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ABSTRACT
CFTR gene sequencing in a group of Chilean patients with cystic fibrosis

Introduction: Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disorder caused by mutations of the
CFTR gene, in which over 1,900 different mutations have been identified. In Chile, the diagnosis panel with
the 36 most common mutations detects approximately 50% of all alleles, while for Caucasians, it is nearly
90%. The objective of this study is to expand the capacity of mutational screening in Chilean patients and look
for recurrent mutations at the national level. Method: The detection of unknown pathogenic alleles was as-
sessed by CFTR gene sequencing in a selected group of patients from the National Cystic Fibrosis Foundation
(NCFF). 39 patients, who met the CF diagnostic criteria and had only one allele identified according to the
mutational panel, were studied. Massive sequencing was performed throughout the investigation and the main
CFTR databases were used for analysis. Results: The second pathogenic allele was identified in 16 of 39 pa-
tients of this study (41%), finding eleven different mutations that had not been reported in our population. We
believe that the reason is that one of the variants had not been previously described. Conclusions: Mutations
that had been described mainly in Hispanic and/or Mediterranean populations were identified. We found a
variation that had not been previously reported, but not enough recurrent mutations that could explain the low
rate of detection were found. Knowledge about mutations can provide appropriate genetic counseling and will
be critical to evaluate the potential use of new targeted therapies for treating them.
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RESUMEN

Introduccién: La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno autosémico recesivo causado por mutaciones en el
gen CFTR, en el cual se han identificado mas de 1.900 mutaciones diferentes. En Chile, el panel diagnostico
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con las 36 mutaciones mas comunes permite una tasa de deteccion cercana al 50% de los alelos, mientras
que en caucasicos la tasa es casi de 90%. El objetivo fue ampliar la capacidad de deteccion mutacional en los
pacientes chilenos y buscar mutaciones que pudieran ser recurrentes a nivel local. Pacientes y Método: Se
evaluo la deteccion de alelos patogénicos desconocidos mediante la secuenciacion del gen CFTR en un grupo
seleccionado de pacientes del Programa Nacional de FQ (PNFQ). Se analizaron 39 pacientes, que cumplian
los criterios diagnosticos de FQ y que tenian solo un alelo identificado con el panel mutacional. Se realizo
secuenciacion masiva y para el analisis se utilizaron las principales bases de datos de CFTR. Resultados: En
este grupo seleccionado de pacientes se identifico el segundo alelo patogénico en 16 de los 39 pacientes (41%),
encontrandose once diferentes mutaciones que no se habian reportado en nuestra poblacion. Segiin nuestro
conocimiento, una de las variantes no habia sido descrita previamente. Conclusiones: Se identificaron muta-
ciones que habian sido descritas principalmente en poblaciones hispanicas y/o mediterraneas. Encontramos
una variante no reportada, aunque no encontramos mutaciones lo suficientemente recurrentes que pudieran ex-
plicar la baja tasa de deteccion. El conocimiento de las mutaciones permite otorgar un adecuado asesoramiento
genético y sera fundamental para evaluar el potencial uso de nuevas terapias especificas para las mutaciones.
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Introduccion

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enferme-
dad multisistémica de herencia autosémica
recesiva, con un incidencia de 1 en 2.000 a 1
en 3.000 nacimientos'. En Chile, se estima que
afecta a alrededor de 1 en 8.000 nacidos vi-
vos>3,

El diagnostico incluye al menos una carac-
teristica clinica tipica (enfermedad sinopulmo-
nar cronica, insuficiencia pancreatica, azoos-
permia obstructiva, sindrome perdedor de sal)
mas la evidencia de disfuncion del canal de
cloro CFTR (Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) demostrada a través de
la deteccion de una elevada concentracion de
cloro en el sudor en 2 oportunidades, o una di-
ferencia de potencial nasal transepitelial (NPD)
caracteristico de FQ o la deteccion de dos mu-
taciones en el gen CFTR causantes de FQ'.

Hasta la fecha, mas de 1.900 mutaciones
diferentes han sido identificadas en el gen
CFTR®, con frecuencias muy variables entre
las distintas poblaciones. La p.F508 del (o de-
lecion del aminoacido fenilalanina en la posi-
cion 508 del polipéptido) es la mutacion mas
comun, con una frecuencia global promedio de
66%, pero con notables diferencias étnicas que
van desde 28% en Asia a un 70% en los Eu-
ropeos del norte®. Otras mutaciones llamadas
“comunes” a nivel mundial, es decir con fre-
cuencias > 1%, incluyen p.G542X, p.G551D,
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p.N1303K y p.W1282X. El resto son relativa-
mente infrecuentes®’, y para muchas de ellas,
su rol patogénico no ha sido demostrado. De-
bido a que la gran mayoria de las mutaciones
no tienen estudios funcionales, surgié el pro-
yecto CFTR2 que ha permitido el analisis de
mas de 130 mutaciones sin informacion fun-
cional previa®.

El panel mutacional para el diagnostico
molecular de FQ, que incluye las 36 mutacio-
nes mas comunes a nivel mundial, tiene una
tasa de deteccion de menos de un 50% de los
alelos en nuestros pacientes’, mientras que en
pacientes caucdsicos con FQ este panel tie-
ne una tasa de deteccion de alrededor de un
90%!"°. Nuestro objetivo fue ampliar la capaci-
dad de deteccion mutacional en los pacientes
chilenos y buscar mutaciones que pudieran ser
recurrentes a nivel local.

Pacientes y Método

Pacientes y aprobaciones éticas

Los pacientes que ingresan al Programa
Nacional de Fibrosis Quistica (PNFQ) cuentan
con un diagnostico clinico de la enfermedad
con test anormal de electrolitos en sudor, se-
gun los criterios vigentes®. En ellos se realiza
un estudio molecular, consistente en un panel
que incluye las 36 mutaciones mas comunes
a nivel mundial. Para este reporte se estudia-
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ron treinta y nueve pacientes no emparentados,
quienes permanecian con una sola mutacion
identificada con el panel de 36 mutaciones.
Los participantes y sus representantes lega-
les autorizaron y firmaron un consentimiento
informado, que consider6 la toma de muestra
para el estudio molecular en busqueda de mu-
taciones en el gen CFTR.

Muestras

Se estudié un grupo seleccionado de pa-
cientes del Programa Nacional de Fibrosis
Quistica (PNFQ) en que faltaba detectar la se-
gunda mutacion patogénica, debido a que esta
reconocido que esta estrategia tiene mas éxito
en encontrar los alelos faltantes''. Mediante
un método de secuenciacidon masiva, se ana-
liz6 toda la secuencia codificante y los bordes
exon-intron del gen CFTR buscando mutacio-
nes ya sea incluidas o no incluidas en el panel.

Se purific6 ADN gendmico desde linfoci-
tos de sangre periférica utilizando el ensayo
AxyPrep™ Blood Genomic DNA Miniprep de
Axygen Biosciences (Union City, California,
EEUU).

Analisis molecular

Se prepararon las muestras utilizando el kit
CFTR MASTR Assay v1.0 (Multiplicon N.V.,
Bélgica). El disefio experimental correspon-
di¢ a la realizacion de dos PCR multiplex para
cada paciente, generandose 34 amplicones es-
pecificos, que incluian los 27 exones del gen
CFTR, mas los segmentos intronicos adyacen-
tes.

La secuenciacion masiva se realizé con el
sistema de pirosecuenciacion 454 GS Junior
(Roche Diagnostics Corporation, Basilea, Sui-
za)'2. Todos los procedimientos descritos se
realizaron segun las indicaciones de los fabri-
cantes.

El resultado de las secuencias obtenidas
para cada individuo fueron comparadas con
la secuencia consenso de CFTR utilizando
el software GS Amplicon Variant Analyser
v2.5pl (Roche Diagnostics Corporation, Ba-
silea, Suiza) (figura 1). Todas las variantes
detectadas se confirmaron con secuenciacion
capilar (método Sanger) y se contrastaron con
los datos alojadas en las principales bases de
datos de FQ>%13:14,

Figura 1. Deteccion de mutacion ¢.308G>A utilizando el software GS Amplicon Variant Analyzer (v2.5p1) de Roche. En la
parte superior de la figura, la primera fila (en blanco) sefala la secuencia de referencia del genoma_humano (version hgl9)
para un segmento del exon 4 del gen CFTR. Desde la segunda fila hacia abajo corresponde al registro de cada lectura de esta
secuencia que se obtuvo en este paciente. Se puede observar que en la posicion del codon 308 (flecha superior), que segun
la secuencia de referencia corresponde normalmente al nucledtido G (primera fila), en algunas filas se leyd el nucledtido G
(celdas sombreadas) y en otras el nucledtido A (celdas claras). Esto indica que el individuo tiene ambos alelos, es decir, es he-

terocigoto para esta variante.
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Tabla 1. Mutaciones detectadas por secuenciacion masiva en cohorte de 39 pacientes chilenos
con FQ portadores de un alelo desconocido

Mutacion detectada n de Reporte en pacientes con FQ Efecto Denominacién
(nomenclatura actual*) alelos (n° de alelos) antigua
c.1330_1331delAT 3 Argentina (1) Proteina truncada por genera-  1460del AT
cién de codoén de término
c.314T>A 2 Francia (1)? Cambio de aminoéacido 1T05N
Isoleucina por Asparagina
c.4046G>A 2 Italia (7)b<, EEUU (1)¢ Cambio de aminoacido Glici-  G1349D
na por Aspartato
c.148T>C 2 Espafa (2)¢ Cambio de aminoacido Serina  S50P
por Prolina
c.695T>A 1 Espafa (14)*f, EEUU (hispanos) (5)9"  Cambio de aminoacido Valina V232D
Francia (2)?, Brasil (1)! por Aspartato
c.3266G>A 1 Espafa (5)¢, Brasil (2)), EEUU (hispa-  Proteina truncada por genera- \W1089X
nos) (2)¢, Argentina (1)%, Israel (1)’ cion de coddn de término
c.1647T>G 1 Emiratos Arabes Unidos (> 30)™", Cambio de aminoéacido Serina  S549R(T- >G)
Colombia (4)°, Israel (4), Argelia (2)°, por Arginina
Marruecos (2)¢, Reino Unido (2)®,
Portugal (1)°, Espafa (1), Francia (1)°,
Italia (1), Brasil (1)9, Argentina (1)4
c.308G>A 1 No descrita previamente Cambio de aminoacido G103E
Glicina por Glutamato
c.1680-1G>A 1 Espana (1) Alteracion en splicing 1812-1G->A
c.1679+1G>C 1 Francia (2)*Macedonia (1)s, Alteracion en splicing 18114+1G->C
€.490-2A>G 1 Argentina (1)t Alteracion en splicing 622-2A->G

FQ: Fibrosis quistica. *nomenclatura estdndar basada en las recomendaciones de la Human Genome Variation Society (HGVS) (den
Dunnen JT and Antonarakis SE (2000). Hum. Mutat. 15: 7-12) °CFTR Mutation Database, http://www.genet.sickkids.on.ca/Home.html.
®Brancolini V, et al. Hum Genet. 1995 sep; 96 (3): 312-318. “Castaldo G, et al. Ann Hum Genet. 2005 jan; 69 (Pt 1): 15-24. “Beaudet
AL, et al. (1991) In: Tsui L-C, Romeo G, Greger R, Gorini S (eds) The identification of the CF (cystic fibrosis) gene-recent progress and
new research strategies. Plenum Press, New York, London, pp 53-54. ¢Alonso MJ, et al. Ann Hum Genet. 2007 mar; 71 (Pt 2): 194-201.
fCasals T, et al. Hum Genet. 1997 dec; 101 (3): 365-70. 9Schrijver |, et al. J Mol Diagn. 2005 may; 7 (2): 289-99. "Kammesheidt A, et
al. Genet Med. 2006 sep; 8 (9): 557-62. Bernardino AL, et al. Genet Test. 2000; 4 (1): 69-74. Raskin S, et al. Genet Test. 2003 Fall; 7
(3): 213-8. kRamirez AM, et al. Mol Genet Metab. 2006 apr; 87 (4): 370-5. 'Shoshani T, et al. Hum Mol Genet. 1994 apr; 3 (4): 657-8.
"Frossard PM, et al. Eur Respir J. 1999 jan; 13 (1): 100-2. "Frossard PM, et al. Clin Genet 1999: 55: 496-497. °Pérez MM, et al. J Cyst
Fibros. 2007 may; 6 (3): 194-208. PEstivillX, et al. Hum Mutat. 1997; 10 (2): 135-54. 9Kerem E, et al. HumGenet. 1995 aug; 96 (2):
193-7. 'Chillén M, et al. Hum Mut 3: 223-230. *Dujardin G, et al. J Cyst Fibros. 2011 may; 10 (3): 212-6. Oller de Ramirez AM, et al.
Arch Argent Pediatr. 2008 aug; 106 (4): 310-9.

Resultados paciente se corrobord la presencia de la otra

mutacion, previamente demostrada por el pa-

Se analizaron 39 pacientes, que cumplian
los criterios diagnosticos de FQ y que tenian
solo un alelo identificado con el panel muta-
cional. En este grupo seleccionado de pacien-
tes se identifico el segundo alelo patogénico en
16 de los 39 pacientes (41%), encontrandose
once diferentes mutaciones, las cuales no se
habian reportado en nuestra poblacion. Los re-
sultados se encuentran resumidos en la tabla
1. Cuatro de ellas fueron encontradas en mas
de un individuo. Al mismo tiempo, en cada
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nel comercial.

Segin nuestro conocimiento, la variante
¢.308G>A (p.Gly103Glu), no ha sido descrita
previamente en la literatura (figura 1 y tabla 1).

Las mutaciones determinadas se clasifica-
ron en: seis con sentido erroneo (missense),
tres del sitio de corte y empalme (splicing),
una mutacion sin sentido (ronsense); y una de-
lecion de 2 nucledtidos, que altera el marco de
lectura (frameshift) y a la vez que genera un
codon de termino prematuro.

451


http://www.genet.sickkids.on.ca/Home.html

LAY-SON G. y cols.

Adicionalmente, se encontré la varian-
te ¢.3080T>C en un paciente con un alelo
p.F508del. Esta variante se ha reportado como
alelo complejo ya que comunmente se encuen-
tra en cis con la mutacion p.F508del y por si
sola no tendria un rol patogénico®'>2'. Para co-
rroborar que esta variante fue heredada en cis
con la mutacion p.F508del se deberan realizar
estudios en los padres de este paciente.

Discusion

Este estudio comprendié un analisis com-
pleto de la secuencia codificante en un subgru-
po de pacientes chilenos con FQ con sélo una
mutacion identificada. Se logré identificar un
grupo de mutaciones que no estan incluidas en
el panel de las 36 mutaciones mas comunes en
la poblacion mundial. La mayoria de estas mu-
taciones habian sido descritas en poblaciones
con origen hispanico o del Mediterraneo. Esto
es concordante con la observacion de que las
mutaciones mas frecuentes en Chile tendrian
un origen en la poblacion del sur de Europa’.

En este grupo, no encontramos mutaciones
lo suficientemente recurrentes que pudieran
explicar en gran parte la razon de la baja tasa
de deteccion en nuestro pais, siendo probable
que existan muchas mutaciones “privadas”
con baja frecuencia. Es asi como la mutacion
mas frecuente encontrada en nuestro grupo
de estudio, la mutacion c.1330 1331delAT
(p.Ile444X), fue identificada en tres pacientes
diferentes. En el resto de los casos, tres mu-
taciones fueron encontradas en dos pacientes
y ocho fueron detectadas s6lo en un pacien-
te. Las mutaciones estan siendo analizadas en
la cohorte completa de pacientes con FQ que
tienen alelos sin identificar, para establecer su
prevalencia en el total de pacientes del PNFQ.

Es interesante mencionar que la variante
¢.308G>A (p.Gly103Glu), no ha sido descrita
previamente, segun la revision de las distintas
publicaciones y bases de datos de mutaciones
de CFTR. Aunque no disponemos de datos
funcionales, consideramos que es posible-
mente patogénica ya que es una mutacion que,
cambia una glicina por un glutamato en el do-
minio de transmembrana MSD1 de CFTR. Es-
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tudios in vitro nos permitiran corroborar si el
canal con la mutacion es capaz de transportar
iones en forma adecuada.

Basados en la experiencia internacional,
con la estrategia de estudiar la secuencia codi-
ficante completa de CFTR y los segmentos in-
tronicos adyacentes a los exones, esperabamos
acercarnos a un 90% de tasa de deteccion en el
total de alelos*. Sin embargo, la gran propor-
cion de alelos que permanecen no identifica-
dos plantean interrogantes sobre otras razones
de esta baja tasa de deteccion. Un factor a con-
siderar es referente a la certeza del diagnostico
clinico de FQ. Sin embargo, todos los pacien-
tes que participaron de este analisis, al ingreso
al PNFQ fueron seleccionados en base a crite-
rios clinicos y de laboratorio compatible, por
lo que problemas de seleccion de pacientes se
hace menos probable.

Respecto a la metodologia usada, la se-
cuenciacion masiva es una herramienta cada
vez mas accesible y confiable para ya sea para
el estudio de mutaciones puntuales. Actual-
mente, es posible estudiar con fines clinicos
los cambios genéticos que involucren una Uni-
ca base nucleotidica, en el conjunto completo
de exones de un individuo (exoma)?, ¢ incluso
el genoma completo®. Debido a que se gene-
ra una gran cantidad de informacion, el gran
desafio es la interpretacion de la posible rele-
vancia clinica de las variantes detectadas y que
pueden corresponder a nuestra variabilidad
“normal” entre individuos®.

En nuestro estudio, se hizo el analisis
completo de la secuencia codificante del gen
CFTR, no incluyendo regiones regulatorias ni
la totalidad de la region intronica, donde po-
drian encontrarse mutaciones con potencial
patogénico. La secuenciacion tiene limita-
ciones ya que no permite detectar rearreglos
(deleciones y duplicaciones) del gen CFTR
que también son causa de enfermedad, para
ello sera necesario analizar a estos pacientes
con técnicas complementarias como el MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifi-
cation), que detecta rearreglos cromosomicos
de gran tamafo y no detectables por cualquier
tipo de secuenciacion®%,

El anélisis con metodologias complementa-
rias (ej: MLPA) debe ser realizados en nuestros
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pacientes con FQ para poder obtener un diag-
nostico molecular certero. Esta informacion
redundard en un adecuado asesoramiento ge-
nético y en el ultimo tiempo ha cobrado mayor
relevancia, debido al advenimiento de terapias
personalizadas segln el tipo de mutacion. A
principios de 2012, la FDA ya ha aprobado el
uso de un medicamento que es especifico para
la mutacion p.G551D, el cual restaura la fun-
cion proteica disminuyendo la concentracion
de cloruro en el sudor, y mejorando la funcién
pulmonar®’?%, mientras que otros medicamen-
tos estan en ensayos clinicos avanzados®-!.
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