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Prospecto para el médico: ensayo de 139 variantes de
fibrosis quistica

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Pruebas genéticas y fibrosis quistica

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad crénica que afecta a varios sistemas de 6rganos, especialmente a
los sistemas pulmonar y digestivo. Es el trastorno autosémico recesivo potencialmente mortal mas comun en
los Estados Unidos y se produce al heredar una copia defectuosa del gen del receptor de conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) de cada progenitor que contiene mutaciones genéticas'-2. Por lo
general, el diagndstico de las personas con FQ suele realizarse mediante programas de deteccion en recién
nacidos que se confirman con andlisis de cloruro en sudor a la edad de dos anos®. Hasta la fecha, se han
identificado mas de 1900 variantes en el gen CFTR; sin embargo, solo un subconjunto relativamente pequefio
de dichas variantes se ha verificado clinica y funcionalmente y se ha determinado que causan fibrosis quistica®.
Una variante (a veces denominada "mutacién" cuando causa una enfermedad) es un cambio genético que se
identifica como diferente de la secuencia de referencia normal (o "en estado natural") con la que se compara.
Las variantes de CFTR pueden causar enfermedades de diferentes consecuencias clinicas, benignas o de
importancia desconocida. Las que tienen consecuencias clinicas variables pueden causar FQ solo en
determinadas circunstancias, o estar asociadas a afecciones relacionadas con la FQ.

¢,Cual es la esperanza de vida de los pacientes con fibrosis quistica en los
Estados Unidos?

La duracién y la calidad de vida de una persona con FQ depende en gran medida de muchos y diversos
factores, entre los que se incluye la gravedad de la enfermedad y el momento en el que se inicia el tratamiento.
Es importante tener en cuenta que no todas las mutaciones de CFTR dan lugar a una enfermedad grave.
Muchas personas padecen un caso leve de FQ, mientras que otras pueden presentar casos moderados o
graves. Los datos del registro de pacientes de la Fundacién para la fibrosis, que realiza un seguimiento de las
estadisticas sanitarias de los pacientes tratados en centros de atencién acreditados por esta, indican que mas
del 47 % de las personas con FQ en EE. UU. tienen 18 anos o mas y que la mediana de la supervivencia global
actual es de 38,3 afios®.

Epidemiologia de la fibrosis quistica

La FQ es uno de los trastornos genéticos autosémicos recesivos mas comunes.® . Tiene una incidencia
estimada de uno entre 2000 a 4000 nacidos vivos y una prevalencia de aproximadamente 30 000 personas en la
poblacién estadounidense®. La FQ se da en diferentes etnias y razas con distintas frecuencias: uno de cada
3000 blancos, uno de cada 9200 estadounidenses de origen hispano, uno de cada 10 900 indios
estadounidenses, uno de cada 15 000 estadounidenses de raza negra 'y uno de cada 31 000 estadounidenses de
raza oriental®°.

Pruebas genéticas y deteccidn de portadores de fibrosis quistica

Se pueden utilizar pruebas de los portadores para determinar si una persona tiene una variante genética en su
gen CFTR. Las pruebas se limitan a aquellas variantes que se sabe que causan enfermedades. Si ambos

progenitores tienen una variante que causa la enfermedad, el hijo tiene una posibilidad entre cuatro de heredar
ambos genes y de desarrollar, de esa manera, la enfermedad. Las tasas de deteccion de portadores dependen
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de larazay el origen étnico de la persona, ya que muchas mutaciones se observan Ginicamente en
determinados grupos étnicos. Mas de 10 millones de estadounidenses son portadores de una mutacion del gen
de FQ. En la Tabla 1 se proporcionan los calculos actuales de frecuencia de portadores de la mutacién de CFTR
por origen étnico en los EE. UU. basados en una cohorte de 364 890 individuos sometidos a pruebas para
determinar portadores sin antecedentes familiares de fibrosis quistica.

Tabla1 Frecuencia general de portadores de mutacion de fibrosis quistica en distintos grupos étnicos de EE. uu.'°

Grupo étnico Frecuencia de portadores observada
Afroamericano 1 de 84
Judio asquenazi 1 de 29
Asiatica 1 de 242
Blanco 1 de 28
Hispano 1 de 59
Judio 1 de 32
De Oriente Medio 1 de 91
Nativo americano 1de70
Sudasiatico 1 de 118
Otro origen étnico 1 de 111
Otro origen étnico: > 1 origen étnico 1de 34
Otro origen étnico: mitad afroamericano 1 de 56
Otro origen étnico: mitad caucasico 1 de 32
Otro origen étnico: mitad hispano 1 de 51
No se indica 1 de 37
Todos los individuos 1 de 38

Paneles de pruebas genéticas

Las pruebas FQ para mutaciones genéticas pueden variar mucho entre los diferentes laboratorios y dependen
en gran medida de las pruebas utilizadas en estos. Algunos paneles limitan su cobertura a la recomendaciéon de
23 variantes panétnicas de FQ del American College of Medical Genetics (ACMG, colegio estadounidense de
genética médica)'! de 2004 y el American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG, colegio
estadounidense de obstetras y ginecélogos)'? de 2011, mientras que otros incluyen variantes comunes y otras
menos frecuentes que se encuentran en poblaciones de mayor diversidad étnica®5-10:13,

Las variantes incluidas en el panel recomendado por el ACMG originalmente se seleccionaron en funcién de su
prevalencia en la poblaciéon general de EE. UU. y su asociaciéon conocida con la enfermedad de moderada a
grave.

La validez clinica de estas variantes incluidas en el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica se basé en la
informacién recopilada y publicada por el proyecto CFTR2'415, El proyecto CFTR2 est4 vinculado a la base de
datos original de mutaciones de fibrosis quistica (denominada ahora CFTR1), que recopila para la comunidad
internacional de investigacion de la FQ las identificadas variantes en el gen CFTR. El proyecto CFTR2 es una
colaboracién internacional entre investigadores de la fibrosis quistica, médicos y registros que colaboran para
clasificar todas las variantes encontradas en una base de datos de 39 696 pacientes con FQ en funcién del
estado causante de la enfermedad: causantes de la enfermedad, mutaciones de consecuencias clinicas
variables (MVCC) o mutaciones de importancia desconocida y que no causan FQ (es decir, benignas o
neutras)'#15, La clasificacién de estas variantes se basa en datos clinicos (esto es, en los niveles de cloruro de
sodio, en la funcién pulmonar y en la funcién pancreética), en estudios funcionales in vitro (esto es, sintesis de
proteinas del CFTR, maduracion, expresién, funcién y conductancia de cloruro) y en estudios de penetrancia.
(utilizando padres aparentemente sanos y fértiles de pacientes con FQ para estudiar cualquier variante de CFTR
que ocurra en el alelo que no se transmite a sus hijos afectados)'#. A partir de septiembre de 2013, el proyecto
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CFTR2 ha identificado mas de 160 variantes que aparecen con una frecuencia de > 0,01 % en personas con FQ,
de las que 134 variantes Unicas (basadas en cambios a nivel de nucleétido y correspondientes a 129 variantes
de la base de datos de CFTR2) han sido clasificados como causantes de FQ'4:15,

Caracteristicas del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica

El andlisis con el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica se realiza en el ADN extraido de una muestra de
sangre completa. El ensayo realiza pruebas de lo siguiente: 134 variantes que provocan la FQ, una variante de

panel recomendada por la institucién estadounidense de genética médica (ACMG) (R117H, clasificada como
mutacion de consecuencia clinica variable [MVCC] segin CFTR2), una variante de modificacion descrita de
forma secundaria (Poly-TG/Poly-T) y tres variantes benignas descritas de forma secundaria (1506V, 1507V y

F508C)'® para un total de 139 variantes descritas.

Las 134 variantes que causan la FQ corresponden a 129 variantes que causan la FQ de la base de datos del
CFTR2. La base de datos del CFTR2 incluye cinco variantes que causan la FQ que pueden sufrir el mismo

cambio en el nivel proteico a partir de dos cambios de nucleétidos diferentes como, por ejemplo, S466X(C>A) y

S$466X(C>Q). Estas cinco variantes se enumeran de acuerdo con el codén de aminoacidos de la base de datos
del CFTR2 (por ejemplo, S466X), mientras que el ensayo especifica cada una de las variantes como, por

ejemplo, S466X(C>A) y S466X(C>G). En la Tabla 2 se puede consultar la lista de 139 variantes descritas en el
ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica.

Tabla 2 Resumen de variantes del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica

[Listadas por el orden de coordenadas gendmicas; Negrita = ACMG-23; Cursiva = Se comunica condicionalmente;
" = Validado con muestras sintéticas]

*x

M1V T3381” Q552X 3121-1G>A™
CFTR dele2,3 1154insTC R553X 3272-26A>G
Q39X” S341P” A559T L1065P"

E60X R347H R560T R1066C

P67L R347P R560K™ R1066H

R75X R352Q 1811+1.6kb ASG™ L1077P”

G85E 1213delT” 1812-1 G>A W1089X
394delTT 1248+1G>A" E585X" Y1092X(C>A)
405+1 G>A" 1259insA” 1898+1G>A Y1092X(C>G)”
406-1G>A W401X (c.1202G>A)" 1898+3A>G ™ M1101K

E92X W401X (c.1203G>A)” 2143delT E1104X”

E92K” 1341+1G>A" R709X R1158X

Q98X” Poli-TG/Poli-T K710X R1162X
457TAT>G™ 1461ins4” 2183delAA>G 3659delC
D110H A455E 2184insA $1196X

R117C 1525-1G>A" 2184delA W1204X (c.3611G>A)”
R117H S466X (C>A)” 2307insA W1204X (c.3612G>A) "
Y122X S466X(C>G) L732X" 3791delC
574delA” L467P" 2347delG” 3849+10kbC>T
621+1G>T 1548delG' R764X G1244E”
663delT S489X” 2585delT” 3876delA
G178R S492F” E822X~ S1251N
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711+1G>T Q493X 2622+1G>A" 3905insT
711+3A>G™ 1507del E831X” w1282X
71145 G>A” F508del W846X 4005+1G>A"
712-1 G>T 1677delTA R851X” N1303K
H199Y" V520F 2711delT” 4016insT"~
P205S Q525X"t 2789+5G>A Q1313X”
L206W 1717-8G>A Q890X 4209TGTT>AA"
Q220X" 1717-1G>A L927P" CFTRdele22,23
852del22” G542X S945L" 4382delA”
1078delT S549R(c.1645A>C) 3007delG” 1506V

G330X S549R (c.1647T>G) G970R™ 1507V

R334W S549N 3120G>A F508C

1336K G551D 3120+1G>A

T Clasificado en la base de datos de CFTR2'® como una variante que provoca la FQ, mientras que el articulo de Sosnay14 clasifica la variante como

indeterminada. La clasificacion de la base de datos es mas reciente y refleja la prueba funcional completa que no estaba disponible en el momento de la

publicacion de Sosnay.
Se espera que el uso de una prueba que detecte todas estas variantes detecte al menos el 95,4 % de los alelos
que causan FQ en pacientes con FQ de la cohorte de pacientes del proyecto CFTR2. Asimismo, la tasa de
deteccidn de parejas en riesgo de tener un hijo con fibrosis quistica deberia aumentar en aproximadamente el
91 % de las parejas con el uso de este panel, en comparacion con el 72 % de las parejas con el uso del panel de
23 variantes recomendado por ACMG'4. No obstante, estas estimaciones dependen de la distribucién y de la
frecuencia de las variantes en funcion de la variabilidad geografica y étnica.

Indicacion de la prueba

Esta prueba se ha disenado para evaluar el estado del portador de 139 variantes clinicamente relevantes del
gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), incluidas las variantes
recomendadas en 2004 por el ACMG'! y en 2011 por el ACOG'2.

Esta prueba se ha disenado para ser utilizada en adultos en edad reproductiva.
Esta prueba se ha disefiado para confirmar el diagndstico en recién nacidos y nifnos.

La prueba se ha disefiado para utilizarse como ayuda inicial en el diagnéstico de personas de las que se
sospecha que padecen fibrosis quistica.

PRECAUCION

J Esta prueba no esta indicada para el cribado de recién nacidos, pruebas diagnésticas fetales,
pruebas previas a implantaciones o con fines de diagndstico independientes.

El uso del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica requiere la correspondiente receta.

Caracteristicas de rendimiento de la prueba

4

El rendimiento de la prueba se basé en comparaciones con dos métodos de referencia: la secuenciacion
bidireccional de Sanger y un ensayo de PCR validado, con objeto de verificar la precision del ensayo a la hora
de detectar las 139 variantes. Dado lo poco frecuente de muchas de las variantes incluidas en el ensayo, no fue
factible obtener muestras clinicas para todas ellas. En consecuencia, la precision de la deteccion de algunas
variantes se establecid utilizando muestras sintéticas, que constaban de construcciones de plasmidos
complejas combinadas con ADN en estado natural para simular muestras heterocigéticas. El ensayo fue capaz
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de identificar con precision las variantes presentes en todas las muestras con una precision global de

> 99,99 %. Mediante un estudio de reproducibilidad realizado con los usuarios de tres centros, se demostré que
el ensayo es reproducible tanto para la deteccion de la variante positiva (99,77 %) como de la variante negativa
(99,88 %).

Guia de interpretacion de resultados

Los resultados de la prueba deben interpretarse en el contexto de los hallazgos clinicos, los antecedentes
familiares y otros datos del laboratorio. Puede ser que las pruebas moleculares no detecten todas las posibles
mutaciones que producen FQ. Un resultado negativo no descarta la posibilidad de que la persona sea
portadora de una mutacién no identificada en el gen CFTR. Esta prueba debe utilizarse conjuntamente con otra
informacién clinica y de laboratorio que esté disponible. Todas las interpretaciones clinicas de las variantes
detectadas las debe realizar un patélogo molecular certificado, un genetista molecular clinico, o equivalente.

Es recomendable que el médico que solicite la prueba consulte con un genetista médico clinico certificado o
con un asesor en genética. Asimismo, se recomienda a los pacientes que se asesoren a través de un asesor en
genética. Se puede obtener mas informacion a través de Cystic Fibrosis Foundation (www.cff.org), Clinical and
Functional Translation of CFTR (CFTR2) (www.cftr2.org) y American College of Medical Genetics
(www.acmg.net).

Limitaciones de la prueba

Los resultados obtenidos se deben utilizar e interpretar en el marco de una evaluacion clinica completa.

El producto se ha disefiado para la identificacion de un subconjunto especifico de variantes conocidas en el
gen CFTR y no incluye todas las variantes identificadas en él. Por lo tanto, la no identificacién de una variante
no garantiza que no existan otras variantes del CFTR en las muestras que se analizan.

ACMG/ACOG recomiendan la presentacion de informes condicionales para cuatro variantes que, a causa de la
complejidad de su asociacion con otras variantes, se consideran problematicas a la hora de ser interpretadas.
Las variantes comunicadas condicionalmente en el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica constan de la
region Poly-TG/Poly-T (que se comunica si se identifica la variante R117H) y las variantes benignas 1506V,
1507V y F508C'¢ (comunicadas cuando se identifica un F508del o un 1507del homocigético) .

j NOTA

J Dado que este es un ensayo basado en secuenciacién, no se producen interferencias en la
descripcion de F508del o 1507del debido a los tres polimorfismos benignos. Por lo tanto, no se
realizaran correcciones en el resultado obtenido.

El ensayo no puede determinar si la orientacién de la variante Poly-TG/Poly-T respecto de la variante R117H es
del tipo cis-trans. En el caso de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar pruebas adicionales
para determinar si una variante PoliyTG/Poly-T, que podria afectar al fenotipo clinico (por ejemplo, 12-13(TG) o
5T), se encuentra en orientacién cis-trans respecto de la variante R117H.

Las variantes identificadas con este ensayo varian en frecuencia en funcién de las distintas poblaciones.

Aunque se sabe bastante sobre la gravedad de la enfermedad en algunas de las variantes, en otras la
informacion es limitada y se basa en un nimero limitado de casos clinicos comunicados.

En el caso de las variantes que se han validado Unicamente a través de muestras sintéticas (Tabla 2), es
recomendable que el laboratorio verifique la presencia de estas variantes con otro método homologado antes
de comunicar los resultados. Péngase en contacto con el laboratorio que realiza la prueba para establecer el
procedimiento de esta.

Aunque es poco frecuente, en los laboratorios pueden producirse errores. Las diferencias subyacentes en el
ADN de un paciente u otros factores analiticos pueden afectar al rendimiento del ensayo y provocar, en
consecuencia, que se realicen llamadas o que se pierdan.
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