
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2020, том 54, № 4, с. 688–698

688

ВЫЯВЛЕНИЕ НАСЛЕДСТВЕННЫХ ПЕРЕСТРОЕК В ГЕНЕ BRCA1 
МЕТОДОМ NGS-СЕКВЕНИРОВАНИЯ ОПУХОЛЕВОЙ ДНК1, 2

© 2020 г.   A. Minuccia, *, G. Mazzuccatoa, C. Marchettib, c
, A. Pietragallab

,
G. Scambiab, c, A. Fagottib, c, A. Urbania, c, **

aMolecular Diagnostic and Genomics Laboratory, Fondazione Policlinico Universitario A. Gemelli IRCCS, Rome, 00168 Italy
bDivision of Oncological Gynecology, Department of Women’s and Children’s Health, Fondazione Policlinico Universitario

A. Gemelli IRCCS, Rome, 00168 Italy
cCatholic University of the Sacred Heart, Rome, 00168 Italy

*е-mail: angelo.minucci@policlinicogemelli.it; angelo.minucci@virgilio.it
**e-mail andrea.urbani@policlinicogemelli.it

Поступила в редакцию 30.09.2019 г.
После доработки 16.12.2019 г.

Принята к публикации 25.12.2019 г.

Большинство патогенных вариантов генов BRCA1/2 содержат однонуклеотидные замены или не-
большие инсерции/делеции. Однако в генах BRCA идентифицированы и такие крупные геномные
перестройки, как вариации числа копий (CNV). Обнаружение крупных геномных перестроек в се-
мьях с наследственным раком молочной железы и яичников обязательно при условии, что секвени-
рование не выявило предрасполагающих патогенных вариантов. Изменения в структуре гена мож-
но детектировать с помощью методов секвенирования нового поколения (NGS), поскольку коли-
чественный анализ чтений в сочетании с биоинформатическими инструментами позволяет
оценивать и прогнозировать крупные наследственные геномные перестройки. Однако анализ ДНК
опухолевой ткани с помощью NGS представляет сложную задачу, и методики определения CNV
еще предстоит оптимизировать. Нами изучена применимость технологии NGS для обнаружения
крупных наследственных перестроек локуса гена BRCA1 в постоперационных образцах опухолевых
тканей. В постоперационных образцах высокозлокачественного серозного рака яичников нами вы-
явлены семь различных крупных геномных перестроек BRCA1, обнаруженных ранее в этих опухо-
лях. Полученные результаты показывают, что с помощью NGS можно точно определять наслед-
ственные крупные геномные перестройки BRCA1 в первичных опухолях. Предполагается, что оцен-
ку таких перестроек в локусе BRCA1 следует проводить в тех случаях, когда анализ начинается с
образца опухолевой ткани, а не крови. NGS-секвенирование образцов опухолевой ДНК может
стать предпочтительным методом обнаружения как соматических, так и наследственных крупных
геномных перестроек в локусах BRCA.

Ключевые слова: гены BRCA1/2, NGS-секвенирование, опухолевая ДНК, крупные геномные пере-
стройки, высокозлокачественный серозный рак яичников, вариации числа копий
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ВВЕДЕНИЕ

Основным критерием, определяющим необхо-
димость выявления генеративного аллеля BRCA1/2
(gBRCA) и проведения генетического консультиро-
вания, является наследственная предрасположен-

ность к развитию опухолей молочной железы и/или
яичников. За последнее десятилетие многочис-
ленные клинические исследования показали, что
пациентки с высокозлокачественным серозным
раком яичников (HGSOC) и патогенными вари-
антами gBRCA чувствительны к ингибиторам по-

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi 10.31857/S0026898420040114 для авторизованных пользователей.
2 Статья представлена авторами на английском языке.

Сокращения: gBRCA – наследуемый аллель BRCA1/2 (germline BRCA1/2); HGSOC – высокозлокачественный серозный рак
яичников (High Grade Serous Ovarian Cancer); PARP-1 – поли(АDP-рибоза)-полимераза; tBRCA – опухолевый ген BRCA (tu-
mor BRCA); NGS – секвенирование нового поколения (Next Generation Sequencing); NGTS – секвенирование нового поколе-
ния опухолевой ДНК (Next Generation Tumor Sequencing); CNV – вариации числа копий (Copy Number Variations); LGR –
крупные геномные перестройки (Large Genomic Rearrangements); gLGR – наследственные крупные геномные перестройки
(germline Large Genomic Rearrangements); MLPA – мультиплексная, зависящая от лигирования, зондовая амплификация
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).

УДК 577.2:616_-006

БИОИНФОРМАТИКА



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 4  2020

ВЫЯВЛЕНИЕ НАСЛЕДСТВЕННЫХ ПЕРЕСТРОЕК В ГЕНЕ BRCA1 689

ли(АDP-рибозa)-полимеразы (PARPi) и химио-
терапии препаратами на основе платины, что по-
вышает общую выживаемость [1]. Кроме того,
ингибиторы PARP эффективны у пациенток с
BRCA-специфическими патогенными варианта-
ми в опухолевой ДНК [2, 3]. Тестирование BRCA
в фиксированных формалином образцах, заклю-
ченных в парафин, или в образцах замороженной
ткани позволяет оценивать одновременно как со-
матические, так и наследственные изменения в
структуре гена, и имеет большое диагностическое
и клиническое значение при HGSOC. В настоя-
щее время во многих лабораториях, где для тести-
рования gBRCA применяют технологии секвени-
рования нового поколения (NGS), внедрен ана-
лиз BRCA в тканях опухолей (tBRCA) [4].

В генах BRCA обнаружены вариации числа ко-
пий (CNV), известные также как крупные геном-
ные перестройки (LGR), включающие делеции, ду-
пликации или вставки размером более 1000 т.п.н. В
популяциях с сильным эффектом основателя ча-
стота CNV значительно варьирует (от менее 1 до
более 24%) [5]. В гене BRCA1 LGR встречаются
чаще, вероятно, из-за более высокой частоты Alu-
элементов и/или из-за событий гомологичной
рекомбинации между BRCA1 и его псевдогеном
[6]. Следовательно, LGR составляют значитель-
ную часть патогенных вариантов BRCA, и их ис-
следование включено в молекулярный анализ
BRCA. Методы лабораторной диагностики LGR
BRCA включают Саузерн-блотинг, количествен-
ную ПЦР, конкурентный анализ кривых плавле-
ния с высоким разрешением, анализ на ДНК-
микрочипах и мультиплексную амплификацию
лигированных зондов (MLPA) [7–11]. На сего-
дняшний день NGS применяют для выявления
структурных изменений ДНК, поскольку генери-
рование миллионов одинаковых последователь-
ностей геномных областей-мишеней в сочетании
с соответствующими биоинформатическими ин-
струментами и количественным анализом чтений
(ридов) секвенирования может использоваться
для оценки и прогнозирования наследственных
LGR (gLGR) [12–14].

Тем не менее, обнаружение LGR в целевых
генах, основанное на данных NGS и наиболее
часто используемое в диагностических протоко-
лах, остается несовершенным, главным обра-
зом, в силу того, что все методики обнаружения
LGR в данных целевого секвенирования базиру-
ются на подходе, основанном на глубине покры-
тия. Этот подход предполагает, что количество
целевых прочтений коррелирует, как правило, с
количеством копий последовательности в соот-
ветствующем районе генома. При этом LGR де-
тектируют путем расчета покрытия каждого ам-
пликона и обнаружения выбросов. Однако оцен-
ка глубины покрытия имеет ряд недостатков,
которые искажают покрытие, включая: 1) нерав-

номерную амплификацию; 2) влияние GC-соста-
ва 3) неоднозначное картирование коротких фраг-
ментов. Следует отметить, что перед введением в
клиническую практику метод обнаружения LGR с
помощью NGS должен быть валидирован.

Применение NGS для анализа LGR в опухоли
осложняется гетерогенностью опухолевой ткани,
загрязнением образца нормальными клетками и
низким количеством клеток. Как следствие, неко-
торые риды, картированные на определенную об-
ласть, могут не принадлежать опухолевым клеткам,
а значения числа прочтений могут не совсем точно
отражать CNV в опухолевых клетках, что создает
трудности при определении сегментов, содержа-
щих CNV.

Мутационные события в генах BRCA полно-
стью соответствуют модели развития опухоли в
рамках теории двойного удара Кнудсона. Соот-
ветственно, потеря немутантного аллеля локуса
BRCA1 или BRCA2, называемая локус-специфи-
ческой потерей гетерозиготности, обычно встре-
чается в опухолях с мутациями в BRCA [15, 16].
Фактически, в первичной опухоли наследствен-
ные патогенные варианты могут появляться при
инактивации обоих аллелей, вызывая нестабиль-
ность генома и нарушение роста [17]. Это отно-
сится и к патогенным gLGR, особенно к LGR,
возникновение которых обусловлено делециями
экзонов в BRCA.

Нами оптимизирован и валидирован протокол
тестирования gBRCA, который включает набор
Devyser BRCA NGS (“Devyser”, Швеция) для под-
готовки библиотеки ДНК, технологию Illumina
MiSeq (“Illumina, США) для NGS и программное
обеспечение Amplicon Suite (“SmartSeq”, Италия)
для анализа данных. Подготовка библиотеки ДНК
для секвенирования включала использование ме-
тода целевого обогащения, позволяющего полу-
чать перекрывающиеся ампликоны и обеспечи-
вающего полное и равномерное покрытие всех
экзонов и экзон-интронных соединений генов
BRCA, что позволяет получить более высокое по-
крытие инсерций/делеций и провести точный
анализ CNV. Нами показано, что эта методика
позволяет со 100%-ной чувствительностью и спе-
цифичностью выявлять gCNV, она удовлетворяет
клиническую потребность в обнаружении всех па-
тогенных вариантов BRCA, включая LGR [11, 12].

В нашей работе оценена возможность исполь-
зования разработанной методики NGS/BRCA
для выявления семи различных gLGR BRCA1 в
постоперационных образцах тканей HGSOC.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Выбор и подготовка образцов. Всего были ото-

браны семь пациентов с HGSOC с CNV BRCA1,
ранее идентифицированными в образцах крови с
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помощью NGS и подтвержденными методом
MLPA. От каждого пациента с помощью диагно-
стической биопсии на первых стадиях заболева-
ния или при проведении циторедуктивной хирур-
гии получены образцы ткани, которые сразу же
заморозили и проанализировали методом NGTS.
Образцы ДНК выделяли из периферической кро-
ви и из срезов замороженной ткани HGSOC (со-
держание неопластических клеток не менее 70%)
с использованием автоматического устройства
MagCore HF16 Plus (“Diatech Lab Line”, Италия)
в соответствии с руководством производителя.
Концентрацию и качество дцДНК определяли с
помощью высокочувствительного анализа с ис-
пользованием флуориметра Qubit (“Thermo Fish-
er Scientific”, США). Каждый образец ДНК удо-
влетворял следующим требованиям: отношение
OD260/280 ≥ 1.7, концентрация ≥15 нг/мкл, отсут-
ствие деградации по данным электрофореза в ага-
розном геле. Образцы ДНК хранили при –20°C.
Все пациенты подписали информированное со-
гласие на тестирование BRCA в образцах крови и
опухолевой ткани в соответствии с принципами
Хельсинкской декларации.

Анализ BRCA. BRCA анализировали с исполь-
зованием набора Devyser BRCA (“Devyser”), как
сообщалось ранее [18]. Реакции секвенирования
проводили с использованием набора реагентов
V2, 500 Cycles и системы Illumina MiSeq (“Illumi-
na”). Результаты NGS интерпретировали при по-
мощи программного обеспечения Amplicon Suite
(SmartSeq s.r.l., Италия).

Анализ MLPA и номенклатура CNV BRCA1.
Анализ MLPA проводили в соответствии с реко-
мендациями производителя (MRC-Holland, Ни-
дерланды) с использованием наборов SALSA
P002 BRCA1 и SALSA P045 BRCA2 MLPA. CNV
BRCA1 называли в соответствии с требованиями
руководства Human Genome Variation Society
(http://www.HGVS.org/varnomen) для CNV (табл. 1).
В качестве референсных последовательностей
BRCA1 и BRCA2 использовали NG_005905.2,
NM_007294.3 и NG_012772.3, NM_000059.3 соот-
ветственно.

Определение CNV BRCA1 с помощью NGS. CNV
идентифицировали по данным секвенирования
Illumina путем загрузки файлов FASTQ в про-
граммное обеспечение Amplicon Suite. Это про-
граммное обеспечение обнаруживает CNV на ос-
нове покрытия в определенных целевых областях,
соответствующих каждому сегменту BRCA, после
дизайна амплификации. Amplicon Suite Software
использует собственный алгоритм для обнаруже-
ния ампликонов, покрытых несколькими прочте-
ниями со значительными отличиями от ожидае-
мых значений. Тот же алгоритм использовали для
каждого экзона с последующим объединением
данных для всех перекрывающихся ампликонов.

При таком подходе эффект от одного экзона ми-
нимизируется и не влияет на обнаружение CNV,
если покрытие одного ампликона изменено из-за
затрудненного отжига.

Соотношение, вычисленное по данным NGTS
100 образцов замороженной ткани с нормальным
gCNV, составило 0.6–1.3. Этот диапазон соответ-
ствует части нормальной вариации. Как след-
ствие, целевые области с такими соотношениями
не считались делетированными или дублирован-
ными, что позволило избежать ложноположи-
тельных результатов из-за возможной нестабиль-
ности генома в образцах опухоли. Делеции BRCA1
идентифицировали только при средних соотно-
шениях менее 0.6. Наконец, образцы опухолей с
целевыми областями и средним соотношением
0.4 или менее считали гомозиготными делеция-
ми, возникающими в результате гетерозиготной
герминальной делеции с потерей гетерозиготно-
сти другого аллеля. Для точной идентификации
CNV анализировали не менее шести образцов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Чтобы обеспечить высокую точность определе-
ния CNV BRCA1, мы удостоверились в том, что все
образцы, использованные нами, соответствовали
техническим характеристикам с высоким средним
показателем качества прочтения (показатель Q >
35) и минимальным покрытием 2000 прочтений на
ампликон. Соответствие этим требованиям оцени-
вали с помощью калькулятора покрытия последо-
вательности (https://devyser.com/resources/tools/cal-
culator/), который использовали при планировании
каждого секвенирования. В частности, калькулятор
покрытия использовали для оптимизации глубины
прочтения каждого образца и емкости проточной
ячейки для определения оптимальной глубины
прочтения на основе количества образцов.

В образцах ткани больных HGSOC, получен-
ных путем диагностической биопсии на началь-
ных стадиях опухолевого процесса или при цито-
редуктивной хирургии, замороженных и проана-
лизированных с помощью NGTS, выявлены семь
различных gLGR BRCA1, идентифицированных
ранее с помощью NGS и подтвержденных методом
MLPA. Пять из этих LGR идентифицированы абсо-
лютно однозначно, что указывает на потерю гетеро-
зиготности de novo в опухоли. На рис. 1 приведены
результаты нормирования данных определения
CNV в экзонах BRCA1 с помощью программы Ampl-
icon Suite в соответствии со ссылкой NM_007300.4.
Данные визуализации CNV во всех ампликонах
BRCA1, покрываемых набором Devyser, приведе-
ны в Приложении (рисунок).

В гене BRCA1 выявлены следующие патоген-
ные делеции (gLGR): делеции экзонов 1–2, 1–11,
14, 15–16, 17–18, 19 и 20–21.
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Рис. 1. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В нашей работе показаны возможности выяв-

ления делеций экзонов в гене BRCA1 в опухоле-
вых тканях методами целевого обогащения и

NGS. Проанализированы образцы, полученные
от семи пациенток с HGSOC, у которых LGR в ге-
не BRCA1 были обнаружены ранее и подтвержде-
ны методами NGS и MLPA. Замороженные об-
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Рис. 1. Продолжение.
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Рис. 1. Продолжение.
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Рис. 1. CNV гена BRCA1 в образцах крови и опухолевой ткани семи пациенток с HGSOC, выявленные методом NGS. A1
(кровь) – A2 (ткань) экзоны 1–2; B1 (кровь) – B2 (ткань) экзоны 1–11; C1 (кровь) – C2 (ткань) экзон 14; D1 (кровь) – D2
(ткань) экзоны 15–16; E1 (кровь) – E2 (ткань) экзоны 17–18; F1 (кровь) – F2 (ткань) экзон 19; G1 (кровь) – G2 (ткань): эк-
зоны 20–21. Показаны результаты выявления CNV генов BRCA1/2 полученные методом NGS и программного обеспечения
Amplicon Suite. CNV в гене BRCA1 обнаружены в образцах крови и опухолевой ткани. Программное обеспечение Amplicon
Suite нормирует данные CNV в экзонах BRCA1 по референсной последовательности NM_007300.4. CNV считали делецией
только при среднем соотношении менее 0.6. Образцы опухолей с областями-мишенями со средним соотношением 0.4 или
менее считали гомозиготной делецией (0 копий гена) в результате наследственной делеции одного аллеля с потерей гетеро-
зиготности другого. Согласно этим критериям, в образцах B, C, D, E и F возможна потеря гетерозиготности.
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разцы первичных опухолей проанализированы
нами методом NGTS. Этот метод обеспечил де-
текцию gLGR BRCA1 во всех использованных об-
разцах опухолевой ткани. Уменьшение глубины
покрытия отдельных экзонов приблизительно
вдвое предполагает существование гетерозиготных
экзонных делеций. Кроме того, в пяти образцах
выявлена потеря гетерозиготности, что указывает
на гомозиготную экзонную делецию и на высокую
эффективность идентификации LGR с помощью
NGTS, поскольку патогенный gLGR ведет себя,
как и любой патогенный вариант BRCA. Следует
отметить, что для получения столь хороших ре-
зультатов необходима точная оценка качества об-
разцов ДНК.

NGS BRCA-кодирующих локусов широко ис-
пользуется в клинической практике. Этот метод
стал обычным средством молекулярного анализа
при определении стратегии персонализирован-
ной терапии рака яичников и молочной железы
[19, 20]. Около двух третей патогенных вариантов

BRCA, выявляемых при раке яичников, относятся
к наследственным. В одной трети случаев пато-
генные варианты встречаются исключительно в
опухолевой ткани [21, 22]. Как следствие, сравне-
ние соматических и наследственных изменений
структуры tBRCA, выявляемых методом NGS в об-
разцах, полученных при диагностической биопсии
или на ранних стадиях опухолевого процесса, или
при циторедуктивной хирургии и в образцах нор-
мальной ткани приобретает диагностическое зна-
чение. Однако LGR в BRCA, даже если они со-
ставляют значительную долю от общего количества
патогенных вариантов в образцах опухоли, редко
учитываются из-за несовершенства методики.

Все протоколы определения LGR с помощью
NGS основаны на использовании глубины по-
крытия, критерия, действительно важного для
определения LGR [12, 23]. Секвенирование на ос-
нове NGS–CNV имеет ряд преимуществ перед
секвенированием по Сэнгеру и MLPA. Наиболее
очевидно, что для полного скрининга генов BRCA
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необходим один метод, который позволит анали-
зировать одновременно однонуклеотидные поли-
морфизмы/инсерции, делеции и CNV. В течение
последних 15 лет золотым стандартом идентифи-
кации всех клинически значимых патогенных ва-
риантов BRCA считалось секвенирование по Сэн-
геру и MLPA [24]. Однако эти дорогостоящие, по-
шаговые и трудоемкие технологии постепенно
были заменены NGS, методом, имеющим более
высокую пропускную способность и масштаби-
руемость, более короткое время проведения ана-
лиза, а также более дешевым в пересчете на обра-
зец. Также стоит упомянуть, что NGS требует
меньшего количества ДНК (30–50 нг), чем секве-
нирование по Сэнгеру или MLPA. Более того,
определение LGR с использованием прочтений,
полученных с помощью NGS, позволяет избе-
жать ложноположительных результатов из-за му-
таций в сайте гибридизации праймеров MLPA
[23]. Даже в том случае, когда мутации и/или по-
лиморфизмы приводят к ошибкам при отжиге
праймеров, потенциально вызывая изменения по-
крытия конкретного ампликона, маловероятно,
что весь экзон будет покрыт одним ампликоном
NGS, минимизируя таким образом эффекты по-
лиморфизма нуклеотидов на уровне экзона, и спо-
собствуя сохранению точности обнаружения CNV
[11, 12].

Для анализа структуры BRCA и обнаружения
CNV стратегия NGS с использованием метода це-
левого обогащения превосходит NGS на основе
мультиплексной ПЦР, при которой возможно
выпадение ампликонов, что создает недостаточное
покрытие области и приводит к отсутствию гомо-
генности нормированного покрытия в целевых ре-
гионах. Таким образом, использование стратегии
мультиплексной ПЦР, которая способна охватить
целевые области с помощью максимального коли-
чества ампликонов, имеет первостепенное значе-
ние. Набор Devyser, используемый в этом исследо-
вании, охватывает 188 ампликонов со средней дли-
ной прочтения 196 п.н. (диапазон от 120 до 278 п.н.).
Более того, он создает библиотеки секвенирова-
ния полных генов BRCA в одной пробирке, обес-
печивая полное перекрывание ампликонов в
каждой таргетной области [24]. Оценка определе-
ния LGR BRCA с помощью набора Devyser пока-
зала лишь немного более низкую точность в случае
ампликонов экзона 2 BRCA1, что свидетельствует о
наличии сложной области и, следовательно, о
склонности к ложноположительным результатам
определения CNV [25].

Основанное на NGS определение CNV позво-
ляет точно анализировать аллели в герминаль-
ных/диплоидных клетках, но имеет ограничения
при анализе гетерогенных соматических образцов.
Связанная с этим биоинформатическая проблема
остается открытой. Фактически, контаминация
нормальными клетками, плоидность опухолевых

клеток и гетерогенность опухоли искажают взаи-
мосвязь между количеством прочтений и наличием
CNV. Не все прочтения, сопоставленные с опреде-
ленной областью, относятся к опухолевым клет-
кам. В результате количества прочтений могут не
коррелировать с наличием CNV в опухоли, что за-
трудняет определение CNV и приводит к ложно-
положительным результатам. Однако, даже если
CNV, обнаруженные в образцах опухоли, действи-
тельно оказываются ложноположительными, то
анализ крови пациентов позволит в дальнейшем ис-
ключить их наследственное происхождение, огра-
ничивая ложное обнаружение только приобретен-
ными перестройками.

Фиксированные формалином и заключенные
в парафин образцы ткани стабильны при комнат-
ной температуре, хорошо хранятся и пригодны
для создания больших коллекций образцов. Из-за
этого фиксация формалином и заключение в па-
рафин является стандартным методом получения
образца ткани, который в дальнейшем можно ис-
пользовать в молекулярных тестах.

Однако в таких образцах образуются белок-бел-
ковые и белково-нуклеиновые сшивки [26, 27], что
связано с фиксацией формалином и заключением
в парафин [28]. Секвенирование и последующий
анализ ДНК, выделенной из заключенных в пара-
фин образцов, представляет серьезную задачу. В
этой связи в лабораториях должны независимо те-
стировать различные протоколы выделения и ам-
плификации ДНК и выбирать метод, наиболее
подходящий для данной лаборатории.

Замороженные образцы трудно собирать и
транспортировать, дорого хранить. Однако та-
кие образцы содержат минимально поврежден-
ную ДНК, что позволяет получать препараты, со-
поставимые по качеству с ДНК, выделенной из
крови, что исключено при использовании фикси-
рованных формалином образцов. В ДНК, выде-
ленных из замороженных образцов, ожидаются
меньшие колебания покрытия таргетной после-
довательности, что снижает количество ложно-
положительных результатов. Исходя из этого, мы
предпочитали использовать замороженные об-
разцы для анализа структуры генов. Идентифика-
ция LGR BRCA методом NGTS в замороженном
опухолевом материале остается сложной задачей,
однако мы смогли показать возможность ее
решения. Учитывая полученные нами результаты
и постоянное совершенствование технологии се-
квенирования и биоинформатических инстру-
ментов, мы подчеркиваем, что NGTS можно рас-
сматривать как эффективную стратегию обнару-
жения всех патогенных вариантов BRCA. По-
видимому, NGTS может стать предпочтительным
методом обнаружения как соматических, так и на-
следственных патогенных вариантов BRCA, вклю-
чая gLGR.
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DETECTING GERMLINE REARRANGEMENTS OF BRCA1
BY NEXT GENERATION TUMOR SEQUENCING
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A majority of BRCA1/2 (BRCA) pathogenic variants (PVs) are single nucleotide substitutions or small inser-
tions/deletions. Copy number variations (CNVs), also known as large genomic rearrangements (LGRs), have
been identified in BRCA genes. LGRs detection is a mandatory analysis in hereditary breast and ovarian can-
cer families, if no predisposing PVs are found by sequencing. Next generation sequencing (NGS) may be used
to detect structural variation, since quantitative analysis of sequencing reads, when coupled with appropriate
bioinformatics tools, is capable of estimating and predicting germline LGRs (gLGRs). However, applying this
approach to tumor tissue is challenging, and the pipelines for determination of CNV are yet to be optimized.
The aim of this study was to validate the Next Generation Sequencing (NGS) technology to detect various
gLGRs of BRCA1 locus in surgical tumor tissue samples. In this study, seven different BRCA1 gLGRs, previ-
ously found in high-grade serous ovarian cancers (HGSOC), were detected in tumor samples collected from
the patients at a time of HGSOC surgery. This study demonstrated that NGS approach can accurately detect
BRCA1 gLGRs in primary tumors, suggesting that evaluation of gLGR in BRCA1 locus should be performed
in cases when the screening for BRCA alterations starts from tumor instead of blood. NGS sequencing of tu-
mor samples may become the preferred method to detect both somatic and germline gLGRs in BRCA-en-
coding loci.

Keywords: BRCA1/2 genes, NGS sequencing of tumor DNA, large genomic rearrangements, high grade se-
rous ovarian cancer, copy number variations
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