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Kazuistika 1

- chlapec, IVF, porod v terminu, zkalena plodova voda
- 1.den, cdrovité slupovani ktze

- vyloucena epidermolysis bullosa, susp. generalizovana
stafylodermie

- leukocytodza, eozinofilie

- pokracujici deskvamace klze, otoky; podan oxacilin

Jan Helesic, Lenka Krbkova, Hana Buckova, Barbora Ravcukova, Hana Grombirikova,
Renata Formankova, Petr Sedlacek, Jifi Litzman, Tomas Freiberger
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Kazuistika 1 - pokracovani

- 3. den FC k vylouceni hematologické malignity > snizené B
lymfocyty, snizené Th lymfocyty, vysoké hladiny IgE,
hypereosinofilie > podrobné imunologické vysetreni

- TREC O, KRECO

- susp. Omenn syndrom > genetické vysetreni
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Kazuistika 1

Sangerovo sekvenovani

Gen RAG1

- detekovany 2 kauzalni mutace (jiz popsané v souvislosti s Omenn syndromem):
° €c.983G>A; p.Cys328Tyr
° ¢.1186C>T; p.Arg396Cys

- matka zdrava - nositelka mutace: c.1186C>T; p.Arg396Cys
- otec zdravy - nositel mutace: c.983G>A; p.Cys328Tyr

- pozdéji k dispozici i vysledek vysetreni proliferace T lymfocytl — vyrazné snizena

T. FREIBERGER, PGS 2021




RAG1 functions in DNA

Heavy chain genome sequence (V, D, J)

Light chain genome sequence (V, 1)
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Rearranged DNA
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RAG1 activates VD) R
recombination p—

N. Moehn: Omenn syndrome and RAG1. https://slideplayer.com/slide/9423191/
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Kazuistika 1 - zaver

- dg. Omenn syndrom - 3. den véku ditéte

- profylaxe oportunnich infekci
- 9. den preklad na transplantacni jednotku,

- ve 2 mésicich HSCT
- po HSCT chlapec prospiva
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Omennuv syndrom (AR-SCID)

OMIM:

- autozomalné recesivni onemocnéni

- neprospivani, prdjmy

- pneumonie

- hepatosplenomegalie

- generalizovana erytrodermie

- anemie, trombocytopenie, eozinofilie
- lymfadenopatie

- virové, mykotické a bakterialni infekce
- nizké 1gG, A, M; vysokeé IgE

- nizké B lymfocyty, variabilni pocet T lymfocytu (efektorové)
- defektni proliferace lymfocytu
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Kazuistika 2

- 15-lety chlapec

- v 5 meésicich véku neprospivani, lymfadenopatie, opakovaneé
enterorhagie, prolaps rekta, hepatosplenomegalie, anémie

- ve 4 letech apendektomie pro trvajici bolesti bricha, lymfadenopatie
mezenterickych uzlin

- opakované sinusitidy, bronchitidy, otitidy a horecky nejasného pltvodu

Veronika Kanderova, Hana Grombirikova, Irena Zentsova, Kamila Reblova, Adam Klocperk,
Martina Fejtkova, Barbora Ravcukova, Tomas Kalina, Tomas Freiberger”, Anna Sediva*

Haematologica 2019; 104(1): e32-34.
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Kazuistika 2 - pokracovani

- v 5 letech pneumonie, > chronické atelektazy levého plicniho laloku

- generalizovana lymfadenopatie
- cetné EBV infekce
- chronicka bunécna aktivace v kostni dreni bez znamek malignity

- mirna dysgamaglobulinemie, uspokojiva odpoved na proteinové vakciny,
slaba odpovéd na ockovani polysacharidovymi vakcinami

- zvyseny pocet aktivovanych T lymfocytU, posun ke zralym efektorovym
bunkam, nizka hladina naivnich T lymfocytU

- nizSi pocet zralych a zvysSeny pocet naivnich B lymfocyt(

Haematologica 2019; 104(1): e32-34.
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Kazuistika 2 - pokracovani

- susp. primarni porucha imunity > genetické vysetreni

- Sangerovo sekvenovani:
Geny SH2D1A, BIRC4 (XLP1, 2), PK3CD, PK3R1 (APDS)

— kauzalni mutace nedetekovana
o > celoexomové sekvenovani (WES)

Haematologica 2019; 104(1): e32-34.
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Kazuistika 2 - pokracovani

WES:

PocCet unikatnich variant 48 632

Hloubka ¢teni > 8 37574

Populacni frekvence varianty < 0.01 (1000G) 3841

Varianty v exonu Ci v kanonickém misté sestrfihu 954

Homozygoti 168

Zaznam v databazi mutaci (HGMD) 24

Se vztahem k fenotypu 1 (CASP8 +/+)

Haematologica 2019; 104(1): e32-34.
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Uloha Casp-8 v apoptdze a
zanetlive signalizacl

pro-Casp3 pro-IL-1f
cleavage, production p_N FKB
apoptosis &

cleavage




Kazuistika 2 - pokracovani

- Gen CASPS8: detekovana mutace ¢.1232C>T, p.4111L (dosud nepopsana)

€.793C>T  p.R265W

exanic

nonsynonymaous

Variant Prediction tools
Region Region function
cDNA Protein CADD DANN PolyPhen-2 SIFT Provean
By
neutral  deleterious probably damaging damaging deleterious
€.1232C>T p.P411L exonic nonsynonymous
18.2 0.9384 1.0 0.000 -8.61

deleterious deleterious

26.9 0.9983

probably damaging damaging deleterious
1.0 0.002 -3.43

- In silico predikce svedci pro kauzalitu mutace

Haematologica 2019; 104(1): e32-34.
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Kazuistika 2 - pokracovani

R265W
A P411L
NH,-| DED | DED ) £O0H Struktura molekuly CASP8
a poloha mutace
B

mmm Subunit pl0 mmsm Amino acid P411 X Cleavage

ew Subunit pl8 mmm Structural linker
Haematologica 2019; 104(1): e32-34.
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Kazuistika 2 - zaver

CASP8-independent NFkB activation
(TNFa-stimulated monocytes)
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- funkcni analyzy - potvrdily funkéni vyznam detekované varianty

- chlapec ve stabilizovaném stavu, |éCen symptomaticky

Haematologica 2019; 104(1): e32-34.
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Deficit CASPS8

Autoimunitni lymfoproliferativni syndrom (ALPS) 1I1B
(OMIM)

OMIM:

- autozomalneé recesivni onemocnéni

- maly vzrUst, neprospivani

- postizeni respiracniho traktu, pneumonie
- splenomegalie

- chronické prijmy

- ekzém

- lymfadenopatie

- opakované sinobronchialni infekce
- chybéjici odpovéd na pneumokokovou vakcinaci

- defektni apoptdza
- porucha aktivace T, B lymfocytl a NK bunék
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PID — geneticke vysetreni

Rodinnd anamnéza!ll g g
O .

Osobni anamnéza

Fyzikalni vysSetreni ‘
Laboratorni imunologické/biochemické testy g (g (g £

Cytogenetickeé vysetreni

Molekularné genetické vysetreni
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PID — geneticke vysetreni

Rodinnd anamnéza!l!l
Osobni anamnéza

Fyzikalni vysSetreni

Laboratorni imunologické/biochemickd

DiGeorge syndrom (FISH)
Testy chromozomalni instability

Cytogenetickeé vysetreni

Molekularné genetické vysetreni
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PID — geneticke vysetreni

Rodinna anamnézal!!!

Osobni anamnéza

Fyzikalni vysSetreni

Laboratorni imunologické/biochemické testy
Cytogenetické vysetreni

Molekularné genetické vysetreni
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VYUZITi METOD MOLEKULARNI
GENETIKY V KLINICKE PRAXI

o MOLEKULARNI DIAGNOSTIKA PRIMARNICH IMUNODEFICIENCI
> HLA TYPIZACE

> MOLEKULARNI DIAGNOSTIKA U LYMFOIDNICH MALIGNIT,
DETEKCE MINIMALNI{ ZBYTKOVE NEMOCI

> STANOVENI CHIMERISMU U PACIENTU PRO TRANSPLANTACI
HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK

> MOLEKULARNI| DETEKCE PATOGENU

> GENOVA TERAPIE




PID — molekularne genetickée
vysetreni

1. DIAGNOSTIKA GENETICKY PODMINENYCH PORUCH IMUNITY

2. GENETICKY PODMINENE FAKTORY MODIFIKUJICi PRUBEH IMUNODEFICIENCI
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Prevratny vyvoj novych
technologii

- { But professor. you
said yesterday that
x was equal to 2!

: : j




PCR




PLR. Denaturation 94°C

- DOCOOOTOOCOTO0!

I:._;'l' (Andy YVierstracte 1999




PCR

Pocet kopii DNA .... 2" x E

° n ... pocet cykll; E ... efektivita PCR

30 cykld ... teor. 10°
45 cykla ... teor. 102
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DETEKCE PCR
PRODUKTU




® GELOVA ELEKTROFOREZA

°separace:
° agaroza — horizontalni
> polyakrylamid — vertikalni

°barveni: ethidium bromide, stribro, Sybr green

ovizualizace: UV svétlo (transiluminator) (ethidium
bromide, Sybr green)




marker

BTK

2166 2t

specificky produkt PCR ——p

dimery primeru =—>
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,Varianty” PCR

>PCR-SSP, ARMS

* PCR se sekvencné specifickymi primery
* amplification refractory mutation system

°RT-PCR

* reverzni PCR
°multiplex PCR
creal-time PCR

costatni (ACRS...)




Real-time PCR

Marm. Fluoro.

0,1]

Threshold /

10

=]

15 25 a0 35 40 las Cycle
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MOLEKULARNE GENETICKE VYSETRENI
U PID




INAdIkacCe IMOIeKUlalTic
genetickeho vysetreni —
metody

- Jasny klinicky a laboratorni fenotyp — jeden /nékolik malo kandidatnich gent




Fenotypem ,rizena” geneticka

diagnostika
R |
-
CD19N: SCID T- B+
SCID T-B+NK- SCID T-B+NK+
L1 L1
XL, CD 132- Distinctive
yc deficiency clinical
(IL2RG) feature ?
] AR, CD 132+ YL; No
JAK-3 def
wa | ||

Bousfiha A et al., J Clin Immunol 2015; 35 :727-738




INAdIkacCe IMOIeKUlalTic
genetickeho vysetreni —
metody

- Jasny klinicky a laboratorni fenotyp — jeden /nékolik malo kandidatnich gent
> Jedna /nékolik prevalentnich mutaci (C2 deficience)
o jednoducha PCR
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Primy prukaz mutace pomoci PCR — deficit C2

10 LI B I
He m




INAdIkacCe IMOIeKUlalTic
genetickeho vysetreni —
metody

- Jasny klinicky a laboratorni fenotyp — jeden /nékolik malo kandidatnich gent

> Mutace v celém rozsahu genu/ genu (vétsina PID)
> screeningové metody s naslednym Sangerovym sekvenovanim  HISTORIE

=
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SSCP - PRINCIP
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Mutacne screeningové metody
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Molekularne geneticke
vysetreni — vyvoj teehnik

- Jasny klinicky a laboratorni fenotyp — jeden /nékolik malo kandidatnich gent

> Mutace v celém rozsahu genu/ genu (vétsina PID)

o Sangerovo sekvenovani celého genu 2 - potet geni, velikost gendi, urgence
. Y 4 V4

o cilené masivni paralelni sekvenovani — panel gent vySetieni

=
T. FREIBERGER, PGS 2021




NEXT GENERATION SEQUENCING

APLIKACE

Celoexomové/celogenomové sekvenovani
= Cilené sekvenovani — panel gend

Analyza transkriptomu (RNAseq)

Digital gene expression

ChIP sequencing

Methylome sequencing

Small RNA sequencing

Exon 1 2 3 4 =] &
S . —

Fragment and Hybridize Genomic DNA
to SeqCap™ Capture Microarray

T —
Elute fram -_— =
seqCap Array —_— e
> — T —
—
— —

Genome Sequencer

Sequence with 454
FLX System

Yy ryYyrrrryrry
FLLLE

& & F & F & F
L S G

Analyze Exon
Mt g iy g Sequences
| T T 1 ¥ | ‘_.
—HE
HEE R
1SR .
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Molekularne geneticke
vysetreni — vyvoj technik

- Jasny/nejasny klinicky a laboratorni fenotyp — vice/ mnoho kandidatnich gen




Fenotypem ,rizena”
diagnostika - limitace

Vysoka heterogenita PID

o 1 klinicky a laboratorni fenotyp — riizné geny
> 1 gen — ruzné fenotypy

° ruzné projevy u nositell stejné mutace (i v rdmci rodiny)
o gain-of function vs. loss-of-function mutace

=
T. FREIBERGER, PGS 2021




1 fenotyp — ruzné geny

Pre-B Cell Receptor

Precursas Fro-8 cell Pre-B call immaiure B cel
\) "u L j d
COa4 Ccoas M E-El'-l'!-' GhEHﬂ COag- CD%4
CD1e coig CDi1% cDig
sky’ sl BIEh:I'L =iy’ sk
LERZE
Calciume— .
X-vazana agamaglobulinemie ﬁ e ik
. . [ PKC Vav BLNK
AR agamaglobulinemie o —
MAP kinases
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Mature Reviews | Immunalogy




jeden gen — ruzné fenotypy

Missense/compound
heterozygote RAG

Granulomatous RAG
Relatively normal T and B cells
Relatively Normal repertoire
Granulomas, autoimmunity

Hyperinflammation, Autoimmunity

Missense RAG
OMENN'’s Sgndrome

+T-cells, + B-cells
oligoclonal expansion
Restricted Repertoire
Tissue infiltration-rash,L/S, Lymph nodes

Autoimmunity

Null RAG

T-B-SCID
- T-cells, - B cells
No Repertoire
Infections

Severe immunodeficiency

De Ravin et al, Blood 2010, 116(8)

T. FREIBERGER, PGS 2021




1 gen — ruzné fenotypy

mutace PIK3R1 (p85 PIK3)

| P ] i

HETEROZYGOTNI LOSS OF FUNCTION HOMOZYGOTNI LOSS OF FUNCTION HETEROZYGOTNI LOSS OF
FUNCTION
ztrata inhibic¢niho vlivu na p110d = ztrata stability = ,loss of function”
»gain of function” p110 delta p110 delta sniZzena interakce s IRS

AD APDS AR AGAMAGLOBULINEMIE SHORT syndrom, AD

T. FREIBERGER, PGS 2021




Molekularne geneticke
vysetreni — vyvoj teehnik

o
o

o

- Jasny/nejasny klinicky a laboratorni fenotyp — vice/ mnoho kandidatnich gen
o Mutace v celém rozsahu jednotlivych gent (vétsina PID /xGOF mutace)
o cilené masivni paralelni sekvenovani (NGS) — panel gent
o celoexomové masivni paralelni sekvenovani (WES)
° (celogenomové masivni paralelni sekvenovani (WGS))

T. FREIBERGER, PGS 2021




NEXT GENERATION SEQUENCING

APLIKACE
=» Celoexomové/celogenomové sekvenovani
Cilené sekvenovani — panel genu
Analyza transkriptomu (RNAseq)
Digital gene expression
ChIP sequencing
Methylome sequencing
Small RNA sequencing

4 5
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Fragment and Hybridize Genomic DNA
to SeqCap™ Capture Microarray

- —
Elute from —
seqCap Array —_— e
> — R —
— -
— —
Sequence with 454
Genome Sequencer
FLX System
Analyze Exon
Sequences
fp—
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Porovnani cileného a
celoexomoveho sekvenovani
(WES) TRENDY

Rychlejsi, méné nakladné Pomalejsi, drazsi
LepsSi pokryti genl zajmu, delsi Mensi primérné pokryti, mensi
intronové sekvence zabér intronu

Oveérené geny pro danou skupinu Moznost objevu nového genu,
onemocnéni necekanych souvislosti

Meéné variant, snazsi interpretace Vice variant, obtiznéjsi intepretace

Prvni krok Dalsi krok v pripadé negativniho
vysledku panelu (ev. > WGS)

T. FREIBERGER, PGS 2021




Molekularne geneticke vysetreni —
interpretace vysledku

- pokrocilé technologie (NGS...) — ¢im dél‘snaiéi detekovat‘mutace

Interpretace
o Varianty jiZz studované a popsané jako kauzalni/ funkéné vyznamné (patogenni)
o kauzalni

> Nové varianty —|obt|'iné interpretovat

o Jsou funkéné vyznamné? — maji skutec¢né vliv na mRNA, strukturu a/nebo
funkci proteinu, fenotyp pacienta

T. FREIBERGER, PGS 2021




" ’ ’ "
WES - filtrovani variant
Sequence Read Alignys
266-fold coverage gions Intronic?

SNV Discovery

819,220 single-nucleotide variants (SNVs) 8 19’ 220 SNVs
Gene anngiatios

8,46€qonsynonymoydENVs  Synonymous? 8,464 non-synonymous SNVs
dbSNP-based Filtering : _

443 nonsynonymous SNVs not in dbSNP 443 non-synonymous SNVs not in dbSNP
1000GP-based Filterin i

294 nonsynonymous SgNVs not in 1000GP 294 NOoN-synonymous SNVs not in 1000GP
In-house SNV DB-based Filtering

143 sample-specific nonsynonymous SNVs 143 sample specific non-synonymous SNVs
Homozygous Classification

4 homozygous, nonsynonymous SNVs 4 homozygous, non-synonymous SNVs
Computational identification of damaging SNVs . o

| damaging, homozygous stop-gain in CARD11 1 damaging, homozygous stop-gain in CARD11

 EREBERGER. PGS 2021 Greil J et al. 2013; JACI, 131:1376-83



Jsou nove detekované varianty
funkCne vyznamne?

Co pomuze?

- vyskyt varianty v kontrolni (zdravé) populaci
- odpovidajici fenotyp, segregace s fenotypem (v rodiné)
- typ mutace (predcasny stop kodon vs. zaména aminokyseliny)

- predikce vyznamu in silico

Co je klicové?
- funkcni analyzy

(- analyza transkriptomu /RNAseq)

=
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Kauzalita mutaci

Pravdépodobné patogenni v iv. v
Predcasné ukonceni

> Nonsense
Malé frameshift delece/duplikace » trlanslace ,a{r)ebo .
vyZznamna cast protelnu

Velké delece/duplikace

o

o

o Porusujici sestfih mRNA chybi
o Komplexni
Nejasného vyznamu Vliv na |
> Missense - vazbu ligandu?
> Malé in-frame delece/inserce » - terciarni strukturu?
> Promotorové varianty - prenos signalu?
o Tiché substituce - transkripci?
o Intronové varianty - sestrih?

T. FREIBERGER, PGS 2021




Molekularne geneticke vysetreni —
interpretace vysledkU  ummace

Falesné negativni vysledky
- mutace neni pouzitymi technikami zachycena
> metody nemaji 100% senzitivitu; nékteré metody navic nedetekuji velké inzerce
Ci delece
- mutace lezi mimo sledovanou oblast (3" neprekladana oblast, introny...)
- varianty hodnocené jako VUS maji funkéni vyznam (alternativni sestfih mRNA...)

> negativni vysledek nevylucuje diagnozu

Spravne negativni vysledky

- nejedna se o dané onemocnéni (= defekt lezi v jiném genu)

T. FREIBERGER, PGS 2021




Molekularne geneticke vysetreni —
interpretace vysledku  umimace

Falesné pozitivni vysledky

> detekovana zména nema funkcni vyznam a nesouvisi se vznikem
onemocneni

o selhani metody + nedostatecna kontrola

T. FREIBERGER, PGS 2021




Vysetreni TREC — screening
SCID




T-Cell Receptor Excision Circles (TRECSs)

V brzliku dochazi k vytvareni unikanich T-bunécnych receptoru
(TCR) V(D)J rekombinaci jednotlivych TCR regionu

¥
Vedlejsim produktem jsou excisni krouzky DNA (TRECs)

Figure 1 Schematic representation of T-cell receptor excision
circle formation

Mnozstvi TRECs koreluje s

v . , v V regions [52) I:l1 {1 .lI (€] CI (] D5(1:| Jin:'u‘] C?n:1:|
poctem naivnich T-bunék v ImiE— - .
k . (EndogenousT cell receptor (TCR) gene)

Vi 1

gPCR kvantifikace TRECS je —ii
/ \ TREC

vhodny diagnosticky marker Py
SCI D Rearranged TCR gene

Rearrangement of the T-cell receptor (TCR) gene yields the formation of
a circular piece of DNA, the T-cell receptor excision circle.

Prevzato z Chase. Curr. Opin. All. Imm. 2010, 10:521-5256
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Kappa-deleting receptor excision circles (KRECs)

Obdoba TRECs u vyvoje B-lymfocytu

Marker vyvoje B-bunék, koreluje s mnozstvim naivnich B-

bunék
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TREC and KREC copy numbers in dried blood spot samples (DBSS) from anonymized Guthrie
cards and retested samples and in patients diagnosed with SCID, XLA, AT, NBS, X-HIGM, CVID,

or laAD
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THM

Molekularné genetické vysetreni je velmi silnym
nastrojem v diagnostice PID

o Masivni paralelni sekvenovani - panel genu > WES — analyza
velkého mnozstvi gentd v kratkém case

> Narocna interpretace vysledkl - nalez mutace neznamen3
automaticky, ze se jedna o pri¢inu onemocnéni LIMITACE

> Negativni vysledek nevylucuje danou diagnozu

o Funk¢ni studie jsou ¢asto nezbytné k prukazu vlivu novych
mutaci na mRNA a/nebo strukturu a funkci proteinu
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