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DNA sekvensning
Primar Immunbrist
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MONOGENA SJUKDOMAR
1966 1986 2014
AUTOSOMALT DOMINANTA 837 2201 4056
AUTOSOMALT RECESSIVA 531 1420 (4147
X-BUNDNA 119 286 680

1487 3907 9744

Primar Immunbrist: ca 300 kénda idag
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Tidiga, SCID Alla 8ldrar
CVID

ADA

Identifiering av monogena sjukdomsgener

* Kandidatgener: kunskap om proteindefekt (funktion)
Kopplingsanalys: stora och/eller ménga familjer (position)

¥ Massivt parallell DNA-sekvensning

Immunbrist sjukdomar: Kombination funktion av immunceller och genetik!




Kandidatgens sekvensning

100 baspar/kérning
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2004:

Massivt Parallell DNA Sekvensanalys, MPS
Next Generation DNA Sequencing, NGS

Flera 100 miljarder baspar (100 Gbp) per analys!
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The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

“ ORIGINAL ARTICLE ”
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Darfor
= SCID: 100%-ig mortalitet utan allogen
stamcellstransplantation
= HSCT ju forr desto battre i franvaro av infektion
= Tx fére 3,5 man alder utan infektion — 5-arséverlevnad 94%
= Tx efter 3,5 manaders alder och med aktiv infektion — 50%

= Sakrare diagnostik mojliggor tidigare transplantation
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Darfor

= LAagt antal T-celler kan ha andra orsaker
= Klinisk och cellular bild ibland svartolkad

= Vissa syndrom utvecklas progressivt

= Maternella T-celler kan délja en SCID

= Vissa genetiska defekter medfor stralningskanslighet —
anpassning av konditionering infér transplantation

= Anlagstestning av familiemedlemmar
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Exomsekvensning gv%

Intron

Exon

c:a 180.000 exon (fordelade pa 20.000 gener)
Proteinkodande regioner

<2% av det humana genomet
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Genomiskt DNA

Anrika exonerna

F tera DNAt
ragmentera med specifika prober

Ligera adaptorer
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Amplifiering
Sekvensning
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Klinisk exomsekvensning pa SciLife

= |llumina HiSeq technology
->Rapid run-mode = 120 Gb /
koérning tidsatgang =27 timmar
-6-10 exom per kérning

->Tacker exoner och exon-
introngranser

->Sekvensdata jamfors med
referensgenom for att
identifiera “varianter”




SCiL/ifeLab
Regeringen utlyser Strategiska Forskningsomraden, SFO, 2009

Molecular Biosciences, Stockholm, ansékan 10 forskare, 3 universitet:

KTH: Mathias Uhlén, Hjalmar Brismar, Joakim Lundeberg
KI: Anna Wedell, Juha Kere, Karl Tryggvason, Jussi Taipale
SU: Gunnar von Heijne, Erik Sonnhammer, Britt-Marie Sjoberg

101 MSEK(/ar: Science for Life Laboratory etableras 2010

Fokus pa tekniska plattformar
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Klinisk helgenomsekvensering

Stora krav vad galler:
sékerhet
kvalitet
vilken information som efterfragas
snabb och sdker medicinsk tolkning
snabb omsattning i ratt vard

. Kiinisk diagnostik B 3
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1 sjukdomsgener
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Helexomanalys

ScillifeLab clinical Genomics -
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Multidisciplinart team
Filter

Forskning

Nya mekanismer
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Lista 6ver varianter
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Klinisk helgenomsekvensering

Dramatisk klinisk nytta i utvalda patientgrupper!

Ett helt nytt landskap av monogena sjukdomar véxer fram

Mojligheter att:

hitta och behandla patienter tidigt
kartldgga nya sjukdomsgrupper
studera sjukdomsmekanismer
utveckla nya behandlingar/lakemedel

upptdcka helt nya sjukdomar
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=20 000 gener sekvensas

g Karolinska
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Selekterad bioinformatisk analys av
300 gener kopplade till medfodd
immunbrist

Karolinska
= Institutet

Sekvensning vid misstanke om immunbrist

Sekvensning av 300 favoritgener

common gamma chain
JAK3

ADA

RAG-1, RAG-2
Artemis

TLR-3

IRAK-4

BTK

CD40

CD40L

NEMO

UNG

ICOS
TACI
CD19
Gp91
Elastas 2
CD18

c2




Analys i ”SCOUT”

Analyshjalpmedel som integrerar uppgifter om varje
identifierad sekvensvariant:

= Tekniska data om kdrningen, kvalitetsmatt

= Automatiserad mutationsanalys: "Rank score” bl.a.
baserad pa sekvensvariantens frekvens i
referensgenom, typ av mutation (nonsense / missense /
silent) och lokalisation (aminosyrans grad av
konservering).

= Lankar till publika gen- och proteindatabaser, exv
SwissProt, 1000G och OMIM.

2015-09-03

Konfirmera fynd

Litteratursokning: finns mutationen beskriven

tidigare? Stammer den med patientens fenotyp?

Sangersekvensning for att konfirmera mutationen

Validering : genuttryck (QT-PCR), celluldra
analyser (exempelvis FASCIA, flodescytometri av
lymfocyt-populationer, specialanalyser riktade mot

den misstankta defekten)

L.T. flicka fodd 2011

= 2V, ar gammal flicka som successivt

|

= Prov tas for genetisk diagnostik och skickas

utvecklat en T-, B-, NK+ SCID

for exomsekvensning...
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L.T. flicka fodd -2011 = &
= Patientens DCLRE1C gener har tva missense
mutationer som ger upphov till aminosyraférandringar
i Artemis-proteinet; en i exon 1 (D20H) och en annan
i exon 6 (Q125P) — hon &r en compound
heterozygote
= Den ena mutationen aterfinns hos flickans mamma

och den andra hos pappan

= Mutationerna verifieras med Sangersekvensning
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Mutationer vid ARTEMIS-defekter

Exon 1-34 C436X
MIT | E3Zins6i1X
Hisp G260 Exon 144 | 14325 | DS4IK

L7oa
171E PiTIR

,Hv|slslw|nlm|m"|"|‘ s
t DNABK binding and

Phasphoration residuss

1-155 156-384
Melallc-f-Lactamase  B-CASP domain
domain

LT's mutationer: exon 1 (D20H) och i exon 6 (Q125P)

= Karolinska
= Institutet

Undersokning av TCR Vp repertoir
= Svag Vp repertoir jmf kontroll och féraldrar

= Konfirmerar funktionell betydelse av
compound heterozygot fyndet
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A.Z. £-06

= Insjuknade vid 1'% ars alder i otit med feberkramp,

darefter recidiverande otiter
= Tonsillektomerad vid 2 aa
= Debut av infektionsutlost astma och eksem

= Upprepade pulmonella infektioner, ofta med
Moraxella C. samt KNS).

= Dalig vikt- och langdtillvaxt. Atelektaser.
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AZ. Lab

= Lagt IgA och IgG, normalt IgM,
...sedermera insatt pa IVIg
= T-, B- och NK-celler i normalomradet

= Freiburg-panelen (FACS for B-cellssubpopulationer) visar mkt fa
switchade minnes B-celler

= Vasentligen normal granulocytfunktion

= Normal uppreglering av CD40L pa T-celler efter aktivering (utford vid
Klinisk immunologi, Huddinge)

= Ingen mutation i AICDA pavisad (analys utford av klinisk genetik i Umea)

Prov skickat for WES...

= = ow = e GO0 Oeewwetme P s

Heterozygot Alal81Glu substitution i TACI

PID-listan (305 gener) filtrerad for exonic missense och
splice site mutationer och pa HPO-term HP:0004313
(Hypogammaglobulinemia)
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Heterozygot Ala181Glu
tillrackligt for att utveckla CVID

nare
genetics

Mutations in TNFRSFI3B encoding TACI are associated
with common variable immunodeficiency in humans

U Salzes’, H M Chapel®, A D B Webster®, () Pan-Hamman L M Schlesier’, H M Peser’,

I K Bockstrob®, P Schocider’, A A Schiffer®, L Hammarstr

T functional inberaction of BATY and APRIL with TSI receptor ssperiamily members AR TACE and BCWA bs crocial for
sheveliprnt arad manterarice of bl e ] Wsirag  carelilate grow apprvach, we idrididied

Pomary g nd heberasygon metatiom in INFRST riahle
immurodeicieny, Homarygmity with respect i o

C104R sbrimgaterd
APRIL biching anl resilied i b of TACY hursction, an exidenond ey bmpuatrel proliberaline pespome ks IgMAPRIL coadation
and defective elass switch secambination induoed by 1110 snd APRE. or BATF. § sy mevabers heteraryges with rpred i e
CHME mulation and idiidaals wilh sporadic common varishle immnadei oy who were beieranygous with rmgeel o the
ammiess aciel subtiations AVIL ST and K0T bt fuoral oi
Byrplgprlieration ane eviderd, e husman pheroyge: differs (rom that of tee Taird! H mous modd
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TACI
Transmembrane Activator
= Receptor for BAFF och APRIL som uttrycks pa B-celler, med hogst

uttryck pa CD27+ (minnes-) B-celler.

= Aa 181 sitter i den transmembrandsa doméanen av proteinet

= Ala181Glu heterozygoter har normalt uttryck av TACI, med normal
ligand-bindande férmaga

= En musmodell med en ekvivalent mutation i mTACI (Ala144Glu)

uppvisar forséamrad NFkB-aktivering och ligand-inducerad receptor

clustering (Lee et al. Blood. 2009;114:2254-2262).

TACI vid CVID
= Armuterad i 5-10% av patienter med CVID.

= Den exakta patogenetiska mekanismen ar inte klarlagd

= Majoriteten av TACI-CVID-patienter ar heterozygota for en mutation,
men de CVID-associerade mutationerna aterfinns i relativt hdg 1-2% i
en "frisk” befolkning

= Homozygoti eller compound heterozygoti fér TACI-mutationer har dock
bara rapporterats hos sjuka

= TACI-CVID har varierande svarighetsgrad, mutationsbarare kan vara
alltifran vasentligen besvarsfria till att ha svar infektionsproblematik

= | stérre CVID-kohorter har TACI-mutationer associerats med ¢kad risk

—fér autoimmunitet och lymfoproliferation
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Immunbrist vid defekt
TLR-signalering

2015-09-03

1%, ar gammal flicka : :
Karolinska
Institutet

= Tidigare vasentligen frisk, féraldrarna fran Bosnien.

= Patienten insjuknar akut med oklar mjukdelsinfektion 29/9;
misstanke pa nekrotiserande fasciit; vid kirurgiskt ingrepp ses
dock inte bild som éverensstdmmer med detta; vavnadsodling

neg.

1%, ar gammal flicka :
Karolinska
Institutet

= Tidigare vasentligen frisk, foraldrarna fran Bosnien.

= Patienten insjuknar akut med oklar mjukdelsinfektion 29/9;
misstanke pa nekrotiserande fasciit; vid kirurgiskt ingrepp ses
dock inte bild som éverensstdmmer med detta; vavnadsodling
neg.

= Peroperativ blododling visar vaxt av P. Aueruginosa

= Utvecklar septisk bild med leversvikt; dverfors till Astrid

Lindgrens barnsjukhus for intensivvard

= Avlider efter 1 v
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Immunologisk utredning

Blodstatus: latt lymfopeni (1,8 — 2,8 x 10° /L), neutrofiler
och monocyter i nedre delen av normalomradet.

Ingen CRP-stegring (sent i férloppet eller uteblivet svar?)
Normala — I1att forhéjda immunglobuliner (IgG, A och M)

Granulocytfunktion (Phagoburst): Latt sankt svar pa PMA
(SI 5,8) inget svar pa fMLP eller E.coli (SI 1,1)
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Homozygot deletion i pos 65 av MyD88 som
ger bortfall av en Glutaminsyra
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Relevans av Homozygot deletion i pos 65 av MyD88 ? "F

= Mutationen ligger i en doman som interagerar med IRAK-4
= Identisk klinisk bild vid d - =3 4 “jim

$ g Ll
g@_‘ —
= Hog férekomst av bakter Hﬁ'..,._—ﬁ 1
hud, mestadels med P. ¢ m_'cg ®'_ ﬁ
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¥
Defekt Cytokinproduktion efter LPS-stimulering™-*
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L1 (39) 16 (19) 18 (54) MCP1 (53) MP1a (55) TNFa (36) VEGF (45)

Kompletterande utredning

= Sangersekvensning av foraldrar och syskon visar att bada féréldrarna
samt patientens bror ar heterozygota fér varianten, medan systern
ocksa ar homozygot.

= Systern har ocksa haft upprepade bakteriella infektioner och en del av

hennes artriter har tydligen varit septiska
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Her: Mor CVID
Svar tarmproblematik sedan barndomen
IBD liknande, ingen diagnos inkl. celiaki, IBD

Atypiska hudutslag

Ofta feberkansla och Influenza liknande symptom
(ej verifierade)
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Utredning

= T, B, NK normala

= Immunglobuliner vid nedre normalomradet
= Specifika Inmunglobuliner ua

= Komplement ua

= Hb, SR, CRP, Diff, tot Eos ua

DNA sekvensning

= Heterozygot polymorfism i TL3 R643C
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Small Nucleophilic
OH OH SH
H H CHa
néuxcoon HoNT COoH HzN~ COOH HzN" ~COOH H.N" ~CcoOH
Ghycine (Gly, G) Alanine (Ala, A) Serine (Ser, S) Threonine (Thr, T) Gysteine (Cys, C)
MW: 57.05 MW: 71.09 MW: 87.08, pKa ~ 16 MW:101.11,pKg - 16 MW: 103.15, pKa =
Hydrophobic 57
HENIOODH HaN™ ~COOH mnfcocu HoN" SCOOH N~ TcooH
Valine (Val, V) Leucine (Leu, L) Isoleucine (lle, 1) Methionine (Met, M) Proline {Pro, P}
MW: 9914 MW: 112.1 [ MW: 131 MW: 57.12
Aromatic H Acidi
oH N Oy OH
)Y
oH
HoN" ~COOH HoN™ “COOH HzN" “COOH HzN" “COOH HoN™ TCOOH
Phenylalanine (Phe, F)  Tyrosine (Tyr, ¥)  Tryptophan(Trp, W) Aspartic Acid (Acp, D) Glutamic Acid (Glu, E)
;14718 MW: 163,18 MW: 196.2 MW: 115.09,pKa=3.9  MW: 128.12,pKg = 4.0]
HaN__ NH,"|
+ 2 2
Amide Basic NH b
o Oy NHz NH
-
TR
NH f‘\\/
HzN" “COOH HzN" "COOH HaN™ ~COOH HyN” ~COOH HzN" ~COOH
Asparagine (Asn. N)  Glutamins (Gin, @) Histidine (His, H) Lysine (Lys. K} Arginine (Arg, )
MW: 114,11 MW: 12814 MW: 137.14,pKa= 6.04  MW: 12817, pKg= 1079 MW: 156.19, pKa= 12.48
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TL3

. . Karolinska
Herpes simplex encefalit Institutet
dsRNA
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Aktiverande Gain of function mutation?
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TL3 stimulus med Poly I:C
IFN-B

Fold change
w
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TLR4 stimulus med LPS
IFN-y

Fold change
=2RERRECEB.

= or

SBror
N Patiem

TTC7A

= tetratricopeptide repeat domain 7A

= Kan orsaka tidig IBD

= Associerad med multipel intestinal atresi
= Ev. koppling med CVID

= Heterozygot

= Q724K

= Sitter i protein protein interaktionsdoméan

= 9 introniska polymorfismer?? Heterozygota
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Vet vi vad patienten lider av?

* Gain of function mutation i TL3 med IFN-§
overproduktion vid infektioner med dsRNA virus

= TTC7A heterozygout bidragande till tarmproblem
ev. koppling till CVID, kontakter med Freiburg
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Hur manga fall 16ser vi?

25 % av fallen loses direkt

25% suspekta Heterozygota polymorfismer
eller Intron exon border polymorfismer

Endast 300 av 20 000 gener analyseras
(1.5% av all gener)

Endast exon sekvens dvs 3 promille av
genomet undersokt

Hur blir vi battre? & ki
Inkluderar ”grannar” enl Casanova

Hel genom sekvensning

Funktionella analyser

20
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Immunbristutredning igar

@ @ Fenotypning Val av kandidatgener

@ @ Funktionella analyser for sekvens
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Immunbristutredning imorgon

Fenotypning

@ @ . Hel exom .
@ @ 8 Hel genom Sekvefsnmg
@@

Funktionella riktade
analyser for att bekrifta diagnos

Varfor DNA sekvensning?

Molekylar diagnos

Tidig behandling

Skraddarsydd behandling
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Immunbristsekvensning

- A

EDTA ror eller DNA
Anamnes + Immunbristutredning ™

Klinisk Immunologi F79

2015-09-03

22



