao de risco de
CM, nado ha consenso especifico para guiar o manejo baseado na presenca de VP,
mas sim, na presen¢a de uma historia familiar positiva para cancer de mama ou
ovarios (NCCN, 2021).

Variantes patogénicas em RAD51C podem estar associadas a Anemia de Fanconi,
uma doenca congénita rara, de etiologia genética heterogénea. Assim, a identificacéo
de variantes em RAD51C, tem impacto na abordagem clinica, além da avaliacdo de

risco para cancer hereditario (Mehta & Ebens, 2021).

De acordo com os dados do VARSOME sobre o gene RAD51C, das 1211 variantes ja
descritas, 216 sao patogénicas, 250, benignas e a grande maioria, 745, sao VUS.
Considerando ainda estudos sobre a analise conflitante da interpretacao de variantes,
publicada no estudo PROMPT (citado na introdugdo), o RAD57C foi um dos genes
apontados com maior concentragao de resultados conflitantes, assim como CHEKZ2 e
ATM (Balmafia et al., 2016). Guiar condutas clinicas baseando-se em resultados de
testes genéticos, principalmente para genes de penetrancia moderada com variante
patogénica, ja € um desafio devido a caréncia de evidéncias cientificas robustas.

Quando se trata de resultados conflitantes, a situagdo fica ainda mais critica. O
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RADS51C é um gene determinante para avaliagcao de risco de céncer ginecoldgico e, por
isso, foi tema deste estudo para analise aprofundada de variantes encontradas em
nossa populagao. Portanto, o objetivo do estudo &, analisar de modo aprofundado por
modelos de bioinformatica (in silico) a classificagcdo de variantes no gene RAD51C
com intuito de verificar se alguma seria passivel de reclassificagao e, se possivel,

correlacionar o gendtipo fendétipo, comparando com dados da literatura.

Aprovacao COEP

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais sob CAAE.01758418.0.0000.5149 e CAAE.48770621.6.0000.5149.

Materiais e Métodos

A pesquisa foi realizada em parceria com dois grupos de servicos laboratoriais da rede
privada vinculados a clinicas de genética médica em Belo Horizonte (Grupo Pardini e
Personal - Oncologia Personalizada) em Belo Horizonte, Minas Gerais. Dois tipos de
dados foram coletados: i) variantes compartilhadas pelos médicos geneticistas
assistentes dos proprios pacientes que realizaram painel NGS para investigacéo de
cancer hereditario ou ii) os dados foram compartilhados de laboratérios que realizam
teste genéticos para avaliacdo de perfil de mutacbes em genes associados ao cancer
hereditario por painel NGS. Para o item i) dispunhamos de informacg@es clinicas de
dos pacientes e dados familiares de alguns. Para o item ii) os dados clinicos ndo foram
disponibilizados. Um total de 19 variantes do gene RAD51C foram compartilhadas

entre mutacBes patogénicas, provavelmente patogénicas e VUS.

Os dados das variantes com relagdo ao tipo, numero de vezes encontrada, dados

clinicos e familiares de cada individuo estdo descritos no quadro 1 abaixo.
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Quadro 1: Dados da casuistica: tipo de variante, nimero de vezes reportada por cada

servico, classificacdo da variante e dados clinicos disponibilizados pelos servi¢os

Servico N Variante N° de vezes Classificacédo Fenotipo Hitéria
encontrada reportada disponibilizado de familiar
pacientes
1 RAD51C c.323A>G 1 VUS mama luminal 34a tia-avé ovério
(p.Aspl08Gly) >50a
2 RAD51C c.444delT 1 Patogénica mama triplo neg 45a mama,
(p.Phel48Leufs*23) pancreas,
Servico préstata, CCR,
1 géstrico >70a
3 RAD51C ¢.32A>G; 1 VUS CDI de mama X
(p.GIn11Arg) esquerda T3NOMO —
Triplo negativo
4 RAD51C ¢.571+4A>G 1 VUS Tumor desmoide e
cancer de tireoide.
Servico 5 RAD51C ¢.656T>C; 3 VUS - assintomatica
2 (p.Leu219Ser) - ca de mama
bilateral

-ca de mama bilateral
- X
6 RAD51C ¢.784T>G; 2 VUSs - cancer de mama X
(p.Leu262Val) aos 39 anos
- cancer de mama
idade precoce

7 RAD51C c.3G>A, 2 VUS X X
(p.Metllle)

8 RAD51C ¢.170C>T,; 1 VUSs X X
(p.Ala57Val)

9 RAD51C c.200A>G; 1 VUS X X
(p.Glu7Gly)

10 RADS5I1C c.431T>C; 1 VUS X X
(p.lle144Thr)

11 RADS51C c.440G>A; 1 VUs X X
(p.Cys147Tyr)

12 RADS51C c.492T>G. 1 VUS X X
(p.Phel64Leu)

13 RADS51C c.656T>C; 1 VUs X X
(p.Leu219Ser)
14 RADS51C c.705+3A>G 1 VUs X X
Servico 15 RAD5I1C c.709C>T; 1 Patogénica X X
3 (p.Arg237Ter)
16 RADS51C c.779G>A; 1 VUs X X
(p.-Arg260Gin)

17 RADS51C c.790G>A; 1 VUS X X
(p.Gly264Ser)

18 RAD51Cc.890_899del; Patogénica
(p.Leu297Hisfs*2)

19 RADS51C c.904G>A; 1 VUs X X
(p.Gly302Arg)

20 RADS5IC c.1102C>T; 1 VUS X X
(p.Arg368Trp)

Obs: as variantes de 3 e 20 sdo as mesmas, por isso o total é de 19 variantes

(X) dados clinicos nao disponiveis

Conforme descrito na introducdo, foram utilizadas ferramentas para conduzir a
reanalise das variantes em RAD51C. Abaixo segue a metodologia especifica utilizada

para esta etapa do estudo.

As variantes foram submetidas a uma série de andlises subsequentes in silico para

detalhar o mecanismo de mutacéo: 1) inicialmente, foi feita uma busca pelas variantes
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nas bases de dados para identificar se ja haviam sido descritas anteriormente; 2) para
as analises seguintes foram utilizadas as sequéncias sequéncia de codificacao (CDS)
(NM_058216.3 e NM_002876.4) e proteina (043502-1 e 043502-2) no formato
FASTA, obtidas nas bases de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information - 2021) e Uniprot (Universal Protein Resource - 2021), respectivamente.
Essas sequéncias foram comparadas por meio do Clustal Omega, com o objetivo de
identificar as diferencas entre as montagens; 3) Isoformas de RADS51C foram
identificadas no banco de dados Ensembl, sendo 18 transcritos e 13 proteinas. Essas
sequéncias foram comparadas usando Clustal Omega; 4) A expressao tecidual foi
analisada usando o programa GTEXx (V8) para todos os transcritos codificados por
RAD51C; 5) Os impactos das variantes foram avaliados com dois critérios. O primeiro
em nivel do mRNA, no qual as mudancas nos locais de splicing foram avaliadas por
meio da ferramenta Human Splicing Finder (V3.1) e, pelo Mutation Taster (GRCh37,
Ensembl 102 - 2021), avaliou-se a classificacdo quanto ao Nonsense Mediated Decay
(NMD - trata-se de um mecanismo compensatorio utilizado pelas células eucariotas,
o qual reduz erros na expressdo de genes a partir da eliminagdo de transcritos de
RNAmM que contém codons de parada prematura (Baker & Parker, 2014). O segundo
critério considera a proteina, usando ferramentas que exploram o efeito das
substituicbes de aminoacidos, principalmente na estabilidade da proteina e os
impactos gerados nos dominios, motifs e modificagbes pds-sintese. Motifs sdo
pequenas regibes da proteina definidas tridimensionalmente ou sequéncia de
aminoacidos compartilhada entre diferentes proteinas, reconheciveis que podem ter,
ou ndo, uma funcéo quimica ou biologica na proteina (Johansson et al., 2012). Nesta
etapa, foram utilizados os programas PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2),
SIFT (sorting intolerant from tolerant - 2017), PROVEAN (Protein Variation Effect
Analyzer- V1.0), M-CAP (Mendelian Clinically Applicable Pathogenicity - v1.0),
DynaMut (V1.0), DUET (), mCSM (), InterPro (EMBL-EBI 2021), neXtProt ( v2.41.0),
PhosphoSitePlus (v6.6.0.3) e Pfam (v35.0 ); 6) Ao final, foram utilizados os critérios
American College of Medical Genetics (ACMG) para classificacdo das variantes.
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Resultados
1) Busca pelas variantes nas bases de dados para identificar se ja haviam sido

descritas anteriormente.

Com a identificagéo de variantes pelo rs/ID, foi verificado sobre o status das 19
variantes no Clinvar, VarSome, dbSNP. Apenas uma variante, RAD51C ¢.170C>T;
(p.Ala57Val), ndo possui rs/ID. Para estas variantes, tanto a frequéncia populacional
quanto a localizacdo em relagdo aos exons é apresentada na tabela 1. A descricdo
das variantes coletadas, classificacao, informacdes fenotipicas e levantamento de
dados ja descritos na literatura estao apresentadas na tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Descricéo das variantes no gene RAD51C e levantamento de dados em
relacdo a frequéncia populacional, dados clinicos e referéncia da literatura de cada

variante em estudo

Anotacdo Rs/ID- Tipode Loca Efeitoda Frequéncia* Dados Referéncias
Classifica¢ variante | troca de aa fenotipicos nos  literatura para cada
&o DNA bancos de variante
dados
RAD51C rs76905388 Variante Exon Apolar/ A=0.00003 ClinVar: N&o h4 estudo
C.3G>A; 6 em 1 Apolar /3:100.000 Fanconi funcional disponivel.
p-Metllle Provavelme cddon anemia, Duas publicactes
nte iniciador complementati citam esta variante, e
patogénica on group O, uma a classifica como
Hereditary possivelmente
breast and patogénica através de
ovarian cancer algoritmos in silico
syndrome. (Cybulski et al, 2019.

Outra publicacdo
demonstra que a
proteina iniciada na
metionina seguinte
(Met10) é funcional
(French et al,2003).
Esta variante recebe o
critério PVS1 devido
a perda do codon de
inicio (VarSome)

RAD51C rs73088193 Missense Exon Polar ndo G=0.000004/4:1.000. ClinVar: Ha uma publicagéo
€.32A>G; 7 1 carregado/ 000 Fanconi associada a esta
p.GIn11Arg  VUS Basico anemia, variante que a
complementati  classifica como
on group O, provavelmente
Hereditary patogénica (Song et
breast and al, 2015

ovarian cancer
syndrome. Esta
variante foi
relatada em um
individuo
afetado com
cancer de
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RAD51C
c.170C>T,;
p.Ala57Val

RAD51C
¢.200A>G;
p.Glu67Gly

RAD51C
€.323A>G;
p.Aspl08Gly

RAD51C
€.431T>C;
p.lle144Thr

RAD51C
C.440G>A,;
p.Cys147Tyr

-- Missense Exon
VUS 2

rs37545195 Missense Exon
5 2
VUS

rs15555937 Missense Exon
45 2
VUS

rs28363307 Missense Exon
VUS 3

rs76417783 Missense Exon
8 3
VUS

Apolar/
Apolar

Acid/
Apolar

Acido/
Apolar

Variant not found in
gnomAD

G=0.000032/32:1.00
0.000

Variant not found in
gnomAD

Apolar/Unchar C=0.000048/

ged Polar

Apolar/
Apolar

48:1.000.000

A=0.000004/
4:1.000.000

ovario (PMID:
26261251).

Esta variante
nao foi relatada
na literatura em
individuos com
doenca
relacionada ao
RADS5I1C.

Esta variante
nao foi relatada
na literatura em
individuos com
doenca
relacionada ao
RAD51C.

ClinVar: Esta
variante nao foi
relatada na
literatura em
individuos com
doenca
relacionada ao
RAD51C.

Esta alteragdo
foi relatada em
pacientes com
historia pessoal
e/ou familiar de
cancer de
mama e/ou
ovario (PMID:
21537932,
225387186,
23117857,
254701009,
26261251,
26740214)

Esta variante
nao foi relatada
na literatura em
individuos com
doenca
relacionada ao
RAD51C.

Ainda ndo ha
publicacéo associada
a esta variante.

Ainda ndo ha
publicacéo associada
a esta variante.

Ainda ndo ha
publicacdo associada
a esta variante.

Ha uma publicagio
que classificou a
variante como
possivelmente
patogénica através de
analises in silico
(Jenson et al, 2016)
Outra publicagdo que
cita a variante como
provavelmente
benigna (Song et al,
2015);

Outras publicagdes:
(Sopik V et al, 2015;
Yorczyk A et al,
2015; Kushnir A et al,
2012-; Loveday C et
al, 2012.; Romero A
et al, 2011).

Ainda ndo hé
publicacdo associada
a esta variante.
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RAD51C
c.444delT;

p.Phel48Leufs Patogénica

*23

RAD51C
€.492T>G;
p.Phel64Leu

RAD51C
€.656T>C;
p.Leu219Ser

RAD51C
c.709C>T,;
p.Arg237Ter

RAD51C
C.779G>A;
p.Arg260GIn

rs15555946 Frameshi Exon ---

17

3

rs57399210 Missense Exon Apolar/

1
VUS

3

Apolar

rs20152979 Missense Exon Apolar/

1
VUS

5

Uncharged
Polar

rs77063762 Missense Exon Basico

4
Patogénica

8

rs73088192 Missense Exon Bésico/

6
VUS

8

Polar ndo
carregado

Variant not found in
gnomAD

G=0.000040/4:100.0
00

C=0.000008/
8:1.000.000

T=0.000016/
16:1.000.000

A=0.000016/16:1.00
0.000

HF de Cancer
de mama,
pancreas,
prostata, CCR,
gastrico >70a.

Esta variante
foi relatada em
individuos
afetados com
cancer de
mamae/ou
ovario, e um
deles carregava
uma variante
BRCA1
patogénica
(PMID:
28528518).

ClinVar: Esta
variante foi
observada em
individuos
afetados com
cancer de
ovaério e de
mama (PMID:
22451500,
25086635).

ClinVar: Esta
variante foi
relatada em
individuos
afetados com
cancer de
ovério (PMID:
25086635,
30322717,
33008098) e
cancer de
mama (PMID:
31300551).

Ainda ndo ha
publicacéo associada
a esta variante.

H4& uma publicacdo
associada a esta
variante (Cock-Rada
et al, 2018))

Ha publicacgbes que
descrevem a variante
como possivelmente
patogénica (Blanco et
al, 2014-
doi:10.1007/s10549-
014-3078-4; Sopik V
et al, 2015-
doi:10.1111/cge.1254
8; Osorio et al, 2012-
d0i:10.1093/hmg/dds1
15. Estudo funcional
que ndo caracteriza se
é patogénica, relata a
reducéo na atividade
HR (Somyajit et al,
2015-
doi:10.1093/carcin/bg
u211)

Uma publicacéo
descreve a variante
como deletéria
(Blanco et al, 2014;
Cybulski et al,_2019)

Ainda ndo ha
publicacdo associada
a esta variante.
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RAD51C
C.784T>G;
p.Leu262Val

RAD51C
C.790G>A;
p.Gly264Ser

RAD51C
€.890_899del1
0;
p.Leu297Hisfs
*2

RAD51C
c.904G>A,;
p.Gly302Arg

RAD51C
¢.1102C>T;
p.Arg368Trp

RAD51C
c.571+4A>G

rs14933153 Missense Exon Apolar/
7 8 Apolar
VUS

rs14724170 Missense Exon Apolar/ Polar
ndo carregado 1746:1.000.000

4 8
VUS

rs15556021 Frameshi Exon ---
41 ft 9
Patogénica

rs15556021 Missense Jung Apolar/

58 do do Basico
VUS exon
Patogénica 9e
(\VVarSome) 10

rs58778025 Missense Exon Basico/
3 12 Apolar
VUS

rs58778025 Intron Intro ---
7 Variant n3
VUS

G=0.000056/
56:1.000.000

A=0.001746/

Variant not found in
gnomAD

Variant not found in
gnomAD

T=0.000048/
48/1.000.000

16/1.000.000

ClinVar: Na
literatura, esta
variante
também foi
relatada em
varios pacientes
com cancer de
mamae/ou
ovario, cancer
colorretal e
cancer
pancreéatico
(Thompson_20
11,
Cunningham_2
014,
Song_2015,
Jonson_2016,
Yurgelun_2017
, Shindo_2017,
etc)

ClinVar: Na
literatura, esta
variante
também foi
relatada em
varios pacientes
com cancer de
mama e/ou
ovario

ClinVar: Na
literatura, esta
variante
também foi
relatada em
varios pacientes
com céancer de
mama e/ou
ovério

Esta variante
nao foi relatada
na literatura em
individuos
afetados com
cancer
hereditario.

Esta variante
nao foi relatada
na literatura em
individuos
afetados com
cancer
hereditario.

ClinVar: Essa
variante foi
relatada em um
individuo
afetado com
cancer de
mama

Publicagdes que
descreve a variante
como patogénica
(Thompson et al,
2011; Jonson et al.,
2016), e uma
publicacéo que cita
como variante rara
provavelmente
benigna (Song et al,
2015) Outras
publicactes (Kushnir
et al., 2012; Sopik V
et al, 2015)

Publicagdo que cita a
variante como
benigna (n Song et al,
2015; Jonhson et al.,
2016. QOutras
publicacbes: Loveday
et al.,2012; Coulet et
al., 2012; Vuorela et
al., 2011; Sopik et al.,
2015; Meindl et
al,2010; Thompson et
al, 2011; Leeneer et
al, 2012)

H& uma publicagdo
que descreva a
mutacdo como
deletéria: Cybulski et
al, 2019; Blanco et
al,2014)

Ainda ndo ha
publicagdo associada
a esta variante.

Ainda ndo ha
publicacdo associada
a esta variante.

Estudo funcional
disponivel que
demonstra um efeito
prejudicial devido ao
salto do exon 3
(Dawson et al, 2019)
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RAD51C rs87885517 Variante Intro --- Variant not found in  ClinVar: Ainda ndo ha
c.705+3A>G 9 intrbnica n 4 gnomAD Fanconi publicacéo associada
VUS anemia, a esta variante.

complementati

on group O,

Hereditary

breast and

ovarian cancer

syndrome. Essa

variante nao foi

relatada na

literatura em

individuos

afetados com

cancer

hereditario.

Nota: (aa) aminoé&cidos.

2) Identificacdo das diferencas entre as montagens da sequéncia
cromossoOmica.

Para identificar as diferencas entre as montagens da sequéncia cromossémica, duas
montagens foram usadas, uma anterior, GRCh37.p13 (GCF_000001405.25) e uma
atual, GRCh38.p13 (GCF_000001405.39). Pelo fato de ndo haver diferenca entre

elas, foi usada a referéncia mais recente.

3) Identificacdo das isoformas de RAD51C

Para identificar as isoformas de RAD51C, foi empregado o banco de dados Ensembl. O banco
de dados Ensembl identificou 18 transcritos codificados por RAD51C (Tabela 2), em que
apenas dois séo transcritos canbnicos: ENST00000337432.9, que possui 9 exons e codifica
a proteina RAD51C (043502-1), em comparacao aos demais transcritos, este € o mais fiel ao
gene; ENST00000421782.3, que tem 2 exons e codifica a proteina RAD51C (043502-2).
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Tabela 2. Identificacdo dos transcritos e proteinas codificados pelo RAD51C

Transcritos Biotipos ID proteina - MaxQB*

(Ensembl) UniProt

ENST00000337432.9 Codificante de 043502-1 Proteina canonica/
proteina Proteina verdadeira

ENST00000421782.3 Codificante de 043502-2 Proteina canonica/
proteina Proteina verdadeira

ENST00000583539.5 Codificante de J3QKKS3 Proteina falsa
proteina

ENST00000413590.5 Codificante de H7C1RO Proteina falsa
proteina

ENST00000461271.5 Codificante de J3QR58 Proteina falsa
proteina

ENST00000622327.4 Codificante de AO0A087WZ35 Proteina falsa
proteina

ENST00000425173.5 Codificante de H7C2Q5 Proteina falsa
proteina

ENST00000584804.1 Codificante de J3QLQ2 Proteina falsa
proteina

ENST00000475762.5 Nonsense E9P166 Proteina falsa
mediated decay

ENST00000486827.1 Nonsense E9P166 Proteina falsa
mediated decay

ENST00000487525.5 Nonsense Q7KZJ0 Proteina falsa
mediated decay

ENST00000482007.5 Nonsense Q7KZJ0 Proteina falsa

mediated decay
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ENST00000584617.5 Nonsense J3QLB5 Proteina falsa
mediated decay

ENST00000476741.2 Transcrito -- --
processado

ENST00000487921.5 Transcrito -- --
processado

ENSTO00000581221.5 Intron retido -- --

ENSTO00000578151.1 Intron retido -- --

ENSTO00000461706.1 Intron retido -- --

Tabela adaptada do banco de dados

Ensembl (https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000108384;r=17:586925
73-58735611).

*MaxQB é uma base de dados de protedmica com o objetivo de avaliar quais isoformas descritas para o
RAD51C sd&o realmente funcionais
http://maxgb.biochem.mpg.de/mxdb/searchProteins/simpleSearch?proteinName=RAD51C&showResults=true

4) Expresséao tecidual dos exons do RAD51C

Nesta etapa, foi utilizado o programa GTEXx para todos os transcritos codificados por
RAD51C (Figura 1). Conforme evidenciado, o RAD51C apresenta 12 exons, sendo
0s exons 2, 3, 5, 8, 9 e 10 os mais expressos nos tecidos avaliados, como esta
ilustrado na figura 1A. Desta forma, € evidente que as as variantes que situam-se entre
esses exons poderiam desencadear uma supressao da expressao, por se tratarem de
exons conservados. Arepresentacdo das isoformas de RAD51C e expressao tecidual

estdo mostrados na figura 2.
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Figura 1. Representacao esquematica do gene RAD51C, indicando a localizacao

das variantes em relacéo a posicdo cromossdmica e os exons. No esquema acima

mostra a posi¢ao das variantes no transcrito canénico do RAD51C
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b Expression of exons in RAD51C transcripts
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Figura2.A- Disposicao da expressédo dos exons do RAD51C em diferentes tecidos.
A expressao é dada em tons gradativos de azul, sendo o mais claro baixa expresséo
e 0 mais escuro alta expresséo tecidual. Em B - Disposi¢do dos exons ao longo dos

18 transcritos disponiveis. A seta indica o transcrito candnico principal do RAD51C.

5) Avaliacdo do impacto das variantes
Para avaliar o nivel de patogenicidade de cada variante, as analises in silico foram
divididas em dois tipos, um em de nivel do RNA mensageiro (mMRNA) e outro, de

proteina.

- Avaliacao do impacto das variantes no mRNA: Foi avaliada a possibilidade de
alteracdes nos sitios de splicing ja ativos (acceptor ou donor), ativacao de novos sitios
de splicing e alteragBes nos sitios reguladores de splicing. Com auxilio do Human
splicing finder, foi observado que, das 19 mutacdes avaliadas, apenas 12 tém
impactos significativos nos sitios de splicing, criando e/ou abolindo sitios de acceptors,
donor e branching point e/ou alterando os elementos regulatorios de splicing (tabela
3).

97



Tabela 3. Descricdo do impacto das variantes nos sitios de splicing observados
atraves software Human splicing finder

Mutacao Regido*  Criacao/abolicao de Criacéo/abolicéo de
sitios donor, acceptor or elementos regulatorios de
branch sites*,$ splicing *,$

RAD51C ¢.3G>A Exon 1 Sem impacto significativo Sem impacto significativo
nos sitios de splicing nos elementos regulatorios

de splicing

RAD51C ¢.32A>G Exon 1 Sem impacto significativo Sem impacto significativo
nos sitios de splicing nos elementos regulatérios

de splicing

RAD51C ¢c.170C>T  Exon 2 Sem impacto significativo Alteragdo de sequéncias
nos sitios de splicing auxiliares (elementos

regulatérios de splicing -
enhancers e silencers)

RAD51C ¢c.200A>G  Exon 2 Sem impacto significativo Alteracdo de sequéncias
nos sitios de splicing auxiliares (elementos

regulatérios de splicing -
enhancers e silencers)

RAD51C ¢.323A>G  Exon 2 New Donor splice site/ Alteracao de sequéncias
Activation of a cryptic auxiliares (elementos
Donor site/ Potential regulatérios de splicing -
alteration of splicing enhancers e silencers)

RAD51C c.431T>C  Exon3 Sem impacto significativo Sem impacto significativo
nos sitios de splicing nos elementos regulatorios

de splicing

RAD51C ¢.440G>A Exon 3 Sem impacto significativo Sem impacto significativo

nos sitios de splicing

nos elementos regulatérios
de splicing
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RAD51C c.444delT;
p.Phel48Leufs*23

RAD51C ¢.492T>G

RADS51C ¢.656T>C

RAD51C ¢.709C>T

RAD51C c.779G>A

RAD51C c.784T>G

RADS51C c.790G>A

RADS51C
¢.890_899del

Exon 3

Exon 3

Exon 5

Exon 8

Exon 8

Exon 8

Exon 8

Exon 9

Cria um novo sitio de
splicing Acceptor

Cria um novo sitio de
splicing Donor

Cria um novo sitio de
splicing Donor

Sem impacto significativo
nos sitios de splicing

Sem impacto significativo
nos sitios de splicing

Sem impacto significativo
nos sitios de splicing

Cria um novo sitio de
splicing Donor

Sem impacto significativo
nos sitios de splicing

Cria um novo sitio de
splicing Acceptor
(Ativacdo de um exon
criptico)

Sem impacto significativo
nos elementos regulatorios
de splicing

Sem impacto significativo
nos elementos regulatérios
de splicing

Alteracdo de sequéncias
auxiliares (elementos
regulatérios de splicing -
enhancers e silencers)

Alteracédo de sequéncias
auxiliares (elementos
regulatérios de splicing -
enhancers e silencers)

Sem impacto significativo
nos elementos regulatérios
de splicing

Sem impacto significativo
nos elementos regulatérios
de splicing

Sem impacto significativo
nos elementos regulatorios
de splicing

Alteracao de sequéncias
auxiliares (elementos
regulatérios de splicing -
enhancers e silencers)
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RAD51C ¢.904G>A  Juncdo do Cria um novo sitio de Alteracdo de sequéncias
exon9e  splicing Acceptor auxiliares (elementos
10 regulatorios de splicing -
enhancers e silencers)
RAD51C ¢.1102C>T Exon12  Sem impacto significativo Sem impacto significativo
nos sitios de splicing nos elementos regulatorios
de splicing
RAD51C Intron4  Quebra um sitio de Sem impacto significativo
c.571+4A>G splicing Donor nos elementos regulatorios
selvagem de splicing
Cria um novo sitio de
splicing Donor
RAD51C Intron5  Quebra um sitio de Sem impacto significativo
c.705+3A>G splicing Donor nos elementos regulatorios

selvagem

Cria um novo sitio de
splicing Donor

de splicing

Note: * considering isoform O43502-1; according to MutationTaser - Access date: December,
2021; $ detected using Human Splice Finder. Access date: December, 2021.

Trés variantes criaram um novo sitio acceptor, RAD51C c.444delT, RAD51C
€.890 899del, e RAD51C c.904G>A

e A variante RAD51C c.444delT criou um novo sitio acceptor e um novo donor:
Para o0 novo acceptor, hd um branching site point localizado em menos de dez
aminodcidos, tornando-o inativo, ja o novo sitio donor, gera um novo exon 3
com 52 nucleotideos. A traducdo deste transcrito predito gerou uma isoforma
com 199 aminoacidos, formado pelos os exons 1, 2, 3, 5 e 8, sendo 0 exon 3

mais curto e o exon 8 com um stop codon prematuro;
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A variante RAD51C ¢.890_899del criou um novo sitio acceptor no exon nove,
no qual ha um branching site point a cerca de 20 nucleotideos, permitindo a
ativagcdo deste novo sitio, o que resulta em um exon 9 com 176 nucleotideos,
sendo 157 nucleotideos sdo derivados do intron 9. Ao incluir o exon 9 alterado
ao transcrito candnico, gera-se uma isoforma com 287 aminoacidos, formado
pelos exons 1, 2, 3, 5, 8 e 9, em que somente oito aminoacidos sao

provenientes do novo exon 9, seguido de um stop codon;

A variante RAD51C ¢.904G>A criou um acceptor no exon 9, uma vez que para
0 novo acceptor hd um branching site com cerca de 53 nucleotideos. Devido a
distancia em que se encontra o branching site, o novo acceptor ndo sera ativo,
e, portanto, ndo apresenta efeitos sobre o exon 9. Outro fenbmeno que inativa
0 novo sitio acceptor, sdo os silenciadores de splicing gerados proximo a

regiao.

Outras trés variantes apresentam alteracdes no sitio donor, RAD51C c¢.323A>G,
RAD51C ¢.492T>G e RAD51C ¢.784T>G, (fig 3 a, b and c).

A variante RAD51C ¢.323A>G criou um novo donor no exon 2, enquanto o
exon 2 selvagem tem 411 nucleotideos, apds 0 novo donor, o exon 2 passa a
ter 177 nucleotideos. A perda de 234 nucleotideos altera a fase de leitura do
transcrito e gera uma isoforma curta, com 112 aa, por criar um stop codon
prematuro no final do exon 2. A nova isoforma néo esta descrita nas bases de

dados;

A variante RAD51C ¢.492T>G criou um novo donor no exon 3, conduzindo a
perda de 86 nucleotideos. Na nova isoforma, observa-se a insercéo de trés
aminoacidos (Lys163, His164 e Argl65) e a delecdo de 29 aminoacidos
(SFMVDRVVDLATACIQHLQLIAEKHKGEE). Esta nova isoforma nao esta

descrita nas bases de dados;

A variante RAD51C ¢.784T>G criou um novo donor no exon 8. O novo exon 8
selvagem tem 132 nucleotideos, e, apos o donor 78 nucleotideos séo perdidos,
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0 que também ocasiona a perda de 17 aminoacidos do exon 3. A nova isoforma

gerada nao esta descrita nas bases de dados (Fig. 3c)

As variantes intronicas, RAD51C c.705+3A>G e RAD51C c¢.571+4A, conduzem a
perda do sitio donor ativo e gera um novo sitio donor (Fig. 4a e b). Das quatro variantes
restantes que apresentaram impactos ao sitio de splicing, RAD51C c¢.170C>T,
RAD51C ¢.200A>G, RAD51C c.656T>C e RAD51C c¢.709C>T, houve alteracdes

quanto aos elementos regulatoérios de splicing.

Usando o Mutation Taster, foram avaliadas as variantes que conduzem ao
nonsense mediated decay (NMD). Ambas as variantes de frameshifts (RAD51C
€.890_899del10; (p.Leu297Hisfs*2) e RAD51C c.444delT; (p.Phel48Leufs*23) e a
variante de terminacdo prematura (RAD51C c¢.709C> T; (p.Arg237Ter), por gerar

proteinas truncadas, podem levar ao NMD do mRNA (Tabela 4).

Tabela 4 - Avaliacao das variantes quanto ao NMD

Mutacéo Regidao* NMD**

RAD51C c.444delT; (p.Phel48Leufs*23) Exon 3 Afeta

RAD51C ¢.709C>T; (p.Arg237Ter) Exon 8 Afeta

RAD51C ¢.890_899del; (p.Leu297Hisfs*2) Exon 9 Afeta

Nota: De acordo com Mutation Taster. Data de acesso: Dezembro, 2021.

Para avaliar o impacto das variantes na proteina, foram identificadas duas isoformas
candnicas codificadas por RAD51C no UniProt. A isoforma identificada por 043502-1
€ a isoforma longa e a 043502-2, € a isoforma curta. A primeira isoforma, devido ao
splicing alternativo, inicia-se no exon 1, possui 376 aminoacidos e € comumente usada

como sequéncia de referéncia na andlise in silico. Ja a segunda isoforma inicia-se no
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exon 1 e possui 135 aminoacidos. Na isoforma curta, os residuos de aminoacidos 136-
376 estdo ausentes, resultando em 241 aminoacidos a menos do que a isoforma longa
canodnica. Com isso, a isoforma curta ndo tem o motif de sinal de localizacéo nuclear
(do aminoéacido 366 a 370). Ambas as isoformas sao semelhantes até o aminoacido
134, porém, no aminoacido 135 da isoforma candnica longa ha uma cisteina,
engquanto na isoforma candnica curta, ha um triptofano. Todas as mutacdes neste

estudo acontecem ao longo da isoforma longa, 043502-1.

Os preditores in silico usados para investigar o nivel de patogenicidade das
variantes, tanto no nivel de substituicdo de aminoacidos quanto no nivel de delecéo
e/ou ganho de codon de parada, sdo descritos na tabela 5. A conservacao evolutiva
foi avaliada utilizando o ConSurf que prediz um score de conservacao evolutiva de
cada residuo de aminoacido presente na proteina, através de um multiplo-alinhamento
(tabela 5). Utilizando o, mCSM (Protein Stability Change Upon Mutation, Protein-
Protein Affinity Change Upon Mutation e Protein-DNA Affinity Change Upon Mutation),
DynaMut e DUET, previu-se os efeitos de cada variante na estrutura da proteina. Para
essa analise é considerado a possivel variacdo quanto a estabilidade da proteina e
guanto a capacidade de interacdo da RAD51C com outras proteinas e com a molécula
de DNA, apés a mutacdo. Os programas que classificam as variantes com um valor
menor que 0.001 (p<0.001), consideram-na como desestabilizantes, pois diminuem a
estabilidade da proteina. Outro valor de predicdo utilizado € o delta-delta-G (AAG),
em que um valor menor que 0 (<0) refere-se a diminui¢do da estabilidade e, quando
maior que 0 (>0) significa estabilidade da proteina, ou seja, sem efeitos da variante
em relacao a estrutura da proteina. Esses resultados sédo apresentados na tabela 6.

Tabela 5 - Impacto das variantes in silico em nivel da proteina - Avaliacdo da
conservacao evolutiva, da substituicdo de aa e ganho de stop codon,

Mutation Evolutionary PolyPhen  Sift Provean M-CAP Mutation
conservation Taster

RAD51C p. Metllle Aminoacido Benigna Né&o Neutra Benigna Benigna
variavel tolerada

RAD51C Conservado Prejudicial Tolerada  Neutra Possivelmente Benigna

p.GInl11Arg benigna

RAD51C Altamente Prejudicial N&o Neutra Possivelmente Deletéria

p.Ala57Val conservado tolerada benigna

RAD51C Aminoécido Benigna Tolerada  Neutra Benigna Deletéria

p.Glu67Gly variavel
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RAD51C
p.Aspl08Gly

RAD51C
p.lle144Thr

RAD51C
p.Cys147Tyr

RAD51C
p.Phel48Leufs*23

RAD51C
p.Phel64Leu

RAD51C
p.Leu219Ser

RAD51C
p.Arg237Ter

RAD51C
p.Arg260GIn

RAD51C
p.Leu262Val

RAD51C
p.Gly264Ser

RAD51C
p.Leu297Hisfs*2

RAD51C
p.Gly302Arg

RAD51C
p.Arg368Trp

Altamente
conservado

Altamente
conservado

Pouco
conservado

Altamente
conservado

Altamente
conservado

Altamente
conservado

Altamente
conservado

Conservado

Altamente
conservado

Altamente
conservado

Prejudicial
Prejudicial
Prejudicial

Benigna

Prejudicial

Prejudicial

Prejudicial

Prejudicial

Benigna

Prejudicial

Benigna

Nao
tolerada
Nao
tolerada
Néo
tolerada

Nao
tolerada
Néo
tolerada

Nao
tolerada
Néo
tolerada
Nao
tolerada

Néo
tolerada
Nao
tolerada

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Neutra

Deletéria

Deletéria

Neutra

Possivelmente
Patogénica

Possivelmente
benigna

Possivelmente
benigna

Possivelmente
benigna

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Possivelmente

Benigna

Patogénica

Patogénica

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Benigna

Benigna

Benigna

Deletéria

Deletéria

Benigna

Nota: No PolyPhen, Mutation Taster, M-Cap, 0s scores sao apresentados em probabilidade da previséo; SIFT p < 0.05; No Provean as variantes
com scores igual ou inferior a -2,5 sdo consideradas deletérias e variantes com scores acima de -2,5 sdo consideradas neutras. (---) Variantes

frameshifts, para as quais os scores ndo se aplicam.

Tabela 6 - Impacto das variantes em nivel da proteina quanto a estabilidade
estrutural e sua atividade de interacdo com outras proteinas e molécula de DNA

Mutacéo mCSM mCSM mCSM DynaMut DynaMut DynaMut DUET DUET
PSCUM* PPACUM* PDACUM***(A (AAG) NMA Vibrationa Predicted SDM-
(AAG) *(AAG) AG) (AAG | Entropy Stability Predicted
ENCoM)  Energy Change Stability
(AASVib  (AAG) Change
ENCoM) (AAG)
RAD51C p.Metllle -0.469 0.068 -1.004 kcal/mol -0.540 0.012 -0.015 -0.018 0.0
kcal/mol kcal/mol Desestabiliza  kcal/mol kcal/mol kcal.moll. kcal/mol kcal/mol
Desestabiliza Estabiliza Desestabil Desestabil K-1 Desestabil Desestabil
iza iza Diminuicé iza iza
oda
flexibilida
de da
molécula
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RAD51C p. GIn11Arg

RAD51C p.Ala57Val

RAD51C p.Glu67Gly

RAD51C p.Asp108Gly

RAD51C p.lle144Thr

RAD51C p.Cys147Tyr

RAD51C p.Phel48Le
ufs*23

RAD51C p.Phel64Le
u

RAD51C p.Leu219Ser

0.152
kcal/mol
Estabiliza

-0.634
Desestabiliza

-1.238
Desestabiliza

-0.631
Desestabiliza

-2.569
kcal/mol
Altamente
desestabiliza
nte

-1.189
kcal/mol
Desestabiliza

-1.294
kcal/mol
Desestabiliza

-3.95
kcal/mol
Altamente
desestabiliza
nte

-0.241 -0.231 kcal/mol 0.930
kcal/mol Desestabiliza  kcal/mol
Desestabil Estabiliza
iza

-1.628 0.64 kcallmo  -0.215

Desestabil Estabiliza kcal/mol

iza Desestabil
iza

-0.761 0.693 kcal/mo  -1.197

Desestabil Estabiliza kcal/mol
iza Desestabil
iza
-0.79 1.711 kcal/mo -0.224
Desestabil Estabiliza kcal/mol
iza Desestabil
iza
-0.52 -0.015 kcal/mol -1.412
kcal/mol Desestabiliza  kcal/mol
Desestabil Desestabil
iza iza
-1.403 -2.897 kcal/mol 0.767
Desestabil Altamente kcal/mol
iza desestabilizant Estabiliza
e
-0.963 -0.202 kcal/mol -0.870
kcal/mol Desestabiliza  kcal/mol
Desestabil Desestabil
iza iza

-0.362 2.008 kcal/mol -3.184

kcal/mol  Altamente kcal/mol
Desestabil desestabilizant Desestabil
iza e iza

0.593
kcal/mol
Estabiliza

0.438
kcal/mol
Desestabil
iza

-0.484
kcal/mol
Desestabil
iza

-0.427
kcal/mol
Desestabil
iza

-0.132
kcal/mol
Desestabil
iza

0.399
kcal/mol
Desestabil
iza

-0.065
kcal/mol
Desestabil
iza

-0.747
kcal/mol
Desestabil
iza

-0.741
kcal.mol-
1.K-1
Diminuica
oda
flexibilida
de da
molécula

-0.547
kcal.mol-
1.K-1
Diminuica
oda
flexibilida
de da
molécula

0.606
kcal.mol-
1.K-1
aumento
da
flexibilida
de da
molécula

0.534
kcal.mol-
1.K-

1 aument
oda
flexibilida
de da
molécula

0.165
kcal.mol-
1.K-

1 aument
oda
flexibilida
de da
molécula

-0.499
kcal.mol-
1.K-1
Diminuica
oda
flexibilida
de da
molécula

0.081
kcal.mol-
1.K-

1 aument
oda
flexibilida
de da
molécula

0.934
kcal.mol-
1.K-

1 aument
oda
flexibilida
de da
molécula

0.502
kcal/mol
Estabiliza

-0.509
kcal/mol
Desestabil
iza

-1.47
kcal/mol
Desestabil
za

-0.573
kcal/mol
Desestabil
iza

-2.785
kcal/mol
Desestabil
iza

-0.836
kcal/mol
Desestabil
za

-1.45
kcal/mol
Desestabil
iza

-4.196
kcal/mol
Desestabil
iza

0.63
kcal/mol
Estabiliza

-1.03
kcal/mol
Desestabil
iza

-1.64
kcal/mol
Desestabil
iza

-0.82
kcal/mol
Desestabil
iza

-2.41
kcal/mol
Desestabil
iza

0.15
kcal/mol
Estabiliza

-1.95
kcal/mol
Desestabil
iza

-4.31
kcal/mol
Desestabil
iza
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RAD51C p.Arg237Ter -

RAD51C p.Arg260GIn -1.135 -0.21 -0.538 kcal/mol -1.406 -1.053 1.316 -1.12 -1.0
kcal/mol kcal/mol Desestabiliza  kcal/mol kcal/mol kcal.mol- kcal/mol kcal/mol
Desestabiliza Desestabil Desestabil Desestabil 1.K-1 Desestabil Desestabil
iza iza iza aumento iza iza
da
flexibilida
de da
molécula
RAD51C p.Leu262Val -1.044 -1.38 -0.447 kcal/mol -1.060 -0.353 0.441 -1.49 -3.21
kcal/mol kcal/mol Desestabiliza  kcal/mol kcal/mol kcal.mol- kcal/mol kcal/mol
Desestabiliza Desestabil Desestabil Desestabil 1.K-1 Desestabil Desestabil
iza iza iza aumento iza iza
da
flexibilida
de da
molécula
RAD51C p.Gly264Ser -1.722 -0.438 -0.124 kcal/mol 0.993 0.498 -0.622 -1.667 -1.39
kcal/mol kcal/mol Desestabiliza  kcal/mol kcal/mol kcal.mol- kcal/mol kcal/mol
Desestabiliza Desestabil Estabiliza Desestabil 1.K-1 Desestabil Desestabil
iza iza Diminuica iza iza
oda
flexibilida
de da
molécula
RAD51C
p.Leu297Hisfs*2
RAD51C p.Gly302Arg -0.503 -0.494 0.152 kcal/mol 0.704 0.412 -0.516 -0.572 -2.59
kcal/mol kcal/mol Estabiliza kcal/mol kcal/mol kcal.mol- kcal/mol kcal/mol
Desestabiliza Desestabil Estabiliza Desestabil 1.K-1 Desestabil Desestabil
iza iza Diminui¢a iza iza
oda
flexibilida
de da
molécula
RAD51C p.Arg368Trp -0.551 -0.145 0.116 kcal/mol 0.154 0.107 -0.134 -0.524 0.17
kcal/mol kcal/mol Estabiliza kcal/mol kcal/mol kcal.mol- kcal/mol kcal/mol
Desestabiliza Desestabil Estabiliza Desestabil 1.K-1 Desestabil Estabiliza
iza iza Diminuica iza
oda
flexibilida
de da
molécula

Nota: mCSM, DUET, and DynaMut p < 0.001 = Desestabilizando. Valor de predicdo AAG < 0 refere-se a diminuigcdo da estabilidade e AAG > 0
refere-se 0 aumento da estabilidade. mMSCM avalia a estabilidade da RAD51C e a afinidade da mesma com outras proteinas e com a molécula de
DNA: *Mudanca na estabilidade da proteina apés a mutacéo, ** mudanca na afinidade proteina-proteina apds a mutacéo; ***Mudanca na afinidade
da proteina-DNA ap6s a mutagao; (---) Variantes frameshifts, para as quais os scores nédo se aplicam.

Para avaliar as variantes nos dominios, com base em InterPro e Pfam, a
proteina RAD51C tem trés dominios estruturais sobrepostos, sendo eles RecA-Like
C-terminal, RecA-Like ATP-binding e o RAD51/DMC1l/RadA (Figura 6). Foi
identificado também um motif de sinal de localizag&o nuclear na por¢éo C-terminal da
proteina (366-370 aa) (Figura 6). As variantes que sdo localizadas e apresentam

efeitos nos dominios e no sinal de localizacdo nuclear sdo mostradas na tabela 7.
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Figura 6

y (86-348 aa)

A
:5;

Mature protein (376aa)

'

RecA-Like ATP-
(., binding (96-286aa)

i

2|

(¥

- -‘bﬁ

y RAD51/DMC1/RadA
(100-347aa)

Nuclear localization
signa(366-370aa)

. Demonstra a proteina matura com 376 aminoacidos, evidenciando o sinal de

localizacdo nuclear que é composto por cinco aminoacidos (366-370aa - cinza escuro). Sdo

vistos na

figura os trés dominios funcionais RecA-Like C-terminal (86-348aa), RecA-Like ATP

binding (96-286aa) e RAD51/DMC1/RadA (100-347aa). Utilizou o PyMol para gerar a figura,

através d

0 modelo predito da proteina (AF-043502-F1) no formato PDB.

Tabela 7. Efeitos observados em relacdo aos dominios funcionais, sitios de

modificacdes pos-sintese, motifs e caracteristicas de proteinas de cada variante em
estudo
Mutagéo Dominios Modificacbes Caracteristicas da proteina
pds-sintese e motifs
RAD51C Esta localizado na regido de

€.3G>A (p.Metllle)

Néo afeta Néo afeta exigéncia para Jungdes
Holliday (1-126)

RAD51C Esté localizado na regido de
€.32A>G; Néo afeta Néo afeta exigéncia para Jungdes
(p.GInl11Arg) Holliday (1-126)

RAD51C Estéa localizado na regido de
c.170C>T; Néo afeta Néo afeta exigéncia para Jungdes
(p.Ala57Val) Holliday (1-126)
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RAD51C
c.200A>G;
(p.Glu67Gly)

RAD51C
€.323A>G;
(p.Aspl08Gly)

RAD51C
c.431T>C;
(p.11e144Thr)

RAD51C
c.440G>A;
(p.Cys147Tyr)

RAD51C
c.444delT

(p.Phel48Leufs*23)

RAD51C
€.492T>G
(p.Phel64Leu)

RAD51C
C.656T>C;
(p.Leu219Ser)

RAD51C
c.709C>T;
(p.Arg237Ter)

RAD51C
C.779G>A,
(p.Arg260GIn)

RAD51C
C.784T>G;
(p.Leu262Val)

Nao afeta

RecA-Like C-terminal,
ATP-binding, e
Rad51 DMC1 RadA

RecA-Like C-terminal,
ATP-binding,
e Rad51_DMC1_RadA

RecA-Like C-terminal,
ATP-binding e
Rad51 DMC1 RadA

Perda dos dominios:
RecA-Like C-

terminal, ATP-binding e
Rad51 DMC1 RadA

RecA-Like C-terminal,
ATP-binding e
Rad51 DMC1_RadA

RecA-Like C-terminal,
ATP-binding e
Rad51 DMC1 RadA

Perda dos dominios:
RecA-Like C-terminal,
ATP-binding e

Rad51 DMC1_RadA

RecA-Like C-terminal,
ATP-binding
Rad51 DMC1 RadA

RecA-Like C-terminal,
ATP-binding e
Rad51 DMC1 RadA

Nao afeta

Ndo afeta

Nao afeta

Néo afeta

NMD

Ndo afeta

Ndo afeta

NMD

Néo afeta

Néo afeta

Esta localizado na regido de
exigéncia para Juncdes
Holliday (1-126)

Esta localizado na regido de
exigéncia para Juncgdes
Holliday (1-126) e na regido
de interacdo da proteina
RAD51C (79-136)

Nao afeta

Néo afeta

Devido a presenca de um stop
cddon prematuro, 0s
aminoacidos 170 a 376 sdo
perdidos. Portanto, perde-se a
regido multimer interface
(Fig. 3), NP_Bindig motif
(Walker B 238-242 aa) e 0
sinal de localizacdo nuclear

Ndo afeta

Ndo afeta

O ganho de stop codon gera
uma proteina truncada com
139 aminoécidos a menos.
Além disso, perde-se a regido
de interacdo da

proteina multimer interface
(Fig. 3), NP_Bindig motif
(Walker B 238-242aa), ATP-
binding site (Fig. 2), e o sinal
de localizacdo nuclear

Néo afeta

Néo afeta
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RAD51C
C.790G>A;
(p.Gly264Ser)

RAD51C
€.890_899del10;
(p.Leu297Hisfs*2)

RAD51C
C.904G>A;
(p.Gly302Arg)

RAD51C
c.1102C>T;
(p.Arg368Trp)

RecA-Like C-terminal,
ATP-binding e
Rad51 DMC1 RadA

Perda dos dominios:

RecA-Like C-terminal e

Rad51_DMC1_RadA

RecA-Like C-terminal

Nao afeta

NMD

Ndo afeta

e Rad51_DMC1_RadA

Nao afeta

Nao afeta

Nao afeta

Perde-se o sinal de
localizacdo nuclear

Ndo afeta

Esta localizada no sinal de

localizacdo nuclear (366-370

aa)

Como proposta de reclassificacédo das variantes pelos critérios do ACMG / AMP, apés

o estudo detalhado pelos métodos descritos e resultados obtidos, foi proposto uma

possivel reclassificacdo dessas variantes. Das 19 variantes analisadas, 3 VUS foram

reclassificadas como possivelmente patogénicas; 13 VUS mantiveram-se como VUS

e trés variantes patogénicas mantiveram-se como patogénicas. Os dados das analises

de reclassificacfes de acordo com critérios ACMG estéo especificados no Quadro 3.

Quadro 3: Andlise dos critérios ACMG e proposta de reclassificacdo das variantes.

Proposta de reclassificacdo das variantes em analise, com base nos critérios de

classificagdo de variantes ACMG e, na coleta de dados das variantes ao longo do

estudo
Classificacéo Observacdes
Mutacso Critérios recebida de Reclassificaca uanto ag
& ACMG/AMP colaboradore | o proposta quan
s analise _
PVS1 (moderado):
Devido a perda da _PVS1
metionina inicial iy
(cédon iniciador), 2%',['2?/3'8?'0
outros oito I
P . como critério
aminoécidos séo
moderado

RAD51C c.3G>A;
(p-Metllle)

perdidos, e a nova
isoforma inicia-se na
segunda metionina in-
frame Met10.

PM2: Frequéncia
populacional rara
(0.00003185
gnomAD); variante

VUS

Provavelmente
patogénica

- Duas outras
variantes que
abolem
iniciacdo,
reportadas
como
patogénica
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ndo encontrada no
1000 Genomes
Browser e Exome
Variant Server

PM5: Segundo o
VarSome as variantes
RAD51Cc.3G>T;
p.Metllle
(rs769053886);
RAD51C ¢.3G>C;
p.Metllle s&o
classificadas como
patogénicas
iniciagdo, com
Fanconi ou
predisposi¢cédo a
cancer.

RAD51 C ¢.32A>G;
(p.GIn11Arg)

PM1: Além de ser
uma regido rica de
mutacdes, a variante
localiza-se em uma
regido requerida para
JungBes Holliday (1-
126)

PM2: Frequéncia
populacional rara
(0.000003977
gnomAD); variante
nao encontrada no
1000 Genomes
Browser e Exome
Variant Server

BP4: “Multifactorial
likelihood analysis for
Benign” a maioria dos
programas a
classificam como
benigna. Além disso,
h& uma publicagéo
que a considera como
possivelmente
benigna. “Missense
change seen in
multiple mammalian
species” A glutamina
é conservada, porém,
uma arginina nesta
posicao é vista em
primata Sifaka-de-
coquerel.

VUS

VUS

Analises “in
silico”
realizadas
apontam para
caracteristicas
nao
impactantes ou
deletérias do
ponto de vista
funcional.

RAD51C ¢.170C>T;
(p-Alab7Vval)

PM2: A variante nao é
encontrada
no gnomAD, 1000

VUS

VUS

Analises “in
silico” sugerem
impacto
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Genomes Browser e
Exome Variant Server

PP3: Variante
considerada
patogénica na maioria
dos preditores in
silico. Além disso, é
um aminoécido
altamente
conservado, somente
uma espécie de
planta apresentou
uma valina
(Alcachofra). Quando
alterado, promove a
desestabilizacdo da
proteina interferindo
na afinidade de
interacdo com outras
proteinas.

funcional,
principalmente
em nivel de
analise
conservacional

PM2: A variante
possui uma baixa
frequéncia
populacional
(0.00003889
gnomAD; 0.00020 no
1000 Genomes
Browser e 0.00015
Exome Variant
Server)

Preditores “in

BP4: Multifactorial silico” néo
RAD51C ¢.200A>G; | likelihood analysis for VUS VUS sugerem
(p-Glub7Gly) Benign” apenas o impacto

Mutation taster a relevam para

considera como essa variante

deletéria, por situar

em uma regido de

requerimento para

junces holliday.

entretanto, os outros

programas a

classificam como

benigna. Além disso,

esse acido glutamico

nao é conservado

PM1: Variante Segundo

localiza-se em um o Mutation

dominio funcional. E Taster ocorre a

conforme observado, perda da

essa é uma regiao da regiao de
RADSIC c.323A>G; proteina sem ° VusS VUS ex?géncia para
(p-Asp108Gly) mutacdes benignas, Juncdes

nem patogénicas. Na Holliday (1-

regido, tem 126) e na

patogénicas, mas regido de
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frequentemente
truncantes

PM2: A variante nao é
encontrada

no gnomAD, 1000
Genomes Browser e
Exome Variant Server

PP3: Todos os
preditores in silico
utilizados neste
estudo caracterizam a
variante como
prejudicial e com
efeitos deletérios.
Afeta sitios de
splicing

interacdo da
proteina
RAD51C.
Embora a
variante tenha
sido
considerada
como
patogénica nas
andlises in
silico, ndo ha
evidéncias
suficiente que
comprove sua
patogenicidade

PM1: Variante
localiza-se em um
dominio funcional,
uma regido com
poucas variantes
benignas

PM2: A variante
possui uma baixa
frequéncia
populacional
(0.00005656 gnomAD
e 0.00015 Exome

Variant Server); Nao Analises “in
descrita no 1000 silico” sugerem
RADS51C ¢.431T>C: Genomes Browser VUS VUS IfTr?:ilgLOm
(p.lle144Thr) PP3: Variante principalmente
considerada em nivel de
patogénica na maioria anélise
dos preditores in conservacional
silico. Além disso, é
um aminoécido
altamente
conservado, e,
quando alterado,
promove a
desestabilizacao da
proteina interferindo
na afinidade de
interacdo com outras
proteinas
PM2: A variante Analises “in
possui uma baixa silico” sugerem
. | frequéncia impacto
(F::)Agfslli;;TA;rl)o G>A; populacional VUS VUS funcipnal,
' (0.000003976 principalmente
gnomAD); N&o em nivel de
descrita no 1000 analise

112



Genomes Browser e
no Exome Variant
Server

PP3: Variante
considerada
patogénica na maioria
dos preditores in
silico. E um
aminoacido pouco
conservado, e,
quando alterado,
promove a
desestabilizacdo da
proteina interferindo
na afinidade de
interacdo com outras
proteinas

conservacional
e de
estabilidade de
proteina

RAD51C c.444del;
(p.Phel48Leufs*23)

PVS1 (muito forte): E
uma frameshift que
conduz a delecéo de
multi-exons (5, 8, 9,
10, 11 e 12).
Ndotem6e7

Gera NMD em gene
com
haploinsuficiéncia
conhecida

PM2: A variante nao é
encontrada

no gnomAD, 1000
Genomes Browser e
Exome Variant Server

PM4: A variante tem
efeitos significativos
sobre o comprimento
da proteina

PP3: A variante afeta
os dominios, motifs,
modificacdes pos-
sintese e modifica
(cria e abole) sitios de
splicing e sitios
regulatérios de
splicing. Gera NMD
em um gene com
haploinsuficiéncia

PP5: ClinvVar
classifica esta
variante como
provavelmente
patogénica, com 1
estrela. VarSome

Patogénica

Patogénica

PP4: O
fendtipo da
paciente é de
cancer de
mama triplo
negativo. A
histéria familiar
inclui outros
tipos de
canceres.
Entretanto, ndo
se trata de
uma doenca de
etiologia
genética Unica.
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classifica como
patogénica.

PM2: A variante
apresenta uma baixa
frequéncia
populacional
(0.00003977 gnomAD
e 0.00020 1000
Genomes Browser);
N&o esté descrita no
Exome Variant
Server

PP3: Variante
considerada

Andlises in
silico sugerem
efeito deletério
em diferentes

patogénica na maioria niveis de

dos preditores in eventos ng
RADS51C ¢.492T>G; | silico. A Phe164 é VUS VUS gfr?t‘;‘féso €
(p.Phel64Leu) altamente .

conservada, e, prot_el_ca

quando alterada, _(sphcmg,

promove a interacéo e

desestabilizacdo da estab_llldade

proteina, interferindo proteica) €

na afinidade de conservacional

interacdo com outras

proteinas. Além disso,

situa-se entre os

dominios funcionais.

Em nivel do DNA, ha

alteracdes quanto ao

sitio de splicing, no

qual cria-se um novo

sitio donor

PM2: A variante

apresenta uma

frequéncia

populacional

extremamente baixa

(0.000007959

gnomAD); Nao

descrita no 1000

Genomes Browser e

Exome Variant Server

O fator

PS3: Estudo funcional Impactante
RAD51C reporta que a proteina parla po_?swej
C.656T>C: mutada apresentou (rjec assi |c_a(;zio
(p.Leu219Sen) uma redugdo em suas 5 essa variante

atividades de VUS rovavelmente | envolve o

recombinacao
homologa. Sendo
assim, é uma
evidéncia boa de um
efeito moderado em
relacdo a perturbacéo
de funcao da

patogénica

critério PS3
associado ao
estudo
funcional
reportado na
literatura.
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proteina (Somyajit, K
et al, 2014- Doi:
10.1093/carcin/bgu21
1

PP3: Todos os
preditores in silico
utilizados neste
estudo caracterizam a
variante como
prejudicial e com
efeitos deletérios. A
leu219 é altamente
conservada e a
mutacgdo conduz a
desestabilizacdo da
proteina interferindo
na afinidade da
RAD51C com outras
proteinas. A variante
localiza-se entre

os dominios
funcionais

RAD51C
€.709C>T;
(p-Arg237Ter)

PVS1 (Muito forte):
Ganho de um cédon
de parada, no qual
conduz a delecéo de
multi-exons (parte do
8,9,10, 11 e 12)

PM2: A variante
apresenta uma baixa
frequéncia
populacional
(0.00001591
gnomAD); N&o
descrita no 1000
Genomes Browser e
no Exome Variant
Server

PP3: A variante
conduz a perda de
parte dos dominios, a
perda da regido de
interacdo da
proteina multimer
interface, motif
(Walker B 238-
242aa), ATP-binding
site e o sinal de
localizacéo nuclear

PP5: A variante é
reportada no ClinvVar
e VarSome como
patogénica

Patogénica

Patogénica
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RAD51C
C.779G>A,;
(p-Arg260Gin)

PM2: Variante com
baixa frequéncia
populacional,
0.000007955
0,000008
(8:1000000;
semelhante a
1:100.000)
gnomAD; Néao
encontrada no 1000
Genomes Browser e
no Exome Variant
Server

PP3: Aminoacido
altamente
conservado. Além
disso, a maioria dos
programas in silico a
classificam como
patogénica com
efeitos deletérios.
Além disso, apds a
mutacgéo é evidente a
perda estabilizacéo
da proteina,
impactando na
atividade de interagéo
da RAD51C com
outras moléculas

VUS

VUS

Analises in
silico também
sugerem
efeitos
deletérios

RAD51C
C.784T>G;
(p.Leu262Val)

PM2: Variante com
baixa frequéncia
populacional (0.00019
gnomAD e 0.00008
Exome Variant
Server); Nao descrita
no 1000 Genomes
Browser

PP3: A variante
apresenta alteracéo
quanto ao sitio de
splicing, criando-se
um novo sitio donor.
Apesar de a Leu262
ser altamente
conservada, a maioria
dos preditores in silico
classificam-a como
patogénica. No
entanto, a variante
afeta os dominios
funcionais e promove
a desestabilizacdo da
proteina, interferindo
na afinidade de
interacdo com outras
proteinas.

VUS

VUS

Andlises in
silico também
sugerem
efeitos
deletérios
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RAD51C
C.790G>A,;
(p.Gly264Ser)

PM2: A variante
apresenta baixa
frequéncia
populacional
(0.001729 gnomAD e
0.00308 Exome
Variant Server); Ndo
descrita no 1000
Genomes Browser

VUS

VUS

RAD51C
€.890_899del;
(p.Leu297Hisfs*2)

PVS1 (Muito forte):
Frameshift que
conduz a delecéo de
multi-exons (9, 10, 11,
e 12)

PM2: A variante ndo é
encontrada

no gnomAD, 1000
Genomes Browser e
Exome Variant Server

PP3: Perde-se os
dominios funcionais e
o sinal de localizacdo
nuclear. Altera sitio de
splicing

PP5: A variante é
reportada no ClinvVar
e no VarSome como
patogénica

Patogénica

Patogénica

RAD51C
C.904G>A;
(p-Gly302Arg)

PS1: Outra variante
que altera o
nucleotideo, porém
mantém a mesma
troca de aminoéacidos
(RAD51C ¢.904G>C;
p.Gly302Arg), descrita
como patogénica no
VarSome

PM2: Variante nao
descrita no gnomAD,
1000 Genomes
Browser e Exome
Variant Server

PP3: A variante altera
o sitio de splicing,
criando um novo sitio
acceptor. Além disso,
a Gly302 é altamente
conservada, e todos
preditores in silico

VUS

Possivelmente
Patogénica

O impacto da
mutacéo em
nivel de
splicing (PVS1)
sugere afetar a
guanina, que é
conservada
nas principais
espécies de
mamiferos,
répteis e
algumas
plantas. Em
nivel de
proteina,
nenhuma
arginina é vista
nesta posicao
entre as
espécies
avaliadas
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utilizados nesse
estudo caracterizaram
a variante como
prejudicial e com
efeitos deletérios

PP5: Embora a
variante esteja
classificada como
VUS no ClinVar, no
VarSome ela esta
classificada como
patogénica

RAD51C
c.1102C>T,;
(p.Arg368Trp)

PM1: Variante localiza
em um transit peptide
composto por 5
aminoacidos (366-
370), que sinaliza
para o nucleo

PM2: Variante com
baixa frequéncia
populacional
(0.00004814
gnomAD); ndo
descrita no 1000
Genomes Browser e
Exome Variant Server

VUS

VUS

RAD51C
C.571+4A>G

PS3: Estudo funcional
disponivel que
demonstra um efeito
prejudicial devido ao
salto do exon 3
(Dawson et al., 2019-
PubMed:

31782267). Com o
skipping do exon 3, é
criada uma isoforma e
criando uma fsm.

PM2: Variante com
baixa frequéncia
populacional
(0.00003183
gnomAD); néo
descrita no 1000
Genomes Browser e
Exome Variant
Server

PP3: Durante a
predicdo de
alteracdes do sitio de
splicing, a variante
apresentou uma
quebra de um sitio

VUS

Provavelmente
patogénica

O estudo
funcional
sugere perda
de funcéo.

O estudo
classifica como
patogénica
considerando
PP1 e PP4
devido aos
dados clinicos
das familias e
estudo de
segregacao.
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donor e a criagcdo de
um novo sitio donor.
PM2: Variante ndo
descrita No gnomAD,
1000 Genomes
Browser e Exome
Variant Server A perda deste
donor leva a
PP3: Durante a um splicing
predicédo de alternativo,
alteracdes ao sitio de com fsm no
splicing, a variante exon 8
5?(?553?3>G apole um sitio donor e | VUS VvUS (preyistq na
: ' cria um novo donor, andlise in
que se usado, silico).
provoca uma fsm Seria indicagéo
de estudo
PP5: A variante é invitro
reportada como
possivelmente
patogénica no
VarSome
Discusséo

A observacbes sobre cada variantes estdo descritas no quadro acima no item
observacbes. Ressalta-se que para algumas variantes, dependendo do critério de
pontuacdo de acordo com o ACMG e atualizagBes, haveria possibilidade de
reclassificacdo para algumas variantes e para outras, a analise proposta ndo teria

impacto direto.

Vale ressaltar que o critério de analise de benignidade conhecido como BP1, o qual
caracteriza-se por “BP1 - Variante missense em um gene, em gue, principalmente, as
variantes truncadas sédo conhecidas por causar doencgas”, ndo foi adotado para esse
gene. Assim como relatado acima, embora a maioria descritas no VarSome com
patogénicas sejam de efeito truncado, a maioria das muta¢des descritas em RAD51C
sdo VUS. Se tal critério fosse adotado, duas variantes seriam classificadas como
provavelmente benignas: RAD51C c¢.32A>G; (p.GIn11Arg) e RAD51C c.200A>G;
(p.Glu67Gly).

Outra questado relevante é que embora a maior parte das variantes mantivessem a
classificagcdo como VUS, foi discutido no grupo de estudo que algumas teriam critérios

“in silico” predizendo efeitos deletérios pelos métodos utilizados para estudos neste
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trabalho (Quadro 3). Entretanto, isso ndo quer dizer que ha um real efeito de
patogenicidade e mais estudos de analise molecular seriam necessarios para validar

0s achados.

A variante RAD51C c.3G>A; (p.Metllle), recebe um critério maior de patogenicidade
PVS1 conforme os critérios ACMG/AMP e atualizacbes quanto a esse critério
(Nykamp et al,2017; Tayon et al., 2018). O critério seria adotado ndo como forte, mas
sim como moderado, pois ndo ha cédon de inicio alternativo em outros transcritos e
mais de uma variante patogénicas foi encontrada na sequéncia a montante de acordo
com descricdo nos bancos de dados (Xiang et al,2020). Em relagéo a Metl (RAD51C
c.3G>C (p.Metllle), RAD51C c.3G>A; (p.Metllle), RAD51C c.3G>T (p.Metllle),
RAD51C c.1A>T; (p.MetlLeu), RAD51C c.1A>G; (p.MetlVal)); e em relacédo a Met10
(RAD51C c.28del; (p.Met10Cys*6))

Consequentemente, essa variante pode ganhar uma classificacdo como
“‘provavelmente patogénica"”, mas sabe-se das possibilidades de interpretacdes
divergentes. Assim, outros estudos seriam importantes para analisar com mais critério
o efeito dessa variante como, por exemplo, estudos funcionais por sequenciamento
de RNA. Uma limitagdo presente no estudo e observada para algumas variantes foi a
nao disponibilizacdo de dados clinicos. Por isso,ndo temos como relacionar o

genaotipo-fendtipo especificamente.

Ja na variante RAD51C c.170C>T; (p.Ala57Val) a classificacdo do critério PP3 foi
baseada na avaliacdo em que a maioria dos modelos de predi¢céo “in silico” acusam-
na como uma variante deletéria, mas ainda seria “conflitante” e poderia ndo pontuar
esse critério (Nykamp et al.,, 2017). Entretanto, ndo h& outros critérios para
reclassificar a variante e, consequentemente, permanece como VUS. Isso chama a
atencdo para mais uma questdo diante da variabilidade de interpretacdo de
examinadores. O mesmo raciocinio pode-se aplicar para a variante RAD51C
c.200A>G; (p.Glu67Gly), na qual poderia pontuar PP3, apenas por um modelo de
predicdo, o Mutation taster, devido ao impacto da mutagdo na juncao Holliday.
Entretanto, a maioria dos modelos de predi¢do de impacto in silico, acusam-na como

nao deletéria ou toleravel. Assim, ndo a pontuamos como PP3 e pontuamos o BP4.
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A variante RAD51C c¢.656T>C; (p.Leu219Ser) foi outra variante analisada neste
estudo que € passivel de reclassificacdo de VUS para PP. Baseando-se em reporte
de estudo funcional nos genes RAD51C e dessa mutagdo especificamente como
comprometedora do evento de recombinacdo homodloga observado “in vitro”, a
variante ganha o critério PS3 (Somyajit et al., 2015). Como é uma variante com
frequéncia populacional extremamente baixa e todos os modelos de predigao “in
silico” a classificaram como deletéria e prejudicial, a classificagao seria provavelmente
patogénica (PM2+PS3+PP3). Essa variante foi observada quatro vezes nesse estudo.
Trés pacientes com dados fenotipicos, duas com cancer de mama bilateral e a outra
paciente assintomatica. Para estes casos, hdo temos maiores detalhes clinicos e nem
se sdo individuos da mesma familia. Para outro individuo da casuistica, nao

dispunhamos de dados clinicos.

A variante em regido intrénica RAD51C c¢.571+4A>G também poderia ser
reclassificada como PP considerando os critérios descritos no quadro. Um dado
relevante para essa mutacao é que ela esta descrita em uma frequéncia populacional
maior por causa do efeito fundador reportado na Ilha de Terra Nova, uma provincia
canadense localizada ao noroeste do oceano Atlantico (Dawson et al., 2020). O
estudo, sugere a reclassificacdo dessa variante para patogénica a partir de dados de
5 pacientes afetadas com cancer de mama e ovarios que apresentaram teste negativo
para pesquisa de mutacdes em genes BRCA1, BRCA2 e outros genes de penetrancia
alta e moderada para cancer de mama e ovarios por painel NGS. O detalhamento de
dados clinicos e segregacao familiar reportados no estudo, permitiram a classificacéo
da variante como patogénica. O dado fenotipico reportado para a paciente da nossa
casuistica, foi de um cancer de tiredide e tumor desmoide e sem dados familiares. O
RAD51C nao esté associado ao fendtipo descrito e, portanto, trata-se de um achado
incidental e se a variante for reclassificada, teria impacto para uma nova abordagem

em relacdo a reducdo de risco de cancer ginecologico.

A variante RAD51C ¢.904G>A; (p.Gly302Arg) € rara nas bases de dados e localiza-
se proximo a um sitio donor (na ultima base do exon 9). Embora a variante conduza
um enfraquecimento do sitio donor, ndo o abole, cria um acceptor, que ndo sera
ativado pela distancia do branching site. Além do impacto nos sitios de splicing, a

variante apresenta efeitos deletérios quanto a fungéo proteica, justificando a aplicacédo
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do critério PP3. Observou em base de dados (VarSome) outra variante (RAD51C
€.904G>C; p.Gly302Arg) descrita como patogénica. A mesma, apresenta diferencas
quanto a troca de nucleotideos, mas possui a mesma substituicdo de aminoécidos e,
portanto, aplica-se o critério PS1. Por fim, emprega-se o critério PP5 devido a variante

ja estar classificada como patogénica em base de dados (VarSome).

A falta de dados clinicos neste estudo € uma limitacdo que impossibilita a investigacéo
mais criteriosa das variantes, pois Vvarios critérios de benignidade e patogenicidade
propostos pelo ACMG, dependem de dados fenotipicos. Quando se trata de uma
doenca de etiologia genética multifatorial (doenca complexa) como cancer, mesmo
nos casos de cancer hereditario, para o qual ha uma etiologia genética monogénica
associada, mas a mutacdo confere risco e ndo determina a doenca, dado clinico pode
ser fundamental para guiar a escolha dos critérios de classificagdo das variantes.

Conclusao

A partir deste estudo percebemos que embora a investigacdo de patogenicidade ou
benignidade, através de analises computacionais sejam necessarias para a analise
das variantes, para efetivar a classificacdo pelos critérios ACMG, € essencial
considerar outros dados, como contexto clinico e populacional de cada variante.
Entretanto, uma avaliacdo aprofundada pelos modelos in silico contribuiu para
reclassificacdo de algumas variantes. Ainda assim, a analise “in silico” chama a
atencdo para a investigacdo de quais variantes merecem estudo de impacto

mutacional em nivel molecular.
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CONSIDERACOES FINAIS

A avaliac@o de risco para cancer hereditario € uma area de atuacdo crescente e aliada a
medicina gendmica. E voltada para pacientes oncoldgicos e/ou pacientes assintomaticos, que
tem risco para desenvolvimento de cancer. Para lidar com os pacientes, os profissionais de
saude dessa area dependem de um conhecimento que ultrapassa a expertise clinica e os
coloca diante de resultados com interpretacdes complexas. Por outro lado, os profissionais do
setor laboratorial que lidam com testes genéticos dependem de dados clinicos para interpretar
testes que impactam diretamente nas decises dos pacientes e condutas médicas. Essa
intersecao de conhecimento e atuacéao depende ainda de um esfor¢co de ambas as partes para
tornar mais clara a aplicabilidade dos testes e guiar melhor as definicdes diagnosticas, escolha

de tratamentos, estimativas de risco e as medidas de reducao de risco de cancer.

Inimeras séo as ferramentas disponiveis para estudo e andlise dessas variantes. Métodos de
bioinformatica, banco de dados, acesso e compartilhamento de informacgdes laboratoriais e
da literatura sdo fundamentais para classificacdo de variantes em genes associados ao risco
de cancer ou outras doencas hereditarias. Mesmo assim, em muitas situacdes, ndo se chega

a um “denominador comum” para tomada de decisdo diante dos resultados.

Em se tratando de salde da mulher e, portanto, cAncer de mama e ginecolégico, é preciso
dar atencéo especial para essa area, uma vez que o cancer de mama é altamente frequente,
o0 cancer de ovarios tem alta mortalidade e ambos tém um componente hereditario de
predisposicdo relevante. J&, o cancer de endométrio estd associado a sindrome genética de
predisposicdo mais comum, a sindrome de Lynch. Assim, é preciso compreender de forma
mais especifica possivel o que os resultados de testes genéticos para mutagdes germinativas,

de fato, representam para as pacientes e também para seus familiares.

Com relagdo ao nosso grupo de pesquisa, recentemente, foi elaborada uma proposta
apresentada ao CNPq pelo projeto de pesquisa intitulado “Patogénica ou ndo? Avaliagdo do
impacto de mutacdes descobertas em pessoas com cancer?”. O projeto estende o estudo das
variantes, além de métodos de Bioinformatica usando CRISPR/Cas(9) e siRNA, possibilitando
avaliacdo do impacto sobre a fungéo da proteina com possibilidade de avaliagéo, inclusive de

terapia in vitro.
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Desenho de Estudo / Apoio Financeiro

Desenha:

Ayaliar o pesfil de mutactes germinativas em pacienies com cincer de mama, ovarno & endométrio submelidas a aconsslhamenio genéfoo para
chncer heredildnio, bem como associar a presenga dessas mulagdes com as caracterislicas dinicas das pacenbes & o ipo de lumor, caraclesizar as
varantes gendlicas defeciadas nos genes enire as pacienies com cincer ginecoldgico hereditdno & comparar os dados oblidos com dades &
reporiados na literabura da populagho brasileira e “The Cancer Genome Atlas®.
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Detalhamento do Estudo

Resuma:

A maioria dos chnoeres ginecoldgicos sio esporddions, mas cerca de § a 10% dos casos tem um padrdo heredildnio. Destes, grande parie
apresantam uma mulagio deleléria em um dos genes BRCA. Mulagies em BRCA conlerem um oo de 39 a 46% de chncer de ovdrio & 65 a B5%
de chnoer de mama; em BRCAZ, o risco & de 10 a 2% para ovdrio & 45 a B5% para mama. Com menor frequéncia, o risco para eslas neoplasias
pode eslar associado a oubras sindromes de predisposicio ao cincer hereditdrio coma Sindmome de Li-Fraumeni, Sindrome de Lynch, Sindrome de
Cowden. O enlerndimenio da predisposicio gendlica a0 chnosr leva a uma meibor idenlificagho dos pacenbes em risco &, assim, ginecologisias,
masiologistas, oncologistas & genelicistas, poderdo coordenar em conjurio esiratégias para delscgio, mansjo & medidas prevenlivas corra a
doenca. O abjetiva deste estuda & avaliar o perfil das mutagfes geminalivas presenies em pacienies que foram submelidas a aconsslhamenio
genético para avaliagio de risoo para o cincer de mama & ginecolégico com possivel padrdo hereditirio. Serdo analisados 0s pronbudrios de indos
pacienies que realizaram o aconselhamento genético, a fim de avaliar o desfecho dagndstico dianle do resultado do besie genético solicilado. Este
eslude permitird wm aprofundamenio sobre a compreensdo das principais mutacdes dentificadas nas famikas no Estado de Minas Gerais e
contribuir com os esfomos dos estudas populacionais para avaliar o perfi de mulagies na populacio brasisra.

Introducio:

0 clncer & uma das maiores causas de marle no mundo & sua causa basica & o dano a genes dos sistemas regulatdnos da célula chamados:
QNCOgenes & genes supressones de lumar . A alivagiio dos oncogenes pode ocormer alravés de ranslocagbes, amplficagies ou mulagbes
imtragénicas, que levam & desreguiacio do conlrole do cido celular &, assim, promavem o crescimento & profiferacio desordenada. Os genes
supressores de lumar blogueiam a proliferaciio celular descontrolada gue pode levar a0 cincer. A perda desies genes alravées de delegbes,
imalivagbes ou sienciamenio epigenético faz com que o produlo génico reduza sua alividade &, assim, predisponha & wmorigénese. Instabilidade
gentmica pode ocorrer em razdo de defeilos nas projeinas necessdrias para a divisdo oslular precisa ou em probeinas resporsdveis pelo repan do
DMA (Vogelstein & Kinzler, 2004 Mulagies germinalivas nesses genes causam predisposicio ao chnoer & ndo a dosnga em si 0s individuos:
afetadas, em geral, apreseniam miSplos lumares & doenca em idade precoce. Em quase iodas as sindmomes hereditbias dominanies causadas par
genes supressones de bumar & de estabilidade, a pimeira mulagho somdlica afela os genes normais berdados do parente ndo afelado. As formas
mais comuns de predisposicio ao chnoer heredildrio, como de oblon & mama, ocorrem devido a mulagies em genes de estabilidade, 20 invés de
supressones de lumar ou oncogenes (Vogelsiein & Kinzker, 2004).0 cincer de mama (CM] & a neoplasia com maior incdéncia ras mulberes,
exchiindo-se 05 cazos de pele ndo mefanoma, representando 25% de todos os casos de cineer em 2012, com 1,7 mikhdes de novos casos naguele
ano. O CM & a causa mais frequenie de morle pela doenca em mulberes, nos paises subdesenvolidos. (WORLD HEALTH ORGANIZATION). O
chncer de ovdrio (C0) & a neoplasia maligna ginecoldgca mais dificll de s=r diagnosticada & com menor chance de cura. A debeccio em fase tardia,
falla de écnicas de rasireio eficaz e resist®éncia & quimiolerapia confibuem para as altas taxas de moralidade por ©0 (Ohman; Ha=san; Dinule=soa,
20114). Tal do=nga foi responsdvel por 238 mil casos & 152 mil mortes em 2012, sendo o s#limo Spo de cincer mais comum & oitava causa de more
por cincer am mukbienes (3,6% dos casos e 4,3% de mortes).0 chncer de endométno (CE) & o sexto chnoes mais comum em mulberes, com uma
eslimativa mundial de 320 mil noves cases & TE mil dbilos, em 2012 (Feday et al, 2014). O CE & a malignidade dos drgdos reproduiores mais
comum nos Estados Unidos & o seu pico de incidéncia ocorre na sexia década de vida (American Cancer Sociely). & maioria das pacienles sio
diagnosicadas com a doenga confinada ao dlero & possuem mais de 90% de sobrevida em 5 anos (Kimura T el al.,, 2004). A esimativa de nowos
casos das neoplasias estudadas, no Brasil, para o bignio 201 8-2019 &: 8150 mulheres com (0, por ana, com um risco eslimado de 5,79 casos a
cada 100 mil mulheres; 58,700 noves casos de CM, por ano, com um rsco eslimado de 56,33 cazos a cada 100 mil mulberes; 8800 mulheres com
CE, par ano, com um risco eslimado de 6,22 casos a cada 100 mil mulberes, s=gundo o Inslilute Naconal do Cincer José Alencar Gomes da Siva
{INCA). Em Minas Gerais, s30 esperados 560 novos casos de C0, 5360 de CM & 510 de CE, em 2018, segundo esbe mesmo Institulo. Em 2013,
3.538 mulheres momeram por C0, 15.593 por CM e 3.604 por CE, de acordo com o Sistema de Informagho sobre Moralidade, do Minislério da
Salde. Apesar da maiona dos casos de neoplasia maligna de mama, owvano & endométio serem esporddicos, grande pare das pacenies com
chncar heredildrio apresentam uma mulagio dedeléria em um dos genes BRCA. Mulagbes geminalivas em BRCA1/Z comespondem a maona dos
casos de chnoer de ovano hereditdno, podendo comesponder a 15% de iodos os C0. Essas mulagies sio herdadas de forma autossdmica
dominanie & seus portadones possuem nsco de B0% de CM 30 longo da vida. (Ring & Modesilt, 2018 perda da fungiio do BRCA1 esth associada
a0 chncer de mama & ovano em idade prescoce &, &m geral, apresenita umores de alio grau hisloldgico com padrio imunohistoguimico iriplo
negativa. Os lumores assocados & BRCAZ usualments sio de allo grau, receplor de esirogénio pasitive & HERZ negativa. Careadores de mutagio
BRCA apresentaram sobrevida maior nos primeinos anas apds o diagnostioo de chncer de mama & ovno, o gue pode reflelic a maor s=rsbiidade &
quimiolerapia, principalmente, &s platinas (Copson, Mashman el al, 2018). Em 2014, a Sociedade de Ginecologia Oncoldgica divulgou uma
recomendacio que orienla oferecer lesle genélico para mutaches germinafivas em BRCA 1 & 2 para bodas pacientes diagnosticadas com chncer de
avirio, luba ulerina e periloneal. Essa recomendaco foi endossada pedo Malional Comprehensive Cancer Network (MOCN LA sindrome de Lynch
{5L) & herdada de forma autossdmica domirane & estd associada a mutactes em 1 dos 4 genes MMR (MSH2, MLH1, M3HE & PMS2) ou no gene
EPCAM, que & o regulador do M3HZ. Os principais chnceres relacionados 4 5L =ho colén, endoméirio, ovirios e esidmago. Cenca de 15% dos
chnceres de ovdrio & 2 a 6% dos de endoméirio sio cavsados pela 5L [Ring, Garcia, et al., 2017, Leenen, van Lier, el al, 2012} Alguns esludoes
sugenem risco aumentado de clncer de mama nos porfadores (Walsh, Buchanan, el al, 2010; Buerki, GauSer, et al_, 3012} A sindrome Li-Fraumeni
{BLF) estd associada a mulagies germinativas no gene supressor de lumor TPS3 & seus carreadores possuem alio risco de dessnvalver mudlitiplos
chnceres prirdrios, coma mama, ovdno, sacomas, cérebro, adrenocortical = leucemias. O fsco de CM em pacienies mutadas & de 50% aos 60
anos (Masciar, Dillon, et al., 2012 Mutacdes no gene STK11 estio associadas & sindrome Peulz-Jeghers (3PJ), uma rara doenga que eleva o risoo
de chncer do sisiema gastrointestinal, mama & ovano (do tipo néo epit=al). O risso ao longo da vida de CM £ de, aproximadamente, 55%, com
diagnésicn em idade média aos 37 anos, & ©0 21%, com idade média de 28 anos (Beggs, Latchiond, o al, 2010; Giardiello, Brensinger, 1 al.,
mmﬂ.:hmtm@ﬂbéowmmmdaSIdeﬂHﬂmMmuHLﬁ:h:zmtuﬁnimlﬂﬂumgﬂrﬂmmrdz
twmor PTEW. A 5C corfere um de risoo de alé 85, 2% para clnoer de mama & 30% de endométio, segundo estuda prospectiva realizado com 3,390
pacienies, por Tan & colaboradores. Além desses, pacienies com SC apresenlam risco elevado de cincer colometal, rim, lirecide & melanoma. (Tan,
Mester, el al, 2012). Mutagies no gene COH1 aumentam risco de clnoer de mama lobular, com rsco acumulada de 60%. A maiona dos partadaores
da mutacdo desenvolvem cincer anles dos 40 ancs (Kaurah & Huntsman, 20023 Em um estuds casa-comrale com mais de 85.000 pacentes com
chncer de mama submetidas a ieste genélico com painel mulligene, apds saclusdo de BRCA1R2 = genes relacionados & sindrome do clncer de
mama [COH1, PTEN, TP53), foram enconbradas variantes gendlicas que aumentam o risoo dests
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neoplasia: varianles PALB2 foram associadas ao maior risco; vananbes em CHEK2, ATM, BARDA, RADE, risco moderade (Couch, Shimelis, el al.,
2017). Mutagtes em RADSIC, RADSID aumentam o rsco de chneer de ovdric. Além deles, culros genes estlo em imestigacia para risco
aumeniado de 0, como PALEZ2 = BARD1 (Ring, Garga, o al, 3017). O conhecimenio acerca da genética do chncer esld em crescimento, uma vez
que as mformagtes sobre novos genes e oS @ conhecidos siio associadas & canceres hereditdrios. Ha um aumenio nos achadas de vadantes

de sigrificado indeterminado com os lestes de paindis mulligenes (Yurgelun e al., 2015}, assim a realizacio de pesquisas de regisire
deve ser encorajada, para lentar enlender o significade dessas varianies & carrslaciona-as 3o chncer. Az predispasicBes herdadas =ic
significativaments detsminanbes no risco de um individuo desenvolver chncer, assim, a pesquisa de mutagbes genélicas permile dentificar
pacienies & familiares nos quais o risco & elevado. A idenlificagho da predisposicho de um cinoer hereditdio, associado a mutagio genélica, & de
suma importincia na sadde pablica, pois muda o manejo do fsoo da deenca & permite que o pacienites & seus famikares em risco == beneficiem de
medidas veltadas para o diagndslico pracocs & inlenvencia, condutas prafililicas volladas para reducio considerdvel da risco para o clncer & o
prognéstico sefa melhor para esses individuos, com diminuicio da merbidade & mortalidade. Aém disso, em casos especificos, pode possibilitar
tratamenios oncoldgicos especificos (Gamis, Buys, el al., 2004) Neste conlexdo, o aconselhamenio gensélico assume importdncia pimorndial no
processa de sjudar os pacienles a entender & adaplar-s= &5 implicagBes médicas, psicolégicas e famikares das contribuipies genéSicas para as
doengas, Exss processo consiste em inlerpretar 3 histdia médica & familar, para avaliar a chance de ccorréncia ou recaméncia da dosnga, educar a
respeito da sua heranca, lesbes, manejo & ia, akkm de ac har, para promover escolhas & adaplacio do individuo e de seus Familiares 3

dosnca ou ao seu risoo (Resta, Bﬁesedr.zr-etal 2006)

Hipdtese:

Aidentificacho de mulagies genélicas azsociadas a0 chncer apresenta grande releviincia clinica pela pessibilidade do desenvolvimenio de
tratamenio personakrado para s makgnidades gnecoldgicas &, assim, melhorar a resposta erapéutica & progndstioo das mulheres afetadas com
consequente aumenio da sobrevida destas pacienies.

Objetivo Primario:

Ayaliar o perfil de mutactes germinativas em pacienies com cincer de mama, ovano & endométio submelidas 3 aconsslhamenio genéSico para
chncer heredilério.

Metodologia Proposta:

Serdo analisados os prontudrios de lodas pacienies que realizaram o aconselbamento genético, devido & suspeita de Ginoer hereditano. Para a
campesicko da amasira deste esiude sarfio seleconades 300 pacienies que apresentaram histdria pesscal ou famikar de cdncer de mama, ovano,
endomélric & oubros lipos de cincer azsociado a sindromes heredilrias.

Critério de Inclusia:

1- Pagientes com diagndsiico de chncer de mama, oviéria, endomélric ou oulros lipes de chnosr heredildrio, agma de 18 anas, que realizamam
aconselhamenio gendlico & que podem ler realzado lesle para pesquisa de mutacio gendlica associada A predispasicio ao clncer hereditirio

2. Pacisntes szsiniomations com hisioa famiiar de cinoer de mama, ovirio, endoméina ou oubros lipos de cidncer heredithrio, acima de 18 anos,

que realizaram aconselhamenio genético & gue podem ler realizado besie para pesquisa de mutacio penélica associada & predsposicio a0 chnoesr
hereditdrio
3= Termo de consentimenio ivee & esdarecido assinado.

Critério de Exclusio:
1= Pacientes cujos pronlusrios apresentam dados incompletos.

Riscos:

D= riscos decorrenies da participacio nesta pesquisa sao minimos, pois podem decormer de possivel constrangimenio dos particpantes com a

divulgacio de dados confidenciais, invasdo de privacidade & seguranga dos prontudrios. Para mimizar esbes riscos, o pesguisadar ird fratar a

dentidade dos participantes com padrdes profissionais de siglo, dvulgagio do nome ou qualquer mafterial que indique o parlicipanles sem sua

parmEssho.

Beneficios:

Mo haverd beneficic direlo para as padenbas, excelo nos cases em que farem identficadas mulagies gendSicas que j& estio associadas, na

lileratura, a sindromes neoplasicas, pois muda o manejo da riscd da deenga & permile que os packentes & seus familiares am nsco se beneficien de

medidas voltsdas para o diagndslico pracoos & inlervencia, condutas prafildlices volladss para reducio considerdvel do risco para o cincer & o

prognistico seja melhor para esses individuos, com diminuigio da morbidade & martalidade.

Metodologia de Andlise de Dados:

D= dados serdo amazenados no programa Excel| do Microsoll Office & analisadas por meic de ferramentas de mineracdo de dadas e estalistica
, & fim de idenlificar o= lipos de mutagio pressntes na populacio &m estuda, determinar a prevaliéncia de cada uma, avaliar oz

desfechos dinicos delerminados & comparar os dados oblidos com dados da popul agho em geral & a lileratura inlermacional, coma The Cancer

Gename Allas.

Desfecho Primario:

O resultados chlidos permilirio avaliar o perfil das mulagdes germinativas presenies nos pac fuind y sobee a compreensda

das principais mutagtes identificadas ras famikas em Minas Gerais, além dem‘ml:l.urmmmtshpus dus E:h.ldmpupdlmr_p-: avalar o

perfil de mutagbes na populacho brasieira.

Tamanho da Amostra no Brasil: 300

—  Paispes de Recrutamento

Pais de Ovigem do Estudo Paiz M® de participanbes da pesguisa |
Sim BRASIL 300 |
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Outras Informacées

Haverd uso de fomntes secundirias de dados (prontudrios, dados demograficos, eic)?

Sim
Detalhamenta:

Serdo analisades os prontudrios de todos pacienies que realizaram o aconselhamento genélico, devido a suspeila de clincer hereditano, aldm da
andlise dos dados jd abSdos na populagio em geral ma lieratura intermacional, coma The Cancer Genome Aflas,

Infarme o nimero de individuos abordados pessocalmente, recrutados, ou que sofrerdo algum tipo de intervencio neste contro de

pesquisaZ
300

Grupos em que serdo divididos os participantes da pesquisa neste centro

1D Grupa M de Individuos Intervencdes a sanem realizadas
Pacienles com clnoer de mama 100 nenhuma
Pacienles com clnoer de ovlrio 10 nenhuma
Pacienles com cinoer de sndométrio 10 nenhuma
Pacienies com histdia familiar de CA 100 nenhuma
heraditirio
Pacienles com oulros tipo de clnosr 40 nenhuma
Pacienles com histdia familiar de chnoer ab nenhuma
0 Estudeo é Multicéntrico no Brasil?
Maa
Cenlres Copariicipanies
Kame da Institluigio Co-participante] Mome do Comité de | Instituiglo Selecionada Via
CHPJ Mome do Resporsavel Eti Plata Brasi
18.378.7600001.76  |INSTITUTO HERMES PARDINI | == Marques Lhami Feraz Sim

Propéa dispsnsa do TCLE?
Nia

Havera retencdo de amostras para armazenaments em banco?

Haa

Cronograma de Execucio

Ideniificacio da Etapa Imicio {DDURAMAAASA ) Teémina (DOMAMIAAAL)

Andlize dos dados 01032018 01082019

Fedacio de manuscrlos, arigos afou pabenbes 0103201% OAS2010

Revisho da leralura 01A0S2018 01082018

‘Selegio dos prontudnos 01032018 01082018

Colela dos dados dos proniudrios selecionados 01032018 O1e201%

‘Submissdo do projelo ao COEP & aprovagdo 01M0%2018 01032018

Orcamento Financeire

denlificagho de Orgamento Tipa ‘alor em Reais (RE)

Tramsporie para coleta de dadas Custeio RS 400,00

Material de escrildnio Cusieio RS 1.428,00
RS 1.828.00
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil de mutagdes germinativas em pacientes submelidas ao aconselhamento
genético para cancer hereditario de mama, ovario e endomélrio, em Minas Gerais,

Brasil
Pesquisador: Agnaldo Lopes da Silva Filho
Area Temitica:
Versao: 2

CAAE: 01758418.0.0000.5148
Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da UFMG
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.134.990

Apresentacao do Projeto:

Trala-se de versdo do projelo da pesquisa que responde diligéncias elencadas no parecer de namera
3.078.927, emitido por esle CEP.

Desaenho inalterado em relacdo dquele parecer:

Caonforme informado no formulario de informagies basicas:

"Awvaliar o parfil de mulagies germinalivas em pacientes com cadncer de mama, ovario & eandométric
submelidas a aconselhamento genélico para cancer heredilaro, bam como associar a presenga dessas
mutacdes com as caraclerislicas clinicas das pacientes e o lipo de umor, caracterizar as variantes
genalicas detectadas nos genes enlre as pacientes com cancer ginetcolégico hereditario & comparar os
dados oblides com dados ja

reportados na literatura da populacio brasileira @ 'The Cancer Genome Allas'.

[-]

Melodologia Proposta:

SerSo analisados os prontudrios de todos pacientes que realizaram o aconsalhamento genélico, devido &
suspeila de cancer heredilario. Para a composigao da amostra deste estudo serdo selecionados 300
pacientes que aprasentaram hisldria pessoal ou familiar de cancer de mama, ovario, endomédrio & oulros

lipos de cancer associado a sindromes heredilarias™.
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Continuecio do Pansoer: 3.134.590

Objetivo da Pesquisa:

Conforme formulario de informacies basicas atual:

Objetivo Primaria:

Avaliar o perfil de mutages germinativas em pacientes com cancer de mama, ovario @ endométric

submelidas a aconsalhamento genético para cAncer heredilario.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Conforme formulario de informagies basicas atual, descrito pelos pesquisadores:

"Riscois:

s riscos decorrentes da parlicipagdo nesla pasquisa sao minimos, pois podem decorrer de possivel
constrangimento dos participantes com a divulgagdo de dados confidenciais, invasdo de privacidade e
seguranga dos prontudnos. Para mimizar estes riscos, o pasquisador ira tratar a identidade dos parlicipantes
com padrdes profissionais de sigilo, divulgacio do nome ou gqualquer material que indique o participante
SaMm s5ua

permiss3o.

Beneficios:

MN&o havera beneficio direlo para as pacientes, excelo nos casos em gue forem identificadas mutagies
genéticas que ja asldo associadas, na lileratura, a sindromes neoplasicas, pois muda o manajo do risco da
doenca e permite que os pacientes e seus familiares em risco se beneficiem de medidas voltadas para o
diagndstico precoce & intervengio, condutas profilaticas volladas para redugio considerdvel do risco para o
cAncer @ o prognostico seja melhor para esses individuos, com diminuigdo da morbidade & moralidade”.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pendéncias emitidas no parecer de nimero 3.078.927 foram atendidas, a saber:

1) imcluesdo do Harmes Pardini como cantro coparticipante;

2) inclusdo de novo TCLE exclusivo para a pesquisa (independente do documento de TCLE de
aconselhamento genético). Este novo TCLE esclarece gue serdo ulilizados dados de prontudrios e que lais
dados serdo ratados sob sigilo, com uso exclusive para pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Termos adequados.

Recomendagbes:
Afirmar, no TCLE, que os dados serdo utilizados de maneira agregada, sem possibilitar identificacio do
parlicipanta.
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Continaaciio do Panoer: 3.134.550

Ceonclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Tando sido alendidas as diligéncias do parecer de nomero 3.078 927, aprova-sa o projelo de pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Tendo em vista a legislacao vigente (Resoclugio CMNS 466/M12), o CEP-UFMG recomenda aos

o™

Pesquisadores: comunicar loda & qualguer alleragao do projeto & do lermo de consantimeants via emenda na

Plataforma Brasil, informar imediatamente qualguer evenlo adverso ocorrido durante o desenvolvimento da

pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacao relatdrios parciais do

andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao lérming da pesquisa encaminhar a este Comité um

sumario dos resultados do projeto (relatario final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documanto Arguiva Pastagem Aurtar Siluacio
Infarmaches Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 06/01/2019 Acailo
do Projeto ROJETO 1190397 pdl 19:40:32
Projeto Detalhade [ | projeto_detalhado.docx 06/01/2019 |CAMILA MARTINS Auceilo
Brochura 19:40:18 |DE CARVALHO

nyestigador

Outros Carta_resposla_ao_parecar.docx 05012019 |CAMILA MARTINS Aceito
21:04:23  |DE CARVALHO

TCLE ! Termos da | TCLE_para_pesguisa doc 05/01/2019 | CAMILA MARTINS Acailo

Assentimanto / 21:03:11 DE CARVALHO

Justificativa da

Ausancia

TCLE / Termos da | TCLE.docx 1510/2018 |CAMILA MARTINS Aceilo

Assentimanto [ 15:12:47 |DE CARVALHO

Justificativa de

Ausdncia

DOutros parecer_departamento.pdf 1310/2018 | CAMILA MARTINS Aceito
17:38:22 |DE CARVALHO

Cutros carta_anuencia_hermes_pardini_pdi 1310/2018 |CAMILA MARTINS Acailo
17:37:15 |DE CARVALHO

Falha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 13102018 |CAMILA MARTINS Aceilo
17:35:09 | DE CARVALHO

Situagio do Parecer:

Aprovada

Mecessita Apreciacio da CONEP:
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Continuacdo do Parecer: 3.134.990

Nao
BELO HORIZONTE, 06 de Fevereiro de 2019

Assinado por:
Eliane Cristina de Freitas Rocha
(Coordenador{a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da expressio, metilacio & mulacio germinaliva e somalica nos ganes ATM,
ATR, PALBEZ, BRIP, RADS1, FANC, BRCA1, BRCAZ e genas MMR (MLH1, MSHZ,
MSHE, EPCAM & PMS2) am mulheres com cancer epitelial de ovario como preditivo de
resposta ao ralamenio guimioterapico

Pesquisadaor: Agnaldo Lopes da Silva Filho

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: B5375317.0.0000.5149

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas - Universidade Federal de Minas Gerais
Patrocinador Principal: Financiamanto Proprio

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 2667131

Apresentacdo do Projeto:

O estudo “Avaliagdo da expressdo, melilagio & mutagio germinaliva a somatica nos genas ATM, ATR,
PALB2, BRIP, RADS1, FANC, BRCA1, BRCAZ e ganas MMR [MLH1, MSHZ, MSHE, EPCAM & PMS2) em
mulheres com cancer apilelial de ovano como pradilive de resposta ao tralamento guimiolerapico”™ & um

asludo de coorte de mulheres diagnosticadas com cancer epilelial de ovano (CEQ) lipo seroso.

Ma maelodologia explicitada pelos pasquisadoras, of masmos informam gue serdo estudadas 150 mulheras
(amostra de conveniéncia) com diagndstico de CEO com proposta de fralamento cindrgico e 10 mulheras
submetidas a ooforaciomia sem evidéncias de neoplasias malignas ovariana (grupo controde), atendidas no
Servico de Ginecologia & Obstelricia do Hospital das Clinicas/UFMG [HC-UFMG). A participagdo na
pasquisa ndo implica madificagias no tratamento proposto as pacientes, uma vaz que apanas serao
coletadas amostras de lecido e amosira de sangue tolal. Quatro grupos serdo formados para avaliagio das
amastras clinicas:

Mulheres com diagnostico patologice de CEOQ inicial com proposta de tralamento cirdrgico @ quimislerapico
au apanas tratamento cirdrgico {n=50).

Mulheres com diagndstico de CED metastalico (n=50).
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Mulheres com recidiva, indepandeniemente do tempo (n=50).

Mulheres sem evidéncias de necplasia maligna ovariana, submetidas a ooforeclomia por solicitaco ou
indicacdo em mulheres na pds maenopausa ou por alguma inlercorm@ncia cirdrgica que necassitou a ralirada
do drgdo (por eaxemplo sangramenio alive), consideradas como conirale neste estudo. Nio serd realizada
refirada de parte ou todo o ovario apenas para fins da estuda. (n=10).

O recrutamento das pacientes sera realizado nos Ambulatorios de Ginecologia Oncoldgica do Hospital das
Clinicas/UFMG (HC-UFMG) & as colelas das amosiras leciduais serSo realizadas nos blocos cinirgicos do
referido hospital, durante o tratamento cirdrgico. O processamento das amestras teciduais, o cultive de
células, incubacio e analises moleculares serfo realizadas no Servigo de Biologia Celular da Fundagio
Ezaquiel Dias.

De acordo com os pesquisadores serdo incluidas no estudo mulheres com diagnostico de CEQ, acima de 18
anos, com proposta de tratamento cirdrgico ou quimioterdpico (casos); mulheres com diagndstico de CEO,
©om ou sam historia familiar de cancer de mama e/ou cancer de ovario mulheres, acima de 18 anos,
submetidas a histerectomia abdominal para mioma uberino (controle); Termo de consantimeanto livre &
esclaracido assinado. Entre os critérios de exclusdo astdo: ndo concordancia em participar do esiudo;
avidéncia a laparolomia de algum processo infeccioso agudo peritoneal; mulheres com histdria de uso de

imunossupressones, coricosberoides a'ou anti-inflamalonos ndo esteroides ha pelo menos rés mesas.

As amosiras clinicas serSo submetidas & extracdo de DNA & RNA utiizando o reagente TRIZoIE (Invitrogen)
seguindo o prolocolo descrilo palo fabricante. Apds a extracdo, as amosiras de DMNA e RMA serdo
quaniificadas por epecirometria e avaliadas quanio a sua integridade no sistema 2200 TapeSiation. As
amostras de RNA seguirSo, entdo, para etapas de sintese de cDNA ufilizando o kit SuperScrpt™ || Reverse
Transcriplase, Invitrogen & o cOMA sera submetido 4 amplificacio pela reag3o em cadeia da polimerase am
tempo real (QRT-PCR) para guantificacdo relativa da expressdo dos genes alvo. Resumidamente, os
ensaios serfo realizados usando a tecnologia de arranjos de sondas lineares marcadas com fluorocromos
(TagManArray® -Applied Biosystems). Serdo usados ensaios invenlariados, seguindo o prolocole descrito
pelo fabricants. O sequenciamento dos genes ATM, ATR, PALBZ, BRIP, RADS1, FANC, BRCA1, BRCAZ &
genas MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EPCAM & PMS2) serd execulado pelo método de Sanger seguindo
protocolo padronizado para detectar a
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presenca de SNPs e oulras pequenas variagoes de sequéncias DNA das regides codificantes desses genes
nas amostras clinicas. Para a exclusdo de grandes rearranjos nesses genes nao delectaveis pelo
sequenciamento serd utilizado o método MLPA. Essa técnica é uma alternativa para estudar variagdes de
namero de copias (CNV's) menores e baseia-se em Unica analise por sondas compostas em Kkits

Continuacdo do Pareces: 2 667.131

determinados pelo fabricante (MRC-HOLLAND®) para regibes que apresentam mutagdes tipo
microdelegdes/microduplicagdes. O servigo de sequenciamento e do MLPA serdo terceirizados, contudo,
sua execugdo sera acompanhada por membros do grupo de pesquisa. Para determinacao do perfil de
metilagdo das ilhas CpGs da regido promotora dos genes BRCA1 e BRCAZ2, o gDNA extraido das amostras
sera tratado com bissulfito de sodio (Methylseqr™ Bisulfite Conversion Kit - Applied Biosystems) e
submetido a PCR metilagdo especifica (MSP) em tempo real.

Para analise dos dados, os pesquisadores informam que os dados serdo armazenados no programa SPSS
18.0 para Windows e Bionumerics 7.0 (Applied Maths) e analisados por meio de ferramentas estatisticas
apropriadas dos referidos programas, a fim de avaliar e comparar os resultados obtidos com dados clinico-
patologicos das pacientes com cancer ovariano. Os dados obtidos poderdo permitir um methor entendimento
do cenario de mutag3o e da expressao dos alvos ATM, ATR, PALB2, BRIP, RAD51, FANC, BRCA1, BRCA2
e genes MMR (MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM e PMS2) em estudo no CO e poderdo elucidar marcadores
moleculares, candidatos a predi¢do de susceplibilidade/resisté@ncia deste tumor ao lratamento
quimioterapico. Além dessas analises estatisticas serdo ulilizados outros métodos de andlise a fim de
mensurar @ visualizar graficamente as diferengas na expressdo génica entre os grupos de tumores
ovarianos estudados (CO primario, CO metastatico e cistoadenoma seroso ovariano). Serdo utilizados
métodos de construgdo de arvore de decisdo e heatmaps. Na construgdo da arvore de decisdo, foi utilizado
o método J48 que & uma implementagdo do C4.5 (QUINLAN, 1993), presente no software Weka (FRANK, et
al., 2010). O J48 sera executado utilizando parametros de entrada padrdo. A arvore de decisdo construida
para cada um dos marcadores estudados utilizando como registros os grupos de pacientes descritos na
casuistica, visando segregar os registros em dois grupos distintos responsivos e n3o responsivos ao
tratamento. Para validagdo e generalizagdo do método de classificacdo sera ulilizada a validagao cruzada
leave one out cross validation (LOOCV). O heatmap sera construido utilizando o pacote “gplots® com
parametros default para clusterizacgdo e a fungdo “heatmap.2” no software R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2011).

No referencial tedrico, os pesquisadores afirmam que o cancer de ovario (CO) é o tumor
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ginecaldgico mais dificil de ser diagnosticado @ o de menor chance de cura, pois carca de Irés guartos dos
cAnceres desse drgdo apresentam-se am estagio avangado no momento do diagndstico. O numearo de
mortes de mulheres com CO em 2013 foi de 3.283, de acordo com o Sistema de |nformacao sobre
Mortalidade, do Ministério da Sadde. A ulirassonografia endovaginal & a dosagem de CA 125 s3o0 o esteio
da deteccio do CO, mas possuem baixa especificidade e sensibilidade para detecgdo da doenca em
aslagios iniciais. Um importante fator de risco para o diagndstico e ralamento do CO & a histdria familiar.
Carca de 10 a 15% dos casos de CO e quase 20% dos CO de alto grau s&o decorrentes de mulagfes nos
genes BRCA1 e BRCAZ. Além das mutacdes germinativas, mutagies somaticas nestes genes podem
produzir tumores que agem como deficientes em BRCA. Alleractes genélicas especificas tumorais se
corralacionam com a presenca de C0, assim, alas 8o imporlantes marcadores com polenciais clinicos para
avaliar risco, diagndslico, deteccio, prognaslico e resposta ao ratamento do cancer.

Ainda, segundo os pesquisadores, a identificacio da predisposicio de um cancer hereditério, como o CO
associado a mulacdo genética, & de suma imporlancia na salde plblica, pois muda o manejo da doenga a
permite que os pacientes e seus familiares em risco se beneficiem da profilaxia e diagnostico precoce do
cancer, o gue reduz sau risco a populacio em geral. Dentro de uma perspectiva da medicina translacional,
um teste molecular de predigdo da resposta lerapéutica individualizada podera contribuir para o
aprimoramento da lerapia do CO, resultando aumento da expectativa & qualidade de vida das mulheres
afletadas.

Objetivo da Pesquisa:
U5 pasguisadores descrevem como objelivos.

Primario:

Awaliar uma coorte de mulheres diagnosticadas com Cancer Epitelial de Ovaro (CEQ) tipo seroso para
deteclar & caraclerizar variantes ganética presentes garminalivas e somaticas dos genes em ATM, ATR,
PALBZ, BRIP, RADS1, FANC, BRCA1, BRCAZ e genes MMR (MLH1, MSHZ, MSHE, EPCAM & PMS2), bam
COMo associar a presanca dessas vananles com a classilicacao desses wmores como lipo | e tipo |, as
caraclaeristicas clinicas das pacientes e o desfecho primério do tratamenio.

Espacificos:
1. Awaliar a presenca de mutagdes germinativas nos genas ATM, ATR, PALBZ, BRIP, RADS1, FANC,
BRCA1, BRCAZ e genes MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EPCAM & PMS2), em mulheres de cancer

Endersgo: Av. Presidenies Antdnio Carlos GEZT 2% Ad 51 2005

Bairre: Unidade Adminisiratia || CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELD HORIZONTE
Telefone: (3134084502 E-mail: coepi@prpg.ufmg.br

Pigna 04 du 30

147



UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plobaforma
MINAS GERAIS %ﬂﬂ

Continssgin do Pareoer: 2 657,131
epitelial de ovario.

2 Avaliar a presenca de mutagbes somaticas nos genes ATM, ATR, PALBZ, BRIP, RADS1, FANC,
BRCA1, BRCAZ e genes MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EPCAM & PM52), em mulheres de cancer epitelial de

avario.

a. Aszsociar a presenca de mulacdes nos genes ATM, ATR, PALB2, BRIP, RADS1, FANC, BRCAT,
BRCAZ & genes MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EPCAM e PMS2), com as caracleristicas clinicas das

pacientas & o desfacho primario do tratamenlo.

4. Caracterizar varianies genética detectadas nos genes ATM, ATR, PALBZ, BRIF, RADS1, FANC,
BRCA1, BRCAZ e genas MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EPCAM & PMS2), entre as pacientes dos diferentes

grupos de tumores ovarianos @ o grupo controle.

5. Comparar as variantes genélica detectadas nos genes ATM, ATR, PALBZ, BRIP, RADS1, FANC,
BRCA1, BRCAZ e genes MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EPCAM e PMS2), entre as pacientes dos diferentes

grupos de lumores ovarianos com o grupo controle.

6. Determinar o parfil de perfil de express3o dos genes ATM, ATR, PALEZ, BRIP, RADS1, FANC,
BRCA1, BRCAZ e genas MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EPCAM & PMS2), entre as pacientas dos diferentes

grupos de lumores ovarianos e o grupo controle.

7. Comparar a varabilidade de expressdo dos genes ATM, ATR, PALBE2, BRIP, RADS1, FANC, BRCA1,
BRCAZ e ganes MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EFCAM e PMS2), entre as pacientes dos diferentes grupos de

lumores ovaranas com o grupo controle.

B. Associar as variantes genélica nas genes ATM, ATR, PALBZ, BRIP, RADS1, FANC, BRCA1, BRCAZ &
genes MMR (MLH1, MSH2, MSHE, EPCAM & PMS2), & o perfil de expressio desses genes anlre os grupos
de mulheres com CEQ primaric @ metastatico.

a. Sequenciar os genas TP53 @ PTEN nas amostras de lumores ovarianos para classificacio dos

umores malignos como Tipa | ou .
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10.  Avaliar a associagdo das variantes genética presentes nos genes ATM, ATR, PALB2, BRIP, RADS51,
FANC, BRCA1, BRCA2 e genes MMR (MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM e PMS2), o perfil de expressao
desses genes com a classificagdo dos tumores malignos como Tipo | ou |l e os dados clinico-patolégicos,
tais como dosagem sérica do CA-125, estadiamento FIGO, sobrevida livre da doenca e sobrevida geral, das
pacientes com CEO.

Continuaclo do Parecer: 2667.131

11.  Identificar uma assinatura genética dos tumores ovarianos que permitam predizer a efetividade do
tratamento a base de PARPI, como Lynparza™.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos descritos no projeto pelos autores s30 0s que se seguem:

“Os riscos do estudo propesto s3o aqueles inerentes ao procedimento cirdrgico primario que motivou a
cirurgia, sem riscos adicionais as pacientes.”

Os beneficios descritos no projeto pelos aulores s30 0s que se seguem:

Beneficios

“N3o havera beneficio direto para as pacientes, exceto nos casos em que forem identificados miRNAs
especificos, que ja estdo associados, na literatura, as caracteristicas especificas da progressido da doenca
ou da resposta terapéutica. A longo prazo, o maior beneficio @ o do conhecimento sobre o Cancer de Ovario
(CO), proporcionando melhor entendimento a relagio de expressdo de miRNAs envolvidos na regulagdo das
vias de morte celular (apoptose e anoikis), reparo de DNA e metabolismo de RNA e as caracleristicas
clinicas observadas. Tais resultados podem apresentar implicages clinicas relevantes, permitindo construir
uma plataforma para o diagndstico precoce e de recidivas da doenga, avaliagio de resposta terapéutica,
quimioprevencgdo adequada e progndstico, além de auxiliar no desenvolvimento de novas modalidades de
tfratamento e promover aconselhamento genético @ manejo preventivo para os pacientes e seus familiares.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma coorte prospectiva de mulheres diagnosticadas com CEO lipo seroso para detectar e
caraclerizar variantes genéticas presentes germinativas e somaticas dos genes em ATM, ATR, PALB2,
BRIP, RAD51, FANC, BRCA1 e BRCAZ2, e genes MMR (MLH1, MSH2, MSHB, EPCAM e PMS2), bem como
associar a presenca destas variantes com a classificagdo desses tlumores como
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lipa | & ll, as caracteristicas clinicas das pacienies a o desfecho primario do tratamenba.

Oz pesquisadores relalam que, de acordo com a Resclugio n®306/2004 da Agéncia Macional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA - & a Resolugio n*358/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (que
dispdam sobre o ralamenio @ descarte final de residuos de servigos de salde), os residucs bioldgicos que
serdo gerados (amostras de cancer de ovario humano), classificados como A3, serfo acondicionados em
sacos brancos contendo o simbolo universal de risco bioldgico, sem quasquar outros lipos de residuos
misturados, & encaminhados para descarle pala Fundagio Ezequiel Dias — FUNED.

Os pesquisadores também informarm gue =80 parlicipantes do projeto:

- Membros do Departamento de Ginecologia & Obstelricia da Faculdade de Medicina da UFMG

- Membro do Deparfamento da Palologia & Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFMG

- Membros do Departamento de Biologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG

- Membros do Servigo de Biclogia Celular, Laboratdrio de Pesquisa e Gestdo de Desenvalvimento da
Divisdo da Pesqguisa & Desanvolvimanio da Fundacao EZzequiel Dias-Funed

- Membros da Universidade Federal de Ubarlandia (UFU)

O projeto de pesguisa foi aprovado pelo Departamento de Ginecologia e Obslefricia da Faculdade de
Medicina sem resfrigies em 24 de fevereiro de 2017.

Este projeto teve o orgamento previamente estimado de RS460.270.,77 (quatrocentos e sessenta mil &
durentos & selenta reais e selenta & sete cenlavas). Os pesquisadores informam que o servigo haspitalar e
laboratorial envolvido na execugdo desla proposta possuam toda a infraestrulura @ os equipamenlos
necessarios ao desenvolvimenlo do projeto proposto, bem como contam com as equipes lécnicas
qualificadas am seu quadro de servidores plblicos/funcionarios para o alcance dos objelivos & matas
proposios naste projelo. Alam disso, alguns reagenias & insumos necessarios a coleta das amostras e
axecucdo da proposta (ndo incluidos no orgamento ) estio disponiveis no laboratdrio. Além da infraestrutura
& de apoio Bcnico oferecido pela instiluicdo, o projelo devara conlar com o5 recursas caplados am linhas de
fomento palo coordenadar (Fapemig @ CHNPg) e apoio a pesquisa por iniciativa do investigador oferecido
pela Astraleneca, altraves de larmo de parcera especifiico a ser firmado.
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O cronograma apresentado preva inicio de coleta de dados a partir da aprovagio do Comilé de Elica (antre
0171172017 a 01/052018). O término da pesquisa esta previsto 01 de novembra de 2019,

As solicitaces do Comilé de Etica foram atendidas:

1. Os pesquisadores definiram coma critério de inclusdo lanto para caso como para controles paricipantes
com idade acima de 18 anos, desta forma, lorna-se dispensavel o Termo de Assentimento Livie e
Eszclarecido.

2. Os pesquisadores acrescanlaram no projeto de pasguisa que haverd uso de fonles secundarias.

3. Os pesquisadores fizeram as modificacies em ambos os TCLE: paginas foram numeradas; campos de

rubrica foeram acrescidos; fod solicitada autorizagio ao parlicipante para consulta ao proniuario.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Ma segunda varsdo, os pasguisadores apresentaram um lotal de quatro (4) documentos gue esl8o descrilos
abaixo.

PE_INFORMACOES BASICAS DO PROJETO 971006 pdf

Carta_resposta_ao_paracer pdf

TCLE_controla.doc

TCLE caso.doc

Prajeto_docx

Ma primaira vers8o, os documeanios apresentados, am um lolal de oilo (B), 580 os que esldo descrilos

abaixo.
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PE_INFORMACOES_BASICAS DO _PROJETO_971006 pdl

carlasubmissac GEP_HC . pdf (acusa recebimento; datada e assinada em 26 de novembro da 2017)
carla_departamento pdf (projeto aprovado, dala e assinada em 24 de fevereiro de 2017)

TCLE_controle doc {de acordo com a Resolucdo n® 466/12 do Conselho Macional de Sadde; necessarios

pequanas ajusles)

TCLE_caso.doc (de acordo com a Resolugio n® 466/12 do Conselho Nacional de Sadde; necessarios

pequanos ajustes)
FOLHA_DE_ROSTO.pdf (aprovada, dala e assinada em 06 de novembro de 2017)

Projetodocx [dalado am novembro de 2018)

Recomendages:

Mao ha recomendacies.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequactes:

Sou 5.M_J. pela aprovacao do projelo de pesquisa.

Consideractes Finais a critério do CEP:

Tendo em visla a legislacio vigenle (Resolugio CNS 4B6/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar ioda & qualguer alleracao do projeto @ do lermo de consentimenlo via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualguer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pasquisa (via documental encaminhada em papel), apresantar na forma de notificacio relatdrics parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um

sumario dos resultados do projeto (relatorio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquiva Postagem Autar Situacdo
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 05/05/2018 Aceilo
|do Projeto ROJETO_971006.pdf 17:25:00
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COutros Carla_resposta_ao_ parecer.pdf 05/05/2018 | CAMILA MARTINS Acailo
17:24:32 |DE CARVALHO
TCLE / Tarmos da | TCLE_controle.doc 05/05/2018 |CAMILA MARTINS Acailo
Assentimanta / 17:15:58 |DE CARVALHO
Justificativa dea
Ausdncia
TCLE / Tarmos da | TCLE_caso.doc 05/05/2018 |CAMILA MARTINS Acailo
Assantimanta / 17:15:40 |DE CARVALHO
Justificativa de
Ausdncia
Projeto Detalhado ! | Projeto.docx 05052018 |CAMILA MARTINS Acaila
Brochura 17:15:12 |DE CARVALHO
L nvestigador
Outros carlasubmissac_ GEP_HC pdf 14/03/2018 | CAMILA MARTINS Acailo
20:16:37 __|DE CARVALHO
Dutros carla_departamento. pdf 181212017 |CAMILA MARTINS Acailo
20:36:08  |DE CARVALHO
Outros carla_unidade_funcional. pdf 181212017 |CAMILA MARTINS Acaila
20:35:34  |DE CARNALHO
Folha de Rosta FOLHA_DE_ROSTO.pdf 061212017 |CAMILA MARTINS Acailo
10:10:05 JDE CARVALHO
Dutros B537531 7 laprovacaoassinada. pdf 22105/2018 |Vivian Resende Acailo
09:36:10
COutros B5AT5317Dparecarassinado. pdf Z2105/2018 |Vivian Resende Acailo
09:36:19
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
MEo
BELO HORIZONTE, 22 de Maio da 2018
Assinado por:
Vivian Resende
{Coordenador)
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