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Enfermedades genéticas
Abordaje diagnostico

o v’ Heterogeneidad de Locus .
Fe n Ot| po v’ Heterogeneidad alélica G e n Ot' po
Herramientas
Citogenéticas Moleculares
* Cariotipo/Bandeo G * Metodologia Sanger

* Técnicas de hibridacién: FISH, FISH M, Array CGH * MLLPA

* Valoracion longitud telomérica * NGS



Genotipo
Secuenciacion de nueva generacion - NGS

Genoma Exoma Panel
WGS WES genes
Estudios a nivel poblacional b Medicina de

|dentificacidn nuevos genes responsables Precision

Aporte de nuevos conocimientos

+ *Caso 1
Caso 2

Estudios a nivel individual b Medicina
Diagnésticos de certeza Personalizada



Caso clinico 1

Sana

A

Consulta a Inmunologia
3 meses:
e Eritrodermia severa
* Dermatitis atdpica severa
* Sobre infeccion bacteriana - Sepsis




Caso clinico 1

Sana

Tio, 17 afios

Dermatitis atdpica
Neumonias recurrentes
Bronquiectasias
Abscesos- Forunculosis
Molluscum contagiosum
Rinitis

Estigmas faciales

R* Eosinéfilos normal
Leve hipergamaglobulinemia
IgE 1

Formacion Acs |
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Caso clinico 1

Tio, 17 anos
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Dermatitis atdpica
Neumonias recurrentes
Bronquiectasias
Abscesos- Forunculosis
Molluscum contagiosum
Rinitis

Dismorfias faciales

R™ Eosindéfilos normal
Leve hipergamaglobulinemia
IgE T

Formacion Acs |
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Dermatitis atdpica
Neumonias recurrentes

Sana

Abscesos- Forunculosis
Molluscum contagiosum
Verrugas

Rinistis

Estigmas faciales

R* Eosinéfilos normal

Leve hipergamaglobulinemia
IgE 7

Formacion de Acs |




Caso clinico 1

O
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i 6 meses
A

Dermatitis atdpica

Sepsis

Diarrea — Coloproctitis cronica
Eosinofilia

Ry VPM plaquetario normales
IgE T 1

IgG e IgM |levemente
Poblaciones linfocitarias normales
Subpoblaciones LB normales

LT reg FOXP3 normales

TH17 normales

Presuncion diagnostica

Entidad autosdmica dominante

— Hiper IgE LOF (LX) por defecto STAT3

Secuenciacion Sanger STAT3

Sin variantes patogénicas

Laboratorio Biologia Molecular Garrahan
* Emma Prieto
* Verdnica Goris
 Judith Yancoski
* Silvia Danielian



Caso clinico 1
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i 6 meses
A

Dermatitis atdpica

Sepsis

Diarrea — Coloproctitis crénica
Eosinofilia

Ry VPM plaquetario normales
ISE T 1

IgG e IgM |levemente
Poblaciones linfocitarias normales
Subpoblaciones LB normales

LT reg FOXP3 normales

TH17 normales

Presuncion diagndstica
Entidad autosdmica dominante

57

Secuenciacion génica WES

Gen CARD11*
dup183_196
Heterocigota

* Caspase Activation and Recruitment Domain 11

Confirmada por Sanger

Laboratorio Biologia Molecular Garrahan
* Emma Prieto
* Verdnica Goris
 Judith Yancoski
* Silvia Danielian



CARDI 1 —| cARD }—| cc

Adaptador en la sefializacidon de activacion:
* Linfocitos T
* Linfocitos B inducida por antigeno
* Linfocitos T reguladores
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Carter, N. M.,. Advances in Biological Regulation, 2022; 100890. Bedsaul, J. R., et al. Frontiers in immunology 2018, 9, 2105



Caso clinico 1

Germline hypomorphic CARDI11 mutations in severe Es.tudl?s N GS a nivel individual
atopic disease Diagndsticos de certeza

Chi A Mab13, Jeffrey R Stinson>!3, Yuan Zhang!!3, Jordan K Abbott?, Michael A Weinreich!, Pia ] Hauk?, Apo rte d e nuevos con OCi m | entos
Paul R Reynolds?, Jonathan ] Lyons!®, Celeste G Nelson!, Elisa Ruffo?4, Batsukh Dorjbal2, Salomé Glauzy®,

Natsuko Yamakawa®, Swadhinya Arjunaraja2, Kelsey Voss2, Jennifer Stoddard®, Julie Niemela®, Yu Zhang?,

Sergio D Rosenzweig®, Joshua ] McElwee®, Thomas DiMaggio!, Helen F Matthews?, Nina Jones!, Kelly D Stone!,
Alejandro Palma®, Matias Oleastro®, Emma Prieto®, Andrea R Bernasconi®, Geronimo Dubra?, Silvia Danielian®,
Jonathan Zaiat®, Marcelo A Marti®, Brian Kim!?, Megan A Cooper!!, Neil D Romberg!2, Eric Meffre>,

Erwin W Gelfand®!4, Andrew L Snow?!4 & Joshua D Milner’!4

Nature genetics 2017; 49 (8), 1192-1201

4 Familias: 8 individuos mutaciones hipomorficas en CARD11

v"  Dermatitis atépica severa + comorbilidades
v Construcciones en linea linfocitos T con transfeccién variantes CARD11:
- Pérdida de funcién (LOF) de la proteina generada

- Efecto de interferencia de actividad dominante vias NF-Ky mTORC1



Ell: Errores innatos de la Inmunidad
Clasificacion - CARD11

Human Inborn Errors of Immunity: 2022 Update on the Classification
from the International Union of Immunological Societies Expert
Committee

Stuart G. Tangye ' - Waleed Al-Herz® - Aziz Bousfiha* - Charlotte Cunmngham—Rundles - Jose Lu1s Franco®

Steven M. Holland’ - Christoph Klein® - Tomohiro Morio® - Eric Oksenhendler'® Capucme Picard"’
Anne Puel'*¢. Jennifer Puck’® - Mikko R. J. Seppanen’® - Raz Somech'” - Helen C. Su” - Kathleen E. Sullrvan .

Troy R. Torgerson'” - Isabelle Meyts™

Journal of clinical immmunology, 2022; 1-35

Tabla 1: Deficiencia combinada
CARD11 bialélicas — LOF — Deficiencia completa: Autosomica recesiva

Tabla 2: Deficiencia Combinada en cuadro Sindromatico
CARD11 monoalélico - Heterocigota - LOF Dominante negativa: Autosdmica dominante

CARD11-associated atopy with dominant interference of NF-kB signaling (CADINS)

Tabla 3: Deficiencias de Anticuerpos
CARD11 monoalélico — Heterocigota — GOF: Autosdmica dominante

B cell expansion with NF-kB and T cell anergy - BENTA

M. Oleastro 2023



Caso clinico 2 O 6

Primera hija de padres sanos, no consanguineos. No otros antecedentes

Embarazo controlado, sin complicaciones. RNT — PAEG, parto vaginal
Desde 1 mes a 11 meses (17 consulta):
* Episodios febriles recurrentes que no responden a los antitérmicos

e Diarrea crdnica

No6dulos subcutaneos y rash urticariforme

Aftas orales recurrentes

Episodio de pericarditis

Antecedentes personales

Artralgias (?) episddicas
v/ Intervalos libres de clinica



Caso clinico 2

Erupcion urticariforme — Lesiones eritematosas palpables (nédulos SC)

Paciente propio
Fotos autorizadas



Caso clinico 2

Leucocitosis neutrofilica, monocitosis

Anemia cronica

Hiperplaguetosis

Reactante de fase aguda: 1 VSG (82 mm/H), PCR (187 mg/dl), C3 (190mg/dI)

complementarios

Autoinmunidad: FAN, ANCA, Prueba de Coombs: Negativo



Caso clinico 2

=Bjopsia cutanea:
- Infiltrado inflamatorio mixto

- No identificacion microbiana

complementarios

- Vasculitis leucocitoclastica



Caso clinico 2

= Endoscopia - Biopsia digestiva:
v/ Leve infiltrado inflamatorio mixto
v/ Criptitis con abscesos cripticos
v/ Ulceraciones
¢/ Ausencia de microorganismos

v/ Proctitis

Enfermedad Inflamatoria Intestinal infantil - Simil Enfermedad deICrohnI

I compiementarios

Paciente propio
Fotos autorizadas



Caso clinico 2

Enfermedad Intestinal Inflamatoria Infantil

= Antinflamatorios: Mesalazina

= Anti TNFo: Infliximab

(segun recomendaciones / protocolos Gastroenterologia)

v/ Falta de respuesta - persistencia de diarrea e inflamacion (endoscopias)

v/ Episodios febriles asociados a rash y dolores articulares (MMI|)



Caso clinico 2

Fenotipo: Enfermedad inflamatoria intestinal infantil

Genotipos # Defectos moleculares?

Heterogeneidad
de Locus

Via inmune IL10 - IL10R

Defectos en IL 10
Defectos en IL 10RA
Defectos en IL 10RB

Reconocimiento - eliminacion de
bacterias/hongos/Micobacterias

Defectos en CYBB, CYBA, NCF1, NCF2, NCF4
Defectos en ITGB2

Defectos en SLC35C1

Defectos en RAC

Defectos en CARD9

Defectos IL 12Rp

Inmunidad adaptativa

Sindrome de Omenn
Defectos en BTK

ID Comun Variable
Deficiencia en IgA

Defectos en PI3KCD
Defectos en WASP
Defectos linfocito T (varios)
Defectos en LRBA
Defectos en PTEN

Células T reguladoras

Defectos en FOXP3
Defectos en IL2R
Defectos en STAT5b
Defectos en ITCH
Defectos en STAT1 GOF
Defectos en CTLA4
Defectos en LRBA

Autoinflamatorias
Defectos en MVK
Defectos en NLRC4
Defectos en MEFV
Defectos en APB13
Defectos en SH2D1A
Defectos en BIRC4 (XIAP)
Defectos en PLCG2
Defectos en TRIM22
Defectos en NLRP3
Defectos en CARDS8
Defectos en STAT3 LOF
Defectos en IFIH1 LOF
Defectos en SOCS1

Otros defectos moleculares
Defectos en IL 21




Caso clinico 2
Analisis

A b lo) rda je d ia g n o’ st iCO - Ge not ip fo) Caracterizacion y Predictores informdticos

* ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) Probable patogénica
* SIFT/Mutation Taster/Polyphen2/PROVEAN Patogénica
* CADD 24 (catoff 0.01) Alto
N G S - W ES (O b ra SOCi 3 I ) * Infevers (Registro génico) No registrada
* GnomAD (Genoma aggregation database) No identificada
* ClinVar (variaciones génicas — fenotipos, con evidencias) NO

Variante gen NLRP3/Criopirina " Publicaciones/Reportes NO
(c.1307 C>A.) Ser436Tyr Significado incierto - VUS
NLRP3: Inflamasoma — IL 1'3 Ambos padres asintomaticos
Segregacidon familiar (Sanger)
Wt/Wt Wt/Wt Variante de novo

Inmunologia Molecular Garrahan
*Silvia Danielian
Ser436Tyr/Wt «Judith Yancoski
*Verdnica Goris
*Emma Prieto



Ca so CI Iln ico 2 Inmunologia Molecular Garrahan

«Silvia Danielian
«Judith Yancoski
!!orgajle !llagnoI StI|CO —Mo’ecu’ar Il-unalona’ oo

NLRP3 basal iL1-g
200+ o L 4589, r-'-cTo{ .m
150 —TEEgE=— 2 30001 $ {_
o>

é 100+ I:I § ] " ' a
g = § 1000 e

it - = o

olope

s

0 Pacien-te T j j .p .9 X =
& & i ff;f &

%

Rl
-
* ARN sangre periférica - ADNc QS’ f Qs' f
* PCR Digital Qf Q
* Expresion NLRP3 basal
ARN sangre periférica = ADNc
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Caso clinico 2

Enfermedad autoinflamatoria por Defecto en NLRP3

Medicina personalizada

Tratamiento preciso - personalizado

— Bioldgico bloqueantes de IL 1

Franca mejoria

Swanson, K. V., et al. Nature Reviews Immunology 2019; 19 (8): 477-489



Errores innatos de la Inmunidad - EII

ol Gran heterogeneidad
1901
1992 de Locus 1.
-
1 . , .
1998 NGS y diagnésticos de certeza 2.
1997 Impacto en Inmunologia clinica
1999 3.
2001 ¢’ Paneles genes candidatos 4
2003 v/  WES (Whole Exome Sequencing) .
2006 v/ WGS (Whole Genome Sequencing) 5
2007 .
5
2010 6.
20m
2013
2014 7.
2016
2017 8.
2018
3
2021 9.
0 100 200 300 400 500
10'

N° Genetic defects reported

https://iuis.org/org/committees/iei

Inmunodeficiencias combinadas (IDC)

IDC asociadas a sindromes definidos
Deficiencias predominantes de anticuerpos
Enfermedades por desregulacion inmune
Deficiencias congénitas del fagocito
Defectos de la inmunidad innata
Desdrdenes autoinflamatorios

Deficiencias del sistema complemento
Fallas de médula dsea

Fenocopias de IDP



NGS y diagnodsticos de certeza

Impacto en Inmunologia clinica — Medicina Personalizada
Inmunologia - Hospital Garrahan

Inmunologia Molecular Garrahan
*Silvia Danielian
*Judith Yancoski
/

«» Era “Sanger” - Primera Generacion: 1995 - 2017 " Vercnica Gors

*Emma Prieto

«» Era “NGS” — Paneles genes de Errores innatos de la inmunidad

* 1™ version 68 genes (Afio 2017) ﬁ{jﬁj{:{:”;ﬂ%eq system
* 2% versién 122 genes

* 3™ version 142 genes

» 4% yersién 332 genes (Afio 2023) Twist NGS Library

292 casos indice estudiados — 80 (28%) Diagndstico de certeza/ Muy probable

v/ Tratamientos adecuados
v/ Estudios de segregacion familiar
v Asesoramiento heredo familiar



NGS y diagnosticos de certeza:
Impacto en Inmunologia clinica

Concluyendo

La adquisicidon de nuevas metodologias de secuenciacion génica masiva — paralelo (NGS)

ha generado un enorme avance en la Inmunologia Clinica permitiendo definir génicamente
diversos cuadros fenotipicos de Inmunodeficiencias Primarias (Medicina de Precision)

y ofrecer a numerosos pacientes un diagnodstico de Certeza, con ello abordar una terapéutica

personalizada y un adecuado asesoramiento heredo familiar.
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