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Laakarin seloste: kystisen fibroosin 139 variantin maaritys

IN VITRO -DIAGNOSTISEEN KAYTTOON

Geneettinen testaus ja kystinen fibroosi

Kystinen fibroosi (CF) on krooninen sairaus, joka vaikuttaa useisiin elinjérjestelmiin, erityisesti keuhkoihin ja
ruoansulatuskanavaan. Se on yleisin hengenvaarallinen autosomaalinen resessiivinen sairaus Yhdysvalloissa ja
johtuu kystisen fibroosin transmembraanin johtavuutta sadételevan (CFTR) geenin viallisen kopion perimisesta
kummaltakin vanhemmalta, joilla on geneettinen mutaatio® 2. Yleensa kystisté fibroosia sairastavat
diagnosoidaan vastasyntyneiden seulontaohjelmissa, ja diagnoosi varmistetaan hien kloriditestauksella kahden
vuoden ikiin mennessi®. Tahan paivadn mennessa on tunnistettu 1 900 CFTR-geenin varianttia. Kuitenkin vain
suhteellisen pieni alijoukko naista varianteista on kliinisesti ja toiminnallisesti varmistettu ja méaritetty kystisen
fibroosin aiheuttajaksi®. Variantti (jota joskus kutsutaan mutaatioksi, kun se aiheuttaa sairauden) on geneettinen
muutos, joka tunnistetaan normaalista (eli villityypistd) referenssisekvenssista poikkeavaksi. CFTR-variantit
voivat olla sairautta aiheuttavia, niilld voi olla vaihteleva kliininen merkitys tai ne voivat olla hyvéanlaatuisia tai
merkitykseltddn tuntemattomia. Vaihtelevan kliinisen merkityksen variantit voivat aiheuttaa kystista fibroosia vain
tietyissa olosuhteissa tai liittya kystiseen fibroosiin liittyviin tiloihin.

Mika on kystista fibroosia sairastavien potilaiden elinajanodote
Yhdysvalloissa?

Kystisté fibroosia sairastavien elinaika ja eldmanlaatu riippuvat monista eri tekijoistd, kuten sairauden
vaikeudesta ja hoidon aloittamisen ajankohdasta. On térkeda huomata, etta kaikki CFTR-mutaatiot eivéat aiheuta
vaikeaa sairautta. Monilla ihmisilla on lieva kystinen fibroosi, kun taas toisilla on keskivaikea tai vaikea sairaus.
Tiedot CF Foundation Patient Registry -potilasrekisteristd, joka seuraa CF Foundation -yhdistyksen
akkreditoimissa hoitokeskuksissa hoidettujen potilaiden terveystilastoja, osoittavat yli 47 %:n kystista fibroosia
sairastavista yhdysvaltalaisista olevan vahintdan 18-vuotiaita ja tAméanhetkisen eloonjaannin mediaanin olevan
yhteensa 38,3 vuotta®.

Kystisen fibroosin epidemiologia

Kystinen fibroosi on yksi yleisimmista autosomaalisesti resessiivisista geneettisista sairauksista® 7.

Sen esiintymistiheydeksi arvioidaan yksi 2000-4000:sta elavana syntyneesta ja prevalenssiksi Yhdysvaltojen
vaestdssa noin 30 000 henkild48. Kystinen fibroosi ilmenee eri etnisilld ja rodullisilla vaestéilla eri yleisyystasolla:
yhdella 3 000 kaukasialaisesta; yhdella 9 200 Amerikan latinoista; yhdella 10 900 alkuperaisamerikkalaisesta;
yhdella 15 000 afrikkalaisamerikkalaisesta; ja yhdella 31 000 aasiaisamerikkalaisesta®-°.

Kystisen fibroosin geneettinen testaus ja kantajaseulonta

Kantajatestauksen avulla voidaan maéarittd3, onko jollakulla geneettinen variantti CFTR-geenissaan. Testaus on
rajattu niihin variantteihin, joiden tiedetdén olevan sairautta aiheuttavia. Jos molemmilla vanhemmilla on
sairautta aiheuttava variantti, lapsella on 25 %:n mahdollisuus perid molemmat geenit ja saada sairaus.
Kantajan tunnistusasteet maaraytyvat yksilén rodun ja etnisyyden perusteella, koska monia mutaatioita iimenee
vain tietyilla etnisilla ryhmilla. Yli 10 miljoonaa amerikkalaista on CF-geenin yhden mutaation kantaja. Taulukko 1
on esitetty tAmanhetkiset arviot CFTR-mutaation kantajuuden yleisyydesta etnisyyden perusteella
Yhdysvalloissa. Ne perustuvat kantajatestaukseen lahetetyn 364 890 sellaisen yksilén kohorttiin, joilla ei ollut
perhehistoriassa kystista fibroosia.
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Taulukko 1 Yleinen kystisen fibroosin mutaation kantajan yleisyys eri etnisissa ryhmissa Yhdysvalloissam

Etninen ryhma Havaittu kantajuuden yleisyys
Afrikkalaisamerikkalainen 1/84
Ashkenazi-juutalainen 1/29
Aasialainen 1/242
Kaukasialainen 1/28
Latino 1/59
Juutalainen 1/32
Lahi-italainen 1/91
Alkuperaisamerikkalainen 1/70
Etelaaasialainen 1/118
Muu etnisyys 1/111
Muu etnisyys: > 1 etnisyys 1/34
Muu etnisyys: osaksi 1/56
afrikkalaisamerikkalainen

Muu etnisyys: osaksi kaukasialainen 1/32
Muu etnisyys: osaksi latino 1/51
Ei ilmoitettu 1/37
Kaikki yksil6t 1/38

Geneettiset testauspaneelit

Geneettisten mutaatioiden kystisen fibroosin testaus voi vaihdella suuresti eri laboratorioiden valilla ja riippuu
laboratorion kayttamasta tietysta testista. Jotkut rajaavat niiden kattavuuden 23:een kystisen fibroosin
panetniseen varianttisuositukseen American College of Medical Genetics (ACMG) -laitokselta’ 'ja 2011 American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) -laitokselta'?, kun taas toiset sisaltavat muita yleisia ja
harvinaisempia variantteja, joita I6ytyy etnisesti laajakirjoisemmissa vaestdissa® % 10- 13, ACMG:n suosittelemaan
paneeliin sisaltyvat variantit valittiin alun perin, koska ne olivat yleisid yhdysvaltalaisessa vaestossa ja niilla oli
tunnettu yhteys keskivaikeasta vaikeaan sairauteen.

Kystisen fibroosin 130 variantin maaritykseen siséllytettyjen varianttien kliininen validius perustui tietoihin,

jotka kerattiin ja julkaistiin CFTR2-projektissa'# 15. CFTR2-projekti linkittyy alkuperéiseen kystisen fibroosin
mutaatiotietokantaan (nyt nimeltddn CFTR1), joka keskittyy CFTR-geenin kansainvélisen kystisen fibroosin
tutkimusyhteis6n tunnistamien varianttien kerddmiseen. CFTR2 on kansainvaélinen yhteisty6 kystisen fibroosin
tutkijoiden, kliinikoiden ja rekisterien kesken. Nama kaikki pyrkivat luokittelemaan 39 696 kystisté fibroosia
sairastavan potilaan tietokannasta 16ytyvéat kaikki variantit sairautta aiheuttavan tilan mukaan: sairautta
aiheuttavat, Kliiniseltd merkitykselta vaihtelevat mutaatiot (MVCC), merkitykseltdan tuntemattomat mutaatiot ja
kystisté fibroosia aiheuttamattomat (ts. hyvénlaatuiset tai neutraalit)!'* 1°. Naiden varianttien luokittelu perustuu
kliinisiin tietoihin (ts. natriumkloriditasoihin, keuhkojen toimintaan ja haiman toimintaan), in vitro -toiminnallisiin
tutkimuksiin (ts. CFTR-proteiinisynteesiin, kypsymiseen, ekspressioon, toimintaan ja kloridin johtavuuteen) seka
penetranssitutkimuksiin (kayttAmalla kystista fibroosia sairastavien potilaiden ilmeisen terveita ja hedelmallisia
isia tutkittaessa alleelin CFTR-variantteja, jotka eivat ole periytyneet sairastuneille pojille)'4. Syyskuusta 2013
lahtien CFTR2-projekti on tunnistanut yli 160 varianttia, joita esiintyy > 0,01 %:n yleisyydella kystista fibroosia
sairastavilla. Naista 134 yksil6llista varianttia (perustuvat nukleotiditason muutoksiin ja vastaavat 129:43 varianttia
CFTR2-tietokannasta) on luokiteltu kystist4 fibroosia aiheuttavaksi'4 1°.
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Kystisen fibroosin 139 variantin maarityksen ominaisuudet

Testaus kystisen fibroosin 139 variantin maarityksella tehdaan kokoverinaytteesta eristetystd DNA:sta. Maaritys
testaa seuraavat: 134 kystista fibroosia aiheuttavaa varianttia, ynhden ACMG:n suositteleman paneelivariantin
(R117H, CFTR2 luokitellut vaihtelevan kliinisen merkityksen mutaatioksi, MVCC); yhden ehdollisesti raportoidun
muokkaavan variantin (PolyTG/PolyT); ja kolme ehdollisesti raportoitua hyvénlaatuista varianttia (1506V, 1507V,

F508C)'¢; eli yhteensa 139 raportoitua varianttia.

134 kystista fibroosia aiheuttavaa varianttia vastaa 129 kystista fibroosia aiheuttavaa varianttia CFTR2-
tietokannassa. CFTR2-tietokanta sisaltaa viisi kystista fibroosia aiheuttavaa varianttia, joissa sama proteiinitason
muutos voi aiheutua kahden eri nukleotidin vaihtumisesta [esim. S466X(C>A) ja S466X(C>G)]. Nama viisi
varianttia on lueteltu aminohappokodonin mukaan CFTR2-tietokannassa (esim. S466X), vaikka maaritys raportoi
jokaisen yksittaisen variantin [esim. S466X(C>A) ja S466X(C>G)]. Kystisen fibroosin 139 variantin méaarityksen
raportoimien 139 variantin luettelo on esitetty Taulukko 2.

Taulukko 2 Kystisen fibroosin 139 variantin maarityksen varianttiyhteenveto
[lueteltu genomikoordinaattijarjestyksess; lihavoitu = ACMG-23; kursivoitu = ehdollisesti raportoitu; ~ = validoitu

synteettisilla naytteilla]
M1V~
CFTR dele2,3
Q39X”
E60X
P67L
R75X
G85E
394delTT
405+1 G>A”
406-1G>A
E92X
E92K™
Q98X”
457TAT>G™
D110H
R117C
R117H
Y122X
574delA”
621+1G>T
663delT
G178R
711+1G>T
71143A>G™
71145 G>A”

7121 G>T
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T3381”
1154insTC
S341P”
R347H
R347P
R352Q
1213delT”
1248+1G>A"
1259insA”
W401X (c.1202G>A)”
W401X (c.1202G>A)”
1341+1G>A"
PolyTG/PolyT
1461ins4”
A455E
1525-1G>A"
S466X (C>A)”
$466X (C>G)
L467P"
1548delG'
S489X™
S492F”
Q493X
1507del
F508del
1677delTA

Q552X
R553X
A559T
R560T
R560K™
1811+1.6kb ASG™
1812-1 G>A
E585X”
1898+1G>A
1898+3A>G™
2143delT
R709X
K710X
2183delAASG
2184insA
2184delA
2307insA
L732X"
2347delG”
R764X
2585delT”
E822X~
2622+1G>A"
E831X~
W846X
R851X”

3121-1G>A™
3272-26A>G
L1065P"
R1066C

R1066H
L1077P”
W1089X
Y1092X(C>A)
Y1092X(C>G)”
M1101K
E1104X”
R1158X
R1162X
3659delC
$1196X

W1204X (c.3611G>A)”
W1204X (c.3612G>A)"
3791delC
3849+10kbC>T
G1244E”
3876delA
S1251N
3905insT
w1282X
4005+1G>A"
N1303K
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H199Y" V520F 2711delT” 4016insT"
P205S Q525X T 2789+5G>A Q1313X”
L206W 1717-8G>A Q890X 4209TGTT>AA"
Q220%™ 1717-1G>A L927P” CFTRdele22,23
852del22” G542X S945." 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 Luokiteltu CFTR2-tietokannassa'® kystista fibroosia aiheuttavaksi variantiksi, kun taas Sosnayn artikkeli'# luokittelee variantin maarittaméatto maksi.

Tietokannan luokittelu on ajantasaisempi ja heijastaa valmista funktionaalista testausta, jota ei ollut saatavilla, kun Sosnayn artikkeli julkaistiin.
Sellaisen testin kayton, joka tunnistaa kaikki ndma variantit, odotetaan tunnistavan vahintaan 95,4 % kystista
fibroosia aiheuttavista alleeleista CFTR2-projektin potilaskohortin kystista fibroosia sairastavilla potilailla. My6s
sellaisten parien tunnistusasteen, joilla on riski saada kystisté fibroosia sairastava lapsi, pitéisi nousta ~91 %:iin
pareista tAman paneelin avulla verrattuna 72 %:iin pareista kaytettdessa ACMG:n suosittelemaa 23 variantin
paneelia’®. Ndma4 arviot kuitenkin riippuvat variantin jakaumasta ja yleisyydesté maantieteellisen ja etnisen
vaihtelevuuden mukaan.

Testin kayttoaihe

Téama testi on tarkoitettu 139 kliinisesti relevantin kystisen fibroosin transmembraanin johtavuutta sédatelevéan
(CFTR) geenin seka vuonna 2004 ACMG:n'" ja vuonna 2011 ACOG:n'? suosittelemien varianttien kantajatilan
arviointiin.

Tama testi on tarkoitettu lisdéntymisikaisille aikuisille.

Tama testi on tarkoitettu vahvistamaan vastasyntyneiden ja lasten diagnostinen testaus.

Té&ma testi on tarkoitettu ensimmaiseksi testiksi avuksi sellaisten henkiléiden diagnosoinnissa, joilla epailldan
kystisté fibroosia.

VAROITUS

J Tata testia ei ole tarkoitettu vastasyntyneiden seulontaan, sikién diagnostiseen testaukseen,
implantointia edeltdvaan testaukseen tai erillisiin diagnostisiin tarkoituksiin.

Kystisen fibroosin 139 variantin maaritys tehdaan vain laakarin maarayksesta.

Testin suorituskykyominaisuudet

Testin suorituskyky perustui kahden referenssimenetelméan, Sangerin kaksisuuntaisen sekvensoinnin ja
validoidun PCR-maérityksen, vertailuun 139 variantin maaritystarkkuuden varmistamisessa. Monen
maaritykseen sisallytetyn variantin harvinaisuuden vuoksi ei ollut mahdollista saada kliinisia naytteita kaikista
varianteista. Siten tiettyjen varianttien havaitsemistarkkuus maéritettiin kayttdmalla synteettisia naytteita, jotka
koostuivat monimutkaisista plasmidirakenteista, joissa oli villityypin DNA:ta simuloimassa heterotsygoottisia
naytteitd. Maarityksellad pystyttiin tarkasti tunnistamaan kaikissa naytteissé olevat variantit yhteensa > 99,99 %:n
tarkkuudella. Kolmella kayttépaikalla tehdyn toistettavuustutkimuksen avulla méaarityksen osoitettiin olevan
toistettava seka positiivisen variantin (99,77 %) etta negatiivisen variantin (99,88 %) tunnistamisessa.
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Ohjeita tulosten tulkintaan

Testitulokset on tulkittava kliinisten 16yddsten, perhehistorian ja muiden laboratoriotietojen kontekstissa.
Molekyylitestaus ei ehka tunnista kaikkia mahdollisia kystiseen fibroosiin johtavia mutaatioita. Negatiivinen tulos
ei sulje pois mahdollisuutta, etta yksiléllda on tunnistamaton mutaatio CFTR-geenissa. Tata testia on kaytettava
yhdessa muiden saatavilla olevien laboratoriotietojen ja kliinisten tietojen kanssa. Kaikki varianttien kliiniset
tulkinnat on tehtava koulutetun molekyylipatologin, kliinisen molekyyligeneetikon tai vastaavan toimesta. On
suositeltavaa, etté testin méaraava 1aakari konsultoi koulutettua kliinista ladketieteellista geneetikkoa tai
geneettistd neuvojaa. Myoés potilaita kehotetaan hakeutumaan geneettisen neuvojan puheille. Lisétietoja saa
Cystic Fibrosis Foundation -yhdistykseltd (www.cff.org), Clinical and Functional Translation of CFTR (CFTR2)
-yhdistykselta (www.cftr2.org) ja American College of Medical Genetics -laitokselta (www.acmg.net).

Testin rajoitukset

Saatuja tuloksia on kéaytettava ja tulkittava ottaen huomioon taydellinen kliininen arviointi.

Tuote on suunniteltu tunnistamaan tietty CFTR-geenin tunnettujen varianttien alijoukko, mutta se ei sisélla
kaikkia CFTR-geenin tunnistettuja variantteja. Siten jos varianttia ei ole tunnistettu, se ei takaa, ettd muita CFTR-
variantteja ei ole analysoitavissa naytteissa.

ACMG/ACOG on suositellut ehdollista raportointia neljasta variantista, jotka katsotaan ongelmaisiksi tulkinnan
osalta, koska niiden yhteys muihin variantteihin on monimutkainen. Kystisen fibroosin 139 variantin maarityksen
ehdollisesti raportoituja variantteja ovat polyTG/polyT-alue (joka raportoidaan tunnistettaessa R117H-variantti)
ja hyvanlaatuiset variantit 1506V, 1507V ja F508C16 (raportoidaan tunnistettaessa homotsygoottinen F508del tai
1507del).

HUOMAUTUS

J Koska tama on sekvensointiin perustuva méaéritys, ndma kolme hyvénlaatuista polymorfismia eivat
vaikuta F508del:n tai 1507del:n raportointiin. Siten havaittuun tulokseen ei tehda korjauksia.

Maaritys ei voi maarittda, onko PolyTG/PolyT-variantin suuntaus cis- vai trans-puolella suhteessa R117H-
varianttiin. R117H-variantin omaaville potilaille on tehtava lisdtestaus, jolla maaritetdan, onko PolyTG/PolyT-
variantti, joka voi vaikuttaa kliiniseen fenotyyppiin (esim. 12-13(TG) tai 5T), cis- vai trans-puolella suhteessa
R117H-varianttiin.

Téamén maarityksen tunnistamien varianttien yleisyys voi vaihdella eri vaestdissa.

Vaikka joidenkin varianttien sairauden vaikeusasteesta tiedetaan paljon, toisten osalta tiedot ovat niukkoja ja
perustuvat pieneen maéraén raportoituja kliinisia tapauksia.

Niiden varianttien osalta, jotka validoitiin vain synteettisilla naytteilla (Taulukko 2), on suositeltavaa, etta
laboratorio tarkistaa varianttien olemassaolon toisella validoidulla menetelmalla ennen tulosten raportoimista.
Ota yhteytta testauslaboratorioon ja kysy heidén testausmenettelystaan.

Laboratoriovirheet ovat harvinaisia, mutta niité voi esiintya. Taustaerot potilaan DNA:ssa tai muut analyyttiset
tekijat voivat vaikuttaa maarityksen toimivuuteen ja siten ratkaisujen tekemiseen tai jadmiseen tekematta.
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