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Expanding the CFTR mutation spectrum in Chilean patients with cystic fibrosis

Introduction: Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease and affects 1 in 8000-9000
newborns in Chile. More than 1,800 different mutations have been identified in CFTR gene. The avai-
lable molecular diagnosis analyzes the 36 most frequent mutations in Caucasian population, with an
overall detection rate of 80-85%, but with a much lower detection rate in Chilean patients of 42%. To
analyze which other mutations are present in Chilean patients, we conducted an extensive analysis by
direct DNA sequencing of coding sequences of the CFTR gene. Methods: Forty eight Chilean patients
with clinical diagnosis of CF and one mutated allele in the CFTR gene identified, were studied by
direct sequence analysis of exons 6, 7, 14, 19 and 20 of the CFTR gene. Results: We found 3 different
mutations in 14 cases that had not been previously identified in Chilean patients. Four patients have
a deletion of two nucleotides (c.2462_2463delGT/p.Ser821ArgfsX4) in exon 14, which is predicted to
cause a frameshift and a premature stop codon. Eight patients have ¢.3196C>T mutation in the exon 20
and 2 cases has ¢.3039delC mutation in the exon 19. Both mutations had been previously described in
other populations. Discussion: The identification of these mutations has notably increased the detection
rate in our patients. Adapting the molecular diagnosis method by including these three mutations should
increase the CF detection rate in Chilean patients. This analysis will improve CF diagnosis and allow
an adequate genetic counseling to the families.
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Resumen

Introduccion: La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad con herencia autosémica recesiva, que
presenta una incidencia de 1 en 8.000 a 9.000 recién nacidos en Chile. A la fecha se han descrito mas
de 1.800 mutaciones diferentes en el gen CFTR. EIl diagndstico molecular disponible consiste en el
analisis de las 36 mutaciones presentes con mayor frecuencia en poblacion caucésica, donde se des-
cribe una tasa de deteccion de un 85%. Sin embargo, en Chile el rendimiento corresponde a un 42%.
Por esta razon, hemos iniciado un analisis sistematico en la region codificante del gen CFTR con el fin
de identificar los restantes alelos en pacientes chilenos con FQ. Métodos: Andlisis por secuenciacion
de los exones 6,7,14,19 y 20, en 48 pacientes chilenos del Programa Nacional de FQ. Se incluyeron
pacientes con criterios clinicos y de laboratorio de FQ, y con sélo una mutacion identificada en el
panel de 36 mutaciones. Resultados: Se identificaron 3 mutaciones diferentes que no se analizan en el
panel de diagnostico molecular y que no habian sido reportadas en pacientes chilenos, totalizando 14
casos. Cuatro casos corresponden a una nueva mutacion en el exén 14, que produce un corrimiento
en el marco de lectura y un codoén de término prematuro (c.2462_2463delGT/p.Ser821ArgfsX4). Ocho
casos presentan la mutacion ¢.3196C>T en el exdn 20, mientras que en 2 casos se encontrd la mutacion
€.3039delC en el exén 19. Ambas mutaciones han sido descritas previamente en otras poblaciones.
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Discusién: La identificacion de estas mutaciones ha incrementado notablemente la tasa de deteccion
obtenida en nuestros pacientes. Esto crea la necesidad de adaptar el analisis molecular inicial en
pacientes chilenos con FQ, redundando en un diagndstico de certeza en gran parte de los casos y
permitiendo un adecuado asesoramiento genético para las familias.
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Introduccion

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad
con herencia autosémica recesiva, que presenta
una incidencia de 1 en 8.000 a 9.000 recién na-
cidos en Chile! y se caracteriza principalmente
por infecciones pulmonares recurrentes, insufi-
ciencia pancreatica y test de sudor alterado. La
FQ es causada por mutaciones en el gen CFTR
que tiene un tamafio de 250 kilobases (kb) orga-
nizado en 27 exones. A la fecha, se han descrito
mas de 1.800 mutaciones distintas a lo largo de
todo el gen?, donde la mutacién p.Phe508del es
la mas prevalente a nivel mundial. El diagnésti-
co molecular actualmente disponible en nuestro
pais consiste en el andlisis de las 36 mutaciones
mas frecuentes en poblacion caucésica, que tiene
una tasa de deteccion de alrededor de un 90% en
caucasicos®, pero sélo un 42% en la poblacion
chilena*. Esta baja sensibilidad sugiere que en
nuestra poblacién predominan mutaciones ya
descritas pero que no estan incluidas en el panel,
0 bien existen mutaciones “locales” no descritas
previamente. Por esta razén, hemos iniciado un
analisis sistematico en la region codificante del
gen CFTR, con el fin de identificar los restantes
alelos en pacientes chilenos con FQ.

Métodos

Seleccion de pacientes

Cuarenta y ocho pacientes pertenecientes al
programa nacional de Fibrosis Quistica (PNFQ)
con diagnostico clinico de la enfermedad, test de
sudor alterado y una mutacion identificada con
el panel de 36 mutaciones, fueron incluidos en
el estudio. Los pacientes del PNFQ firmaron un
consentimiento informado, en el cual autorizan
el andlisis y el almacenaje de su muestra para el
analisis en busqueda de mutaciones en CFTR.
Las mutaciones identificadas por secuenciacion
se evaluaron luego en 42 pacientes del PNFQ
con test de sudor alterado, pero sin mutaciones
detectadas con el panel de 36 mutaciones.

Preparacion de ADN
El ADN genomico fue preparado de linfo-
citos de sangre periférica utilizando el ensayo
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AxyPrep™ Blood Genomic DNA Miniprep de
Axygen Biosciences (Union City, California).

Amplificacion y secuenciacion

Los exones 6, 7, 14, 19 y 20 fueron ampli-
ficados mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando oligonucle6tidos
especificos y complementarios a los bordes de
cada exén (Tabla 1). EI tamafio de los productos
de PCR fue confirmado mediante electroforesis
en geles de agarosa, purificados y secuenciados
en Macrogen Inc. (Seoul, Corea). El andlisis de
secuencias fue realizado con el programa SeqS-
cape® (Applied Biosystems).

Analisis de las mutaciones identificadas

El producto de PCR de un paciente con la mu-
tacion ¢.2462_2463delGT fue ligado en el vector
PGEM®-T easy de Promega (Madison, USA) y
luego se transformaron células competentes, seguin
instrucciones incluidas en el ensayo. Las colonias
positivas fueron secuenciadas con el oligonucleo-
tido CFTR_13R en Macrogen Inc (Seoul, Corea).

La confirmacién de la mutacion ¢.2462_2463
delGT se realiz6 mediante una PCR utilizando los
oligonucleétidos CFTR_13F Hphl y CFTR_13R
Hphl (Tabla 1) seguido de digestion enzimatica
con la enzima Hphl de New England BioLabs
(Ipswich, Massachusetts, USA) y visualizacién
en geles de agarosa al 3% en tampon TBE.

La mutacién ¢.3196C>T fue confirmada me-
diante una PCR utilizando los oligonucleétidos
CFTR_20F y CFTR_20R Tagl (Tabla 1) seguido
de digestion enzimatica con la enzima Tagl de
Fermentas (Burlington, Canadd) y visualizacion
en geles de agarosa al 3% en tampon TBE.

Resultados

Secuenciacion de ADN

En cuatro pacientes en los que previamente
se habia detectado un alelo con la mutacién
p.Phe508del, se identificd una mutacion denomi-
nada ¢.2462_2463delGT en el dominio regulato-
rio de la proteina CFTR (ex6n 14). Esta mutacion
se caracteriza por la delecién de dos nucle6tidos
GT lo que provoca un corrimiento en el marco de
lectura y genera un coddn de término prematuro
(p.Ser821ArgfsX4) (Figura 1).
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para secuenciacion y andlisis de las mutaciones

Exén Oligonucleotidos Secuencia
6 CFTR_6F 5-TAGGTTATCAATTTTTGCGAAGTGTTTGATCATATAAGCTCC-3’
CFTR_6R 5’-CAGTCCTGGTTTTACTAAAGTGGGC-3’
7 CFTR_7F 5-CTATTTGAGATTCTTTAGATAATAAAATAATGCCCATCTG-3’
CFTR_7R 5’-CAGTCCTGGTTTTACTAAAGTGGGC-3’
14 CFTR_14F 5’-CAAAATGCTAAAATACGAGACATATTGC-3’
CFTR_14R 5-GAGTTTTAAGATACACCTTATCCTAATCC-3’
CFTR_14F Hphl 5’-CAAGAAACTGGCTTGGAAATAGG-3’
CFTR_14R Hphl 5-CTCAATTGCATTCTGTGGGATG-3’
19 CFTR_19F 5-AGTTTGAGGTGTTTAAAGTATGC-3’
CFTR_19R 5’-TAAAGAATCTCAAATAGCTCTTATAGC-3’
20 CFTR_20F 5-GAAATTACATTTTGTGTTTATGTTATTTGC-3’
CFTR_20F 5’-CAAAAATTGATAACCTATAGAATGCAGC-3’
CFTR_20R Tagl 5’-AAAGTAAGGCTGCCGTCCGAAGGCTC-3’

B AGT-GAA-GAA-ATT-AAC
Ser Glu Glu lle Asn
821 822 823 824 825

AGA-AGA-AAT-TAA-C
Arg Arg Asn Stop
821 822 823 824

Figura 1. A) Resultado de secuenciacion del exon 14 de CFTR. El electroferograma superior describe una mutacion
heterocigota para ¢.2462_2463delGT (p.Ser821ArgfsX4) en un paciente. Se produce superposicion de los picos a partir
del lugar donde ocurre la delecion (flecha). Este resultado fue obtenido al secuenciar con el oligonucleétido CFTR_14R.
El electroferograma inferior corresponde a la secuencia del alelo normal (izquierda) y con la mutacion (derecha) de un
paciente. Los alelos fueron separados por clonamiento en el vector pPGEM®-T Easy. Los nucleétidos deletados estan des-
tacados con una linea negra inferior. B) Esquema que ilustra el efecto de la delecion c.2462_2463delGT (gris) en el exdn
821. Se produce un corrimiento del marco de lectura y un codon de término prematuro. La secuencia normal corresponde
al esquema superior y la mutada al esquema inferior. C) Confirmacion de la mutacion en los demas pacientes mediante
una PCR y digestion con la enzima Hphl. La secuencia normal es reconocida por la enzima y produce fragmentos de 66 y
34 pb, mientras que la secuencia mutante no es cortada y presenta el tamafio del amplicén original (100 pb). Carriles 1 a 4
corresponden a pacientes con la mutacion en estado heterocigoto. Carril 5 representa a un paciente sin la mutacién (WT).
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En el exén 20, fue encontrada la mutacion
€.3196C>T en 8 pacientes. Esta mutacion pro-
voca el cambio del aminoéacido Arginina por
Cisteina (p.Arg1066Cys) en la proteina CFTR.

Por altimo, en dos casos se identificé la mu-
tacion ¢.3039delC en el ex6n 19 de CFTR. Esta
mutacion provoca la delecion del nucleétido de
citosina generando un corrimiento en el marco
de lectura y un codon de término prematuro
(p.Tyr1014ThrfsX9).

Confirmacion de las mutaciones

Se realiz6 la separacién del alelo con la mu-
tacion ¢.2462_2463delGT y del alelo normal
mediante ligacion en el vector de clonacién
pGEM®-T Easy. Posteriormente, se realiz6 la
transformacion de células competentes y se se-
leccionaron las colonias positivas. Diez de estas
colonias fueron sometidas a una PCR y luego
fueron secuenciadas. El anélisis de las secuencias
permite determinar con precision los nucle6tidos
deletados (Figura 1A). Los cuatro pacientes con
la mutacion c.2462_2463delGT, fueron confir-
mados mediante una reaccién de PCR seguida
de digestion con la enzima Hphl (Figura 1C).
Ademas, se estudiaron a los padres de uno de
los pacientes, siendo uno de ellos portador de la
mutacion p.Phe508del y el otro portador de la
nueva mutacion. Estos resultados confirman que
ambas mutaciones se encuentran en cromosomas
diferentes (trans) en el paciente afectado con FQ.
Adicionalmente, se analizaron 42 pacientes con
diagnostico clinico de FQ, pero sin ninguna mu-
tacion previamente identificada en el ensayo de
36 mutaciones. En este analisis no encontramos
nuevos pacientes con esta mutacién (dato no
mostrado).

Los 8 pacientes con la mutacion ¢.3196C>T
fueron confirmados por PCR y digestion con
la enzima Tagl. Al igual que la mutacion
€.2462_2463delGT, se realizo este andlisis en los
42 pacientes con diagnostico clinico de FQ pero
sin hallazgos en el panel de 36 mutaciones. En
este analisis no encontramos nuevos pacientes
con esta mutacién (dato no mostrado).

Discusién

La identificacién de estas mutaciones en
nuestro grupo de pacientes es un aporte en la
caracterizacion genética de la enfermedad en
Chile. En este anélisis se inici6 secuenciando
algunos exones, que fueron seleccionados por
la gran proporcion de mutaciones que han sido
reportados en ellos?. Se decidi6 estudiar pacien-
tes que tenian una clinica compatible con FQ, un
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test de sudor alterado y ya se habia detectado una
mutacion con el panel de 36 mutaciones, debido
a que en ese grupo existe una mayor posibilidad
de encontrar el alelo restante®. Este hecho fue
reafirmado, ya que al buscar en forma dirigida
estas mutaciones en 42 individuos en quienes el
panel de 36 mutaciones fue negativo.

La mutacion en el exdn 14 denominada
€.2462_2463delGT/p.Ser821ArgfsX4, fue tam-
bién recientemente identificada por un grupo de
investigadores en Colombia?. Aunque aun no dis-
ponemos de estudios funcionales, esta mutacion
es altamente probable que sea patogénica ya que
produce un corrimiento en el marco de lectura, y
adicionalmente un codon de término prematuro,
determinando una proteina truncada. Ademas, en
uno de los pacientes se estudiaron ambos padres,
determinandose que la mutacidn se encontraba en
trans respecto al otro alelo.

La mutacion ¢.3039delC en el exdn 19 (no-
menclatura antigua: 3171delC), ha sido reporta-
da previamente en un paciente heterocigoto en
Brasil® y en un paciente heterocigoto en una po-
blacion de origen hispanico en Estados Unidos’.
Esta mutacion también genera un desplazamiento
del marco de lectura y un codén de término an-
ticipado.

La mutacion ¢.3196C>T del exdén 20 también
ha sido reportada en pacientes de origen hispa-
nico?89,

El hallazgo de las primeras dos mutaciones
sefialadas arriba apoya la hipdtesis de mutaciones
propias de Latinoamérica que seria importante
verificar en otras poblaciones de nuestro conti-
nente.

Tomando en cuenta un total de 578 alelos (289
pacientes) analizados a la fecha, se ha podido
detectar una mutacion patogénica en 257 alelos
de ellos, por lo que la tasa de deteccion alcanza-
da es de un 44,5%. De hecho, hasta el momento
estas 3 nuevas mutaciones pasan a ocupar el lu-
gar 5 (c.3196C>T), 8 (c.2462_2463delGT) y 11
(c.3039delC) en frecuencia en pacientes chilenos.
Considerando que con el actual panel molecular
existe un bajo nivel de deteccion de los alelos
causantes de FQ en Chile, se genera la necesidad
de adaptar el protocolo utilizado a nuestra reali-
dad local y regional. Las perspectivas a futuro
es lograr secuenciar el resto de los 27 exones
del gen CFTR en los pacientes del PNFQ. De
esta manera se podra alcanzar un mayor indice
diagnostico sobre todo en los casos en que es
dificil confirmar o descartar la enfermedad, per-
mitiendo establecer tempranamente las medidas
terapéuticas necesarias, y entregar un adecuado
asesoramiento genético para las familias.
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