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RESUM

Introduccié: com el seu nom indica, la immunodeficiéncia comuna variable (IDCV),
I’error innat de la immunitat (IEI) simptomatic més freqiient, mostra una gran
variabilitat pel que fa a la seva presentacié clinica, I'edat i la gravetat. Tot i que
s’assumeix una base genética complexa, poligénica i fins i tot epigenética, s’han
identificat causes monogéniques que fins ara expliquen el 15-30% dels casos, fet que
fa recomanable definir en quins casos esta més indicat un estudi genétic en la practica
assistencial a un pacient amb IDCV, especialment en ambits on sigui necessaria

aquesta prioritzacio.

Hipotesis: (1) Una aproximacié mitjangant seqiienciacié genética massiva permet
identificar una subcohort de pacients amb un defecte monogenic i una potencial
aplicacié d'un tractament dirigit que millori el prondstic del pacient respecte al
tractament de suport habitual ofert a les formes poligéniques/no filiades d'IDCV, aixi
com un assessorament genétic i preconcepcional a pacient i familiars. (2) L’avaluacié
dels parametres clinics i immunologics permet determinar en quin subgrup de
pacients amb IDCV cal prioritzar la realitzacié de ’estudi genétic a nivell assistencial

en cas de no poder-se realitzar en la seva totalitat.

Obijectius: els objectius principals del treball son (i) determinar el percentatge de
formes monogeniques i els gens causals a la cohort de pacients amb diagnostic
d’IDCV i (ii) determinar el fenotip clinic i immunitari dels pacients amb més
probabilitat de tenir un defecte monogénic que indiqui la necessitat de dur a terme un
estudi genétic a nivell assistencial. Els objectius secundaris del treball son: (iii)
validar la utilitzacio de la determinacié de les cadenes lleugeres lliures en serum com
a potencial biomarcador pel diagnostic d’IDCV, (iv) caracteritzar molecularment i
funcional les noves variants genetiques identificades en I'estudi, (v) estudiar els casos
familiars segons el patré d’heréncia per detectar casos secundaris i oferir consell
genétic i (vi) identificar els pacients amb variants genetiques monogéniques

susceptibles de rebre una terapia dirigida que pugui millorar el seu prondstic.

Pacients i métodes: es tracta d’un estudi d’una cohort de pacients pediatrics i adults,

diagnosticats d’IDCV a I’Hospital Universitari Vall d’Hebron i a 1’Hospital
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Universitari de Bellvitge, Barcelona. Es revisen els criteris diagnostics segons la
classificacio de I’'ICON (The International Collaboration in Asthma, Allergy and
Immunology) de 2015 i es recullen diferents parametres clinics i immunologics.
S'ofereix als casos confirmats d’IDCV un diagnostic genétic mitjancant NGS (Next-
Generation Sequencing) utilitzant un panell de gens que inclou 323 gens préviament
definits com a causants d’IEL Les variables amb major rellevancia clinica i amb
evidencies estadistiques de trobar una variant genetica causal s'han incorporat en un
model de regressié logistica multivariant, realitzant dos estudis: un per a totes les
variants genétiques trobades i un per a només les variants genétiques que considerem
causals. Es realitzen models amb i sense interaccions. Es duen a terme totes les
técniques necessaries en cada cas per avaluar I’impacte de les noves variants
genétiques identificades a nivell molecular i funcional i s’ofereix assessorament
genétic i preconcepcional als pacients amb un resultat concloent i als seus familiars.
Es realitza la quantificacié de les cadenes lleugeres lliures en sérum (sFLC) x i A

mitjancant turbidimetria.

Resultats: s’obté una cohort de 148 pacients que compleixen criteris d’IDCV dels
quals 136 s’estudien genéticament. S’identifiquen un total de 36 variants genétiques
patogeniques (26,4%), essent 24 d’elles causals (17,6%) i 12 associades a IDCV
(8,8%). S’han analitzat a nivell molecular i funcional un total d’11 pacients amb
variants genétiques no descrites préviament a la literatura confirmant 10 casos i
descartant-ne un. Es realitza estudi genétic familiar en un total de 14 families (38,8%)
amb mostra d’ADN disponible identificant 17 casos de portadors i 9 casos de malalts
gue no havien estat detectats préviament. Set pacients de la cohort es consideren
potencialment beneficiaris d’un tractament dirigit i especific amb farmacs
immunomoduladors i 1 potencial beneficiari de trasplantament de precursors
hematopoétics (TPH). Finalment, s’estableix un model predictor de formes
monogéniques d’IDCV amb una sensibilitat de 0,8333, una especificitat de 0,8214 i
una area sota la corba (AUC, de I’anglés area under the curve) de 0,8707 en els
pacients que debuten a edats precoces. Aquests presenten un augment dels limfocits B
de transicid i un fenotip clinic que s’associa a infeccions i altres manifestacions
d’immunodesregulacio. En la comparativa dels diferents biomarcadors d’IDCV es

demostra que el més robust és la determinacio de les SFLC i que la seva addici6 als
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criteris establerts permet detectar casos d’IDCV que no s’haguessin catalogat d’ IDCV

degut a una resposta vacunal normal o no realitzada.

Conclusions: (i) s’ha detectat una causa monogénica causal en un 17,6% de casos en
una cohort de pacients diagnosticats amb IDCV. (ii) Els criteris que han resultat ser
rellevants per a I’estudi genétic sdn: 1’edat d’inici de simptomes, la preséncia d’altres
manifestacions cliniques a part d’infeccions i la preséncia de limfocits B de transicio
elevats. (iii) Les cadenes lleugeres lliures en seérum (k i A) sén un bon biomarcador pel
diagnostic d’IDCV. (iv) Disposar de les eines necessaries per a 1’analisi funcional de
les variants genetiques no descrites o de significat incert ens ha permés confirmar les
nostres troballes en un percentatge significatiu de pacients. (v) La nostra aproximacio
diagnostica ha permés realitzar I’estudi genetic familiar i oferir consell genétic tant a
pacients com a familiars. (vi) L’estudi genétic ens ha permés identificar pacients que

es poden beneficiar potencialment de tractaments especifics.
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ABSTRACT

Introduction: as its name indicates, common variable immunodeficiency (CVID), the
most common symptomatic inborn error of immunity (IEI), is highly variable in its
clinical presentation, age and severity. Although a complex, polygenic and even
epigenetic genetic basis is assumed, monogenic causes have been identified that so far
explain 15-30% of cases, which makes it advisable to define in which cases a genetic

study is most necessary in order to care for the patient.

Hypotheses: (1) An approach using massive genetic sequencing allows identifying a
subcohort of patients with a monogenic defect and a potential application of a targeted
treatment that improves the prognosis of the patient compared to the usual supportive
treatment offered to polygenic forms not affiliated with CVID, as well as genetic and
preconception counseling for patients and relatives. (2) The evaluation of clinical and
immunological parameters allows to determine in which subgroup of CVID patients it
is necessary to prioritize doing a genetic study at healthcare level if it cannot be
carried out for everyone.

Objectives: the main objectives of this project are (i) to determine the percentage of
monogenic forms and causative genes in the cohort of patients diagnosed with CVID
and (ii) to determine the clinical and immune phenotype of patients most likely to
have a defect monogenic that indicates the need to perform a genetic study at
healthcare level. The secondary objectives are: (iii) to validate the use of the
determination of free light chains in serum as a potential biomarker for the diagnosis
of CVID, (iv) to characterize molecularly and functionally the new genetic variants
identified in the study, (v) to study familial cases according to the pattern of
inheritance to detect secondary cases and offer genetic counseling and (vi) to identify
patients with a monogenic genetic variant likely to receive targeted therapy that may

improve their prognosis.

Patients and methods: this is a study of a cohort of pediatric and adult patients,
diagnosed with CVID at Vall d'Hebron University Hospital and Bellvitge University
Hospital, Barcelona. The diagnostic criteria are reviewed according to the 2015 ICON
(The International Collaboration in Asthma, Allergy and Immunology) classification
and different clinical and immunological parameters are collected. Confirmed cases of

CVID are offered a genetic diagnosis by NGS (Next-Generation Sequencing) using a
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gene panel that includes 323 genes previously defined as causing IEI. The variables
with greater clinical relevance and statistical evidence of finding a causal genetic
variant have been incorporated into a multivariate logistic regression model,
performing two studies: one for all the genetic variants found and one for only the
genetic variants considered causal and models with and without interactions are
performed. All the necessary techniques are carried out in each case to evaluate the
impact of the new genetic variants identified at the molecular and functional level,
and genetic and pre-conception counseling is offered to patients with conclusive result
and their relatives. Serum-free light chains (SFLC) k and A are quantified by
turbidimetry.

Results: a cohort of 148 patients meeting CVID criteria was obtained, of which 136
were studied genetically. A total of 36 (26.4%) pathogenic genetic variants were
identified, 24 of them being causal (17.6%) and 12 associated with CVID (8.8%). A
total of 11 patients with genetic variants not previously described in the literature
were analyzed at the molecular and functional level, confirming 10 cases and ruling
out one. A family genetic study was carried out in a total of 14 families (38.8%) with
available DNA samples identifying 17 carriers and 9 patients who had not been
previously detected. Seven patients in the cohort are considered potential beneficiaries
of targeted and specific treatment with immunomodulatory drugs and one potential
beneficiary of TPH. Finally, a predictive model of monogenic forms of CVID is
established with a sensitivity of 0.8333, a specificity of 0.8214 and an AUC (area
under the curve) of 0.8707 in patients whose onset was at a young age, have an
increase in transitional B lymphocytes and a clinical phenotype that associates
infections and other manifestations of immune dysregulation. In the comparison of
the different biomarkers of CVID we demonstrate that the most robust is the
determination of sSFLCs and that their addition to the established criteria allows us to
detect CVID cases that had not been catalogued as CVID due to normal or not

assessed vaccine response.

Conclusions: (i) A monogenic cause has been detected in 17.6% of cases in a cohort
of patients diagnosed with CVID. (ii) The criteria that have turned out to be relevant
for the genetic study are the age of onset of the symptoms, the presence of other
clinical manifestations apart from infections and the presence of elevated transitional

B lymphocytes. (iii) Free light chains in serum (k and A) are a valuable biomarker for
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the diagnosis of CVID. (iv) Having the necessary tools for the functional analysis of
undescribed genetic variants or variants of uncertain significance has allowed us to
confirm our findings in a significant percentage of patients. (v) Our diagnostic
approach has made it possible to carry out the family genetic study and to offer
genetic counseling to both patients and relatives. (vi) The genetic study has allowed

us to identify patients who can potentially benefit from specific treatments.
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1. ERRORS CONGENITS DE LA IMMUNITAT

Els errors congénits de la immunitat (IEI, de 1’anglés inborn errors of
immunity) s6n un grup heterogeni de més de 500 malalties congénites que causen
alteraci6 quantitativa i/o funcional dels diferents mecanismes implicats en la resposta
immunitaria. Les persones afectades d’un IEI presenten, de manera variable, una
major susceptibilitat de patir infeccions, fendmens autoimmunitaris i inflamatoris,
neoplasies i al-lergies. Tot i que el terme IDP (o PID de I’anglés primary
immunodeficiencies) esta molt estés, estudis recents han manifestat la necessitat de
reanomenar-los errors innats de la immunitat (IEI) ja que aquest terme defineix millor
i inclou els trastorns amb disfuncié immunitaria que presenten autoimmunitat,
autoinflamacid, al-lérgia o predisposicié a la malignitat. A més alguns d'ells estan
causats per un guany de funci6 o un defecte en la regulacié immune i no a causa d’un

déficit com a tal.[1]

Els IEI afecten al voltant d’1 de cada 2.000 nounats vius, tot i que sbn entitats
infradiagnosticades. Més del 60% dels afectats es diagnostiquen en edat infantil i el
10% (les més greus) es poden diagnosticar al néixer mitjangant el cribratge neonatal
per a la immunodeficiéncia combinada greu (IDCG). Estudis recents han demostrat
que els IEI podrien ser més comuns del que s’havia estimat préviament i que

aproximadament un 1-2% de la poblacio estaria afectada.[2]

La majoria dels IEI son malalties monogeniques (on un Unic gen esta alterat), i
segueixen un patrd d’heréncia mendelia. Aquests IEI sén els que estan millor definits
i a nivell genétic cal tenir en compte el patré d’heréncia (AD, AR o XL), el
mecanisme d’accid: pérdua de funcié (LOF, de I’angleés loss of function) o guany de
funcié (GOF, de I’anglés gain of function), i si Dalteracié genética és germinal o
somatica. De fet, de forma estricte el concepte de variants genétiques somatiques
queden excloses del concepte innat (inborn, en anglés) tot i que es troben dins de la
classificacio de la IUIS.[3]
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L’alta heterogeneitat entre els diferents IElI fa necessaria la classificacid de les

diferents entitats. Es per aix0 que la OMS va constituir un comité a I’any 1970 amb la

finalitat de catalogar els diferents IEI. Des de 2013, la “International Union of

Immunological Societies (IUIS)” publica cada dos anys una actualitzacié dels

diferents IEI. La més actual en el moment de la redaccié d’aquest treball és la del juny

del 2022 en la qual afegeix 55 IEI nous als 442 previament descrits al treball del
2019.[3,4]

Aixi, els IEI es classifiquen en 10 grups en funcié d’on es troba el seu defecte. Les

caracteristiques de cada grup s’exposen de forma breu a continuacié i a la Taula 1A

(Annexos).

@)

O]

©)

Immunodeficiéncies combinades, que afecten la immunitat cel-lular i humoral.

Inclou la immunodeficiéncia combinada greu (IDCG), altres immunodeficiencies
combinades (IDC) amb defectes de la immunitat cel-lular (limfocits T, LT) i de la
immunitat humoral (limfocits B, LB). Els pacients que pateixin un IEI d’aquest
grup son susceptibles a patir infeccions greus per maltiples microorganismes i
processos d’autoimmunitat en major o menor grau. Aquest subgrup té una
freqUencia de 10,3% sobre el total dels IEI segons les darreres dades de I’ESID
Registry.

Altres immunodeficiéncies ben definides (immunodeficiéncies combinades sovint

amb caracteristiqgues sindromigues associades). Aquest grup inclou IEI

heterogenis entre ells amb defecte T i/o B i amb altres manifestacions sistemiques
extraimmunitaries, ocasionalment relacionades amb alteracions cromosomiques
associades a fenotips sindromics. Aquest subgrup té una frequéncia de 15,1%

segons les dades de ’ESID Registry.

Defectes predominantment d’anticossos. En aquest grup trobem els IEI més
comuns. Els IEI inclosos en aquest grup estan causats per defectes en el correcte

desenvolupament i diferenciacio dels limfocits B provocant un defecte en la
sintesi d’anticossos. Com a conseqliéncia, els pacients que pateixen defectes en
anticossos tenen infeccions bacterianes recurrents i/o elevada susceptibilitat a
fendmens autoimmunitaris. En  funcié del subtipus d’lg circulant

disminuida/absent i de les diferents subpoblacions de LB afectades, classifiquem
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les diferents entitats d’aquest grup. Es una categoria molt amplia i diversa ja que
hi podem trobar des de defectes greus d’agammaglobulinémia amb abséncia de
LB, reduccié greus de les IgG i IgA sériques amb IgM normal/elevada i nombre
normal de cél-lules B (hiper IgM), defectes d’isotips, de cadenes lleugeres o
deficiencies funcionals amb un nombre generalment normal de LB o reducci6
greu d'almenys 2 isotips d’Ig sériques amb un nombre normal 0 baix de cél-lules
B (fenotip d’immunodeficiencia comuna variable, IDCV), motiu de la present tesi
doctoral. La IDCV és un calaix de sastre on s’engloben tots els IEI que
compleixen una serie de criteris diagndstics i que no tenen un defecte genétic
conegut. En conjunt, aquest subgrup de defectes d’anticossos és el més freqient i
té una frequiéncia de 50,5% segons les dades de I’ESID Registry.

Malalties de desrequlacié immunitaria. Aquesta és una gran i diversa categoria

d’IEI causada per alteracions genétiques que afecten mecanismes que controlen el
sistema immunitari. Alguns d'aquests IEI s'han afegit durant els darrers anys i es
divideixen en sis categories: limfohistiocistosi hemofagocitica familiar (FHL, de
I’anglés familial haemophagocytic lymphohistiocytosis), defectes de limfocits T
reguladors, fendmens autoimmunitaris amb o sense limfoproliferacio, sindrome de
limfoproliferaci6 i  autoimmunitat (ALPS, de I’anglés autoimmune
lymphoproliferative ~ syndrome),  immunodesregulaci6 amb  colitis i
interferonopaties. Aquest subgrup té una freqiiencia de 5,8% segons les dades de
I’ESID Registry.

Defectes congénits de nombre i/o funcié dels fagocits. En aquesta categoria

trobem els IEI causats per alteracions genétiques que afecten al correcte
funcionament dels fagocits, ja sigui de manera quantitativa (en nombre) o
qualitativa (en funci6). Pel que fa als defectes que afecten al nombre, hi trobem les
neutropénies congénites com pot ser el cas de deficiéncia d’elastasa per variants
genétiques al gen ELANE. Pel que fa als defectes funcionals, hi podem trobar
defectes en la motilitat (per variants genetiques als gens LAD1, LAD2, RAC2, etc.)
i defectes a I’esclat respiratori (causats per variants genetiques als gens que
codifiquen per proteines que formen part del complex de la NADPH oxidasa;
CYBB, CYBA, NCF1, NCF2, etc.). Aquest subgrup té una freqiiencia de 8,2%
segons les dades de ’ESID Registry.
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Defectes en la immunitat innata i intrinseca. Aquesta categoria inclou diversos IEI

causats per defectes genétics que posen els pacients en risc d'infeccions greus per
part de determinats microorganismes, inclosos micobacteris, virus i fongs. Hi
trobem la susceptibilitat mendeliana a la malaltia micobacteriana (MSMD) per
defectes a la via de d’interfer6 gamma, 1’epidermodisplasia verruciforme (VPH),
la predisposici6 a infeccions viriques greus, 1’encefalitis per virus herpes simplex
(HSE), la predisposici6 a malalties flungiques invasores, la predisposicié a
candidiasi mucocutania i la deficiencia de la via de senyalitzaci6 TLR amb
susceptibilitat bacteriana. També altres IEIl relacionats amb teixits no
hematopoetics i altres errors innats de la immunitat relacionats amb leucdcits.

Aquest subgrup té una freqliéncia de 2,1% segons les dades de I’ESID Registry.

Transtorns autoinflamatoris. Els trastorns autoinflamatoris son malalties derivades

d’una hiperinflamacié causada principalment per 1’estimulacié anormal del
sistema immunitari innat. Aquest grup es divideix en (i) interferonopaties de tipus
1 on la producci6 dels IFN de tipus | es veu alterada causant les manifestacions
cliniques classiques de la Sindrome de Aicardi-Goutiéres (AGS), (ii) defectes que
afecten I’inflamasoma provocant febres periodiques, urticaries inflamacio i (iii)
afeccions no inflamasomiques causant artritis inflamatoria autoimmune i
inflamaci6 articular entre d’altres manifestacions autoinflamatories. Aquest

subgrup té una frequiéncia de 3% segons les dades de I’ESID Registry.

Deficiéncies del complement. Els defectes congénits en proteines del sistema de

complement incrementen la susceptibilitat a patir infeccions i fenomens
autoimmunitaris. Aquest grup es divideix en dues subclasses: (i) deficiencies en
components de la cascada del complement i (ii) defectes en els factors reguladors
del complement. Els defectes en els components de la cascada del complement
augmenten la susceptibilitat a infeccions per microorganismes encapsulats
(variants genétiques a C1QA, C1QB, C2, C3, C4, etc,) i per bacteris del génere
Neisseria spp. (variants genétiques a C5-C9, etc.). També augmenten el risc de
patir trastorns autoimmunitaris (com el lupus), mentre que els defectes de les

proteines reguladores del complement poden conduir a trastorns greus a causa de
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la sobreactivacio del sistema del complement. Aquest subgrup té una freqiiéncia
de 3,6% segons les dades de I’ESID Registry.
(9) Insuficiéncia de medul-la dssia. Les sindromes d'insuficiéncia de medul-la dssia

son un grup heterogeni de malalties hematoldgiques no malignes caracteritzades
per citopénies d'un o diversos llinatges. Aquest grup inclou totes les variants
genetiques causants d’anémia de Fanconi o de discqueratosi congenita i s’han

inclos recentment en la classificacié dels IEI de la IUIS.

(10) Fenocopies d’IEI. Aquesta és una categoria relativament nova d’IEI que es va
afegir a la classificacié de la IUIS a I’any 2014. Es caracteritza per presentar
variants genetiques que no han estat heretades, sindé que s’adquireixen al llarg de
la vida a causa de variants genétiques somatiques o bé quan el defecte immunitari
esta causat per autoanticossos contra diverses citocines, com és el cas dels
autoanticossos que neutralitzen els IFN de tipus | presents en ~ 20% de les morts
per COVID-19.[5]

Els percentatges de frequéncia relativa que es presenten en aquest apartat han estat
obtinguts a partir del “ESID Registry Network Reporting Tool”: https://cci-

reporting.uniklinik-freiburg.de/

1.1. Manifestacions cliniques dels IEI

La manifestacié clinica més ampliament associada amb els IEI son les infeccions
greus i/o recurrents. No obstant, cal tenir en compte altres manifestacions cliniques
fruit de la desregulaci6 immunitaria aixi com manifestacions sindromiques
extraimmunitaries en alguns casos. Segons el treball de Thalhammer et al. en el que
analitzen dades de 16.486 pacients europeus registrats a I’ESID Registry, el 68% dels
pacients presentaven inicialment només infeccions, el 9% només signes de
desregulacié immune (és a dir, manifestacions autoimmunes i autoinflamatories) i un
9% una combinacié d'ambdues. Les caracteristiques sindromiques van ser la
caracteristica de presentacid en el 12% dels pacients, 1'1,5% només es van

diagnosticar per antecedents familiars i el 0,8% presentava malignitat. Es a dir, uns
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signes d’alerta centrats exclusivament en les infeccions haurien exclos al voltant d’un

25% de pacients amb IEI que debuten amb altres manifestacions.[6]

Pel que fa a I’edat de presentacio, els IEI es poden presentar a qualsevol edat, essent
més freqlient en els infants menors d’un any (32,8%) i en els d’1 a 5 anys (30,4%).
Meés del 75% dels pacients tenen simptomes abans dels 16 anys, mentre que el 9% els
presenten després dels 40 anys. Pel que fa al patré de manifestacions cliniques, les
infeccions son les més freqiients al llarg de tots els rangs d’edat. No obstant, la
desregulacié immune pren forca entre els 6 i 25 anys, amb predomini masculi fins als

10 anys, passant a predomini femeni després dels 40 anys.[6]

La manifestacio clinica més freqiient en els defectes predominants d’anticossos sén
les infeccions recurrents i/0 greus (principalment del tracte respiratori i/o el tracte
gastrointestinal). Els anticossos s6n crucials per a proporcionar una immunitat normal
a I’hoste enfront als patogens; neutralitzen directament els patdgens per prevenir
infeccions i juguen un paper fonamental en la fagocitosi, la citotoxicitat cel-lular
depenent d'anticossos i l'activacié del complement. Afortunadament, en cas de
deficiencia aquestes infeccions es poden controlar -si més no, parcialment- mitjancant
el tractament substitutiu amb gammaglobulines i amb profilaxi antimicrobiana.
Malgrat aix0, altres manifestacions cliniques freqlients en aquest grup d’IEI com sén
la desregulacié immune o els tumors malignes no compten amb mesures preventives
eficaces més enlla d’un seguiment clinic estret i el seu tractament sovint no esta

estandarditzat.

Pel que fa al grup de deficiéncia predominant d’anticossos (grup 3 de la IUIS) que és
en el que ens centrarem en el present treball, es caracteritza per tenir un 9% de
pacients amb immunodesregulacio amb infeccions i un 5% amb immunodesregulacio
sense infeccions. En el cas de la IDCV s6n d’un 11% i un 6%, respectivament, segons
Thalhammer et al.[6]
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1.2. Aproximacio diagnostica dels IEI

Davant de la sospita d’un IEl, s’han de realitzar una série d’analisis hematologiques,
bioquimiques i immunologiques per poder orientar el diagnostic. De fet, la realitzacid
d’un hemograma i la determinacié de les immunoglobulines sériques és suficient per

a poder orientar el diagnostic d’IEI inicialment a la majoria dels casos.

Les proves de laboratori es poden classificar en 4 nivells; les proves de nivell basic i
de primer nivell es realitzaran en centres d’atencié primaria o hospitals que disposin
de laboratoris amb els recursos necessaris. Les proves de segon i tercer nivell es

realitzaran en centres de referéncia.[7]

Per a poder valorar els resultats de les proves de laboratori s'han establert valors de
referéncia en pacients sans. S’ha de tenir en compte que els valors de referéncia
varien amb 1’edat i que, per tant, és molt important poder disposar d’uns valors de
referéncia per a diferents grups d’edat de les diferents proves de laboratori. Es per
aix0 que a l’any 2018, el nostre grup va publicar el treball “Extended
Immunophenotyping Reference Values in a Healthy Pediatric Population” en el qual
varem elaborar uns valors de referencia propis de poblacions limfocitaries,
subpoblacions limfocitaries avangades i TRECs, i el treball “Age-specific pediatric
reference ranges for immunoglobulins and complement proteins on the Optilite™
automated turbidimetric analyzer”, en el que varem elaborar uns valors de referéncia
propis d’immunoglobulines, subclasses i proteines del complement. [8,9] Ambdos
treballs s’ha utilitzat per determinar els valors de normalitat en la present tesi

doctoral.

En el cas dels IEI per deéficits d’anticossos, I’aproximaci6é diagnostica es basa en
Iestudi de valors d'immunoglobulines, ’avaluaci6 de la produccié d'anticossos, les
subpoblacions de limfocits B que permetin orientar a un defecte genétic concret o
Pestudi de les cadenes lleugeres lliures en serum. Aquest Ultim, ha estat recentment
proposat per Scarpa et al. com un nou potencial biomarcador d’IDCV, sobretot
destacant la seva utilitat per a diferenciar la IDCV d’altres causes
d’hipogammaglobulinémia. [10] A més, al 2018 Pecoraro et al. proposaven la

globulina calculada (CG) (la diferéncia entre els valors serics de proteina total i
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d'albimina, que reflecteix els valors serics d'immunoglobulina) com a prova de
cribratge per a la deficiéncia d'anticossos, amb 1’objectiu de reduir els retards de
diagnastic, millorar el pronastic a llarg termini i reduir els costos sanitaris de la
deficiéncia d'anticossos especialment en aquells ambits assistencials on no es

sol-liciten habitualment estudis immunitaris com pot ser a I’atenci6 primaria.[11]

Les proves de laboratori inicials solen ser quantitatives, en les que es determina el
nombre de cél-lules o molécules totals (expressat en nombres absoluts “x 10%L”) o
relatives (expressat en percentatges “%”) per detectar si algun tipus cel-lular esta
alterat i orientar aixi el defecte immunologic. Si I’estudi quantitatiu és troba dins els
valors de referéncia per0d es manté la sospita cal procedir a la realitzacié de proves
qualitatives, en les que s’estudiara la funcionalitat d’aquestes cél-lules. Per
determinar-ho, és necessaria la utilitzacié d’una mostra de donant sa per confirmar
que P’experiment ha funcionat correctament. En el cas de I’estudi funcional de les
immunoglobulines mitjangant la resposta vacunal, s’estudia la resposta d’anticossos
especifica a les vacunes administrades comparant el resultat obtingut just abans de la
vacunacio amb el resultat obtingut 3-4 setmanes després de 1’administracié de la
vacuna. Es important incloure vacunes proteiques (tétanus i diftéria) aixi com de
polisacarids (Streptococcus pneumoniae o Salmonella typhi Vi) a I’hora de valorar la

funcionalitat de la resposta immunitaria.

Un punt clau en el diagnostic dels IEI s6n els estudis genétics. La seqiienciacio
Sanger, la primera aproximacié genetica pel diagnostic d’IEI, va ser desenvolupada
I’any 1977 i es va convertir en el métode de seqienciacio més utilitzat durant
aproximadament 40 anys. No obstant, és una técnica costosa i lenta ja que s’ha
d’estudiar cada gen de manera individual. Seguidament, i amb la irrupci6 de la
seqlienciacié genética massiva (NGS de I’anglés next generation sequencing), es va
implementar la utilitzaci6 de panells personalitzats amb I’avantatge de 1’enriquiment
dels gens relacionats en una malaltia en concret pero amb I’inconvenient que les
zones no codificants no son seqlienciades (aquesta limitacié també és compartida en
la seqiienciacié Sanger). Diversos enfocaments de NGS, que van des de la
seqlienciacié del genoma complet (WGS), la seqiienciaci6 de I'exoma complet (WES)

fins a la seqlienciacid6 més restringida d'un panell personalitzat amb gens especifics
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s'han utilitzat amb éxit per al diagnostic dels IEI.[12] Actualment, la manera
d’enfocar els estudis genétics d’IEI als hospitals terciaris de Catalunya és la
realitzacié del panell especific d’IEI en primera instancia dins de la practica
assistencial. Si el panell surt negatiu i persisteix la sospita de malaltia de base geneética

la recomanacié és realitzar WES o, en alguns casos concrets, WGS.

Independentment dels factors genétics, el desenvolupament de les diferents cel-lules
immunitaries és un procés estretament regulat en el que participen molts factors
diferents com sén els factors epigenétics. Les modificacions epigenétiques s'estan
convertint en objectius terapeutics clau en altres malalties on la seva contribucié es
coneix des de fa més temps, com el cancer. Recentment, s’ha proposat ’epigenética
com a "tercer eix" (juntament amb la genética i els agents externs) a considerar en

I'etiologia de les immunodeficiéncies, ja siguin primaries o secundaries. [13]

L’algoritme de treball tradicional fins els tltims anys del nostre centre, ha estat la
realitzacié de proves immunitaries rutinaries, les posteriors proves funcionals en
funcid del tipus cel-lular o proteina afectada, finalitzant amb la realitzaci6 de I’estudi
genétic orientat (és a dir, la sequenciacié Sanger). No obstant, amb al incorporacié de
I’NGS hi ha hagut un canvi de paradigma pel que fa a I’ordre de proves a seguir,
essent el panell genétic la prova de referéncia i la realitzacié de proves funcionals
pertinents a posteriori per la confirmacié de la patogenicitat de les variants d’interés

identificades.

Trobar un defecte genetic potencialment causant de malaltia no sempre és sindonim de
diagnosticar al pacient amb éxit. Quan les variants genétiques trobades no han estat
préviament descrites a la literatura, i especialment en els casos de variants genetiques
que provoquen canvis d’aminoacid, s’utilitzen predictors computacionals com son el
PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) i el SIFT (Sorting Intolerant From
Tolerant), entre molts d’altres, per estimar quin pot ser I’efecte de la variant
genetica.[14,15] Son eines que prediuen el possible impacte d’una substitucié d’un
aminodcid per un altre a la estructura i funcié d’una proteina humana considerant
parametres fisico-quimics i evolutius.[16] No obstant, sempre cal dur a terme estudis

immunologics i funcionals per confirmar la patogenicitat de les variants trobades i
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determinar les anomalies funcionals relacionades amb la via de senyalitzaci6 o

cel-lula en concret i relacionar-les amb la patologia present en el pacient.

1.3. Tractaments dels IEI

El tractament dels IEI ha d’englobar totes les potencials manifestacions de 1I’IEI que
pateix un pacient en concret i ho ha de fer tant des de la vessant preventiva com
terapéutica. Aixi, un dels pilars fonamentals pel tractament dels IEI és la proteccio
envers els diferents agents infecciosos. Aquesta proteccid, és assolida mitjancant
diferents aproximacions com poden ser una correcta higiene, el seguiment d’habits de
vida saludables, la profilaxi farmacologica antiinfecciosa, 1’administracidé de vacunes
d’acord amb la patologia de base i/o el tractament substitutiu amb gammaglobulines
(endovenoses o subcutanies). A més, caldra valorar individualment la necessitat de
I’administracié de tractaments immunomoduladors i, en els casos que sigui possible i
estigui indicat, ’opcié d’un tractament curatiu com pot ser el transplantament de

progenitors hematopoétics (TPH) o la terapia génica.

Les recomanacions de la profilaxi antiinfecciosa es basen habitualment en 1’opini6
d’experts i la base fisiopatologica de la malaltia ja que hi ha poc consens sobre 1’Gs
generalitzat en IEI de la profilaxi primaria. No obstant, hi ha certes entitats on la
indicacié d’aquesta profilaxi queda més clara com soén els casos de la malaltia
granulomatosa cronica (MGC), la IDCG o els déficits de complement.[17—-19] En el
cas de la IDCV, s’ha demostrat que la profilaxi amb azitromicina a dosis baixes
aconsegueix reduir els episodis d’exacerbacio dels pacients adults amb deficiéncies
d’anticossos, reduint consequentment la necessitat d’antibiotics i el risc

d’hospitalitzaci6. [20]

Respecte a I’administracié de vacunes s’ha de conéixer quin és el mecanisme que es
veu afectat en cada cas en particular d’IEI i coneixer si hi ha preséncia
d’immunosupressié afegida. Cal tenir en compte, a més, les diferents indicacions i
contraindicacions en els diferents tipus d’IEI aixi com la possibilitat de vacunar

I’entorn en el cas que estigui contraindicada la vacunacid en el pacient.[21,22]
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El tractament substitutiu amb gammaglobulines és la base del tractament de molts IEI
com és el cas de la IDCV. L’administraci6 de gammaglobulines inespecifiques
intravenoses (GGEV) ha estat la via d’administracio d’eleccié en els IEI durant més
de 50 anys amb una utilitzaci6 creixent de la via d’administracio subcutania (GGSC)
els darrers anys. Els casos d’IEI susceptibles a rebre gammaglobulines sén els casos
de déficits d’anticossos (IDCV, agammaglobulinémia lligada al cromosoma X,
sindrome d’hiper IgM autosomica recessiva) i els casos de deficits combinats de
limfocits T 1 B que cursen amb produccié deficient d’anticossos o amb resposta
insuficient a antigens especifics (IDCG, sindrome Wiskott-Aldrich, ataxia-

telangiéctasi, sindrome d’hiper IgM lligat al cromosoma X, etc.).

Tot i que pugui semblar sorprenent, alguns IEl necessiten tractaments
immunosupressors per tractar manifestacions autoimmunitaries o autoinflamatories.
La capacitat d'identificar amb precisié la base molecular dels trastorns immunitaris ha
obert el cami per a l'aplicaci6 de terapies dirigides, com és el cas de I’administraci6 de
sirolimus (APDS)[23], abatacept (haploinsuficiencia de CTLA4, deficiencia de
LRBA) [24], o ruxolitinib (STAT1-GOF, STAT3-GOF).[25]

El TPH té el potencial de proporcionar una cura definitiva per a molts tipus d’IEI, tot i
que les decisions sobre la indicacid, el temps i els riscos s’han de tractar de forma
individual i no només en funcié de I’IEI especific, sind tenint en compte també les
caracteristiques Uniques del pacient.[26] Els avencos recents pel que fa als agents
condicionants amb toxicitat reduida han millorat drasticament el resultat del TPH en
pacients amb IEL.[27] A més, cal tenir en compte que amb la recent incorporacio del
cribratge neonatal per la IDCG i la identificacio d’aquests pacients abans de que hi
pugui haver complicacions infeccioses, també millora el resultat del TPH en aquest
subgrup de pacients.[28] Tant la seleccio del donant, com I’acondicionament i la
prevencidé de complicacions han millorat el pronostic dels pacients amb IEI sotmesos
a TPH els darrers anys. En el cas de la IDCV, no queda clar el benefici real del TPH i
actualment hi ha en marxa el projecte STEM-PAD coordinat per I’ESID amb
I’objectiu d'avaluar el nombre, la indicacid, la mortalitat, la morbiditat i la
reconstitucié immune després de TPH en pacients amb deficiéncia d’anticossos.

Recentment, Froehlich et al. van publicar un cas de trasplantament autoleg de
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cel-lules mare en una pacient amb IDCV amb encefalitis autoimmune refractaria amb
éxit. [29] No obstant, hi ha pacients que aconsegueixen sortir del paraigiies d’IDCV
gracies a I’estudi genétic i que en funcid de la seva patologia es poden beneficiar d’un

TPH com en el cas de I’APDS per variants genétiques a PIK3R1 o PIK3CD.

El tractament curatiu estrella per a alguns tipus d’IEI dels ultims anys és la terapia
génica. Es basa en un trasplantament autdleg de cél-lules mare hematopoétiques
propies editades genéticament per corregir el gen defectuds. La terapia génica ha estat
utilitzada amb éxit en diversos IEI, com ara la immunodeficiéncia combinada greu
(IDCG) per déficit d’adenosina desaminasa, la IDCG per deficiéncia en la cadena
gamma del receptor de la IL-2 (lligada al cromosoma X), la sindrome de Wiskott-
Aldrich (lligada al cromosoma X), la malaltia granulomatosa cronica lligada al
cromosoma X o la deficiencia d'adhesi6 de leucocits tipus | (LAD-I).[30] No obstant,

fins al moment no és un dels tractaments recomanats per a la IDCV.
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2. IMMUNODEFICIENCIA COMUNA VARIABLE (IDCV)

2.1. Dades demografiques de la IDCV

La immunodeficiéncia comuna variable (IDCV) és I’'IEI simptomatic més comu ja
que afecta entre 1/10.000 i 1/100.000 individus, sense diferéncies entre géneres, [31] i
es caracteritza per presentar un ventall de manifestacions cliniques molt variable.
Com s’ha comentat, esta inclosa dins el grup de defectes predominantment
d'anticossos i es caracteritza per presentar hipogammaglobulinémia, pobra resposta a
vacunes, trastorns d’immunodesregulacié i limfoproliferacié i un major risc de
malignitat.[4]

Aquesta entitat va ser descrita per primera vegada al 1971 per Fudenberg et al. en el
“Primary immunodeficiencies. Report of a World Health Organization Committe”
per separar les sindromes de deficiéncia d'anticossos menys ben definides d'altres amb

una descripci6 clinica més coherent i herencia mendeliana.[32]

La majoria de casos d’IDCV s6n esporadics, encara que sén frequents les families
amb diversos casos. De fet, es considera que aproximadament un 10-20% dels casos
d'IDCV tenen algun familiar amb un defecte de produccié d'anticossos, ja sigui una
IDCV, un déficit selectiu d'IgA o un deficit de subclasses d'lgG amb elevada

variabilitat geografica i major frequiéncia en arees d'elevada consanguinitat.[33]

Atesa la variabilitat inherent al propi nom de la malaltia, hi ha hagut diversos intents
per homogeneitzar el diagnostic d'aquesta entitat ates que en molts casos no es pot
establir un diagnostic definitiu. Aixi, al propi registre de la European Society for
Immunodeficiencies (ESID, www.esid.org), una recent publicacio del grup
neozelandés d'Ameratunga i col-laboradors [34] i sobretot I'esfor¢ de la ICON
(International Collaboration on Asthma, Allergy and Immunology) liderada per
Bonilla al 2015 [35] han pretés arribar a un diagnostic el més acurat possible de la
IDCV a partir de criteris clinics, valors d'immunoglobulines sériques, historia familiar
i qualitat de la resposta a vacunes (veure taula 1). Tot i aix0, fins a dia d'avui encara
no s'ha arribat a un consens per aquelles entitats en les que no disposem d'una

confirmacio genética.
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2.2. Criteris diagnostics de la IDCV

Els criteris diagnostics de la ICON-2015, que sOn els que s’utilitzaran en aquest

treball, son els seglients:

(1) La majoria de pacients han de tenir al menys una de les manifestacions cliniques
caracteristiques (infeccid, autoimmunitat limfoproliferacié). No obstant, es pot
establir diagnostic d’IDCV en individus asimptomatics que compleixin de 2 a 5
criteris diagnastics, especialment en casos familiars.

(2) La hipogammaglobulinemia s’ha de definir en funcié de 1’edat del pacient,
ajustada al rang de referéncia per al laboratori on es realitza la mesura. Els valors
d’1gG han de ser repetidament baixos en almenys 2 determinacions amb més de 3
setmanes de diferencia. Es pot ometre la mesura repetida si el valor és molt baix
(<100-300 mg/dL segons 1’edat), si hi ha altres trets caracteristics o si es
considera iniciar la terapia amb 1gG tan rapidament com sigui possible atesa la
gravetat del quadre clinic.

(3) Els valors d’IgA o IgM també han d’estar disminuits.

(4) Es recomana estudiar en tots els pacients amb uns valors sérics d'lgG superiors a
100 mg/dL la resposta T-dependent (TD) i T-independent (TI) als antigens,
sempre que sigui possible. En tots els pacients sotmesos a aquestes proves, s’ha de
demostrar una alteracio de la resposta vacunal a almenys un tipus d’antigen (TD o
TI). Segons el criteri del professional sanitari, es pot prescindir de la mesura
especifica d’anticossos si es compleixen tots els altres criteris i si es creu que el
retard que suposa la determinacié d’anticossos post-vacunacié (normalment 4
setmanes) pot posar en risc la salut del pacient.

(5) Cal excloure altres causes d’hipogammaglobulinémia.

(6) Els estudis genétics per investigar formes monogéniques d’IDCV o per
polimorfismes que modifiquen la malaltia no sén generalment necessaris pel
diagnastic i el tractament en la majoria dels pacients, especialment aquells que
presenten només infeccions sense desregulacié immune, autoimmunitat,
malignitat o altres complicacions. No obstant aixd, en aquests darrers grups de
pacients, els defectes d'un sol gen poden ser susceptibles a terapies especifiques i,

si és possible, s'ha de tenir en compte el diagnostic genetic molecular.
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European Society for
Immunodeficiencies (ESID)
(https://esid.org) / Pan-American
Group for Immunodeficiency
(PAGID) 1999 [36]

Ameratunga 2013 [37]

ICON 2015 [35]

Criteris ESID revisats al 2019 [38]

Edat de presentaci6
pel diagnostic

Aparicid de la immunodeficiéncia a una
edat major de 2 anys.

>4 anys.

ND

Diagnostic després del 4rt any de vida
(tot i que els simptomes hagin aparegut
abans).

Manifestacions
cliniques

ND

Un o més criteris:

Infeccions recurrents, greus o inusuals;
mala resposta als antibiotics; infeccions
bacterianes recurrents malgrat els
antibiotics profilactics; infeccions
malgrat la immunitzacié amb la vacuna
adequada, p.e. malaltia del VVPH;
bronquiéctasis i/o sinupatia cronica;
trastorns inflamatoris o autoimmunitat.

Almenys una de les seglients
manifestacions cliniques: infeccions,
autoimmunitat, limfoproliferacié. No

obstant, el diagnostic d’IDCV es pot fer
en individus asimptomatics que
compleixin 2 de 5 criteris, especialment
en casos familiars.

Al menys un dels segients:
alta susceptibilitat a infeccions;
manifestacions autoimmunes; malaltia
granulomatosa; limfoproliferacio
policlonal inexplicable; membre
familiar afectat d’una deficiéncia
d’anticossos.

19G

PROBABLE: disminucié important
d’1gG (almenys 2 DE per sota de la
corresponent a I’edat del pacient)
POSSIBLE: disminuci6é marcada
(almenys 2 DE per sota de la
corresponent a I’edat del pacient) en
almenys un dels isotips principals (IgM,
1gG i/o 1gA).

Hipogammaglobulinemia: 1gG per sota
de 5 g/L per adults.

Descens d'lgG repetidament en dues
ocasions (més de 3 setmanes de
diferéncia entre determinacions), segons
els valors de referencia del centre on se
segueix el pacient.

Disminucié marcada d’IgG (mesurats
dues vegades; <2 DE dels valors de
referencia per a la seva edat).

IgM/1gA

PROBABLE: disminuci6 important
d’IgA (almenys 2 DE per sota de la
corresponent a I’edat del pacient)
POSSIBLE disminucié marcada
(almenys 2 DE per sota de la
corresponent a I’edat del pacient) en
almenys un dels isotips principals (IgM,
1gG i/o 1gA).

Deficiéncia o reduccié concomitant
d’IgA (<0,8 g/L) i/o IgM (<0,4 g/L).

Descens d'IgA i/o IgM per sota de 2 DE
segons els valors de normalitat del
centre on se segueix el pacient.

Disminucié marcada de la IgA amb o
sense disminuci6 dels valors d’IgM
(mesurats dues vegades; <2 DE dels

valors de normalitat per a la seva edat).

Isohemaglutinines

Absents.

Absents (si no és el grup sanguini AB).

Absents.

Absents.

Resposta a vacunes

Resposta pobra.

Respostes disminuides a la vacunacio en
comparaci6 amb els controls adaptats a
I'edat i/o respostes transitories a les
vacunes en comparacio amb els controls
adaptats a I'edat.

Pobra resposta.

Pobra resposta.

Criteris d’exclusié

Descartades altres causes
d’hipogammaglobulinémia.*

Altra causa de defecte immunitari
identificada.

Descartades altres causes

d’hipogammaglobulinémia.*

Descartades altres causes
d’hipogammaglobulinémia.*

Limfocits B de

ND

Preséncia de cél-lules B pero subtipus

ND

Limfocits B de canvi de classe
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memoria

de cél-lules B de memaria reduits i/o
subpoblacié de CD21'°" augmentada
per citometria de flux.

disminuits (<70% dels valors de
referencia per a la seva edat).

Altres proves de
laboratori

ND

Deficiéncia d’1gG3 (<0,2 g/L)
Demostracio serologica
d’autoimmunitat, p.e.: Test de Coombs
positiu.

Confirmacié molecular d’un defecte
compatible amb IDCV, per exemple;
TACI, BAFFR, MSH5, etc.

El diagnostic no esta influit per criteris
de laboratori addicionals.

Abséncia d’una deficiéncia de limfocits
T profunda, descrita com a:

CD4 nombres/pL; 2-6 anys <300, 6-12
anys <250, >12 anys <200, % de
limfocits CD4+ naive: 2-6 anys <25%,
6-16 anys <20%, >16 anys <10%.
Proliferacio de limfocits T absent.

Histologia

ND

Preséncia de qualsevol dels marcadors
histologics relativament especifics
d’IDCV (no és necessari per al
diagnostic, pero la preséncia augmenta
la certesa diagnostica): pneumonitis
intersticial limfoide, trastorn
granulomatos, hiperplasia regenerativa
nodular del fetge, hiperplasia limfoide
nodular de I’intesti, abséncia de
cel-lules plasmatiques en biopsia
intestinal.

El diagnostic no depen de criteris
histologics.

ND

*Diagnostic diferencial d’hipogammaglobulinémia: induida per farmacs, trastorns genétics, malalties infeccioses, malignitat, trastorns sistemics. ND: No disponible.
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2.3. Manifestacions cliniques de la IDCV

La IDCV es caracteritza per presentar una extensa varietat de complicacions
infeccioses i no infeccioses molt heterogenies en els diferents pacients que la
pateixen. [39,40]

La manifestacio clinica més comuna en la IDCV s6n les infeccions, principalment

respiratories i/o gastrointestinals causades tant per bacteris com per virus.

2.3.1. Infeccions respiratories

Segons ’estudi de Gathmann et al. en el que estudien el quadre clinic de 2.212
pacients amb IDCV, la pneumonia és la manifestacié clinica més comuna afectant a
un 32% de pacients de la cohort. [41] Altres manifestacions cliniques recurrents
poden ser les sinusitis, bronquitis i otitis mitja sovint degudes a Streptococcus
pneumoniae i Haemophilus influenzae. Altres infeccions com les causades per
Rhinovirus Mycoplasma pneumoniae sén més prevalents i persistents en els pacients
amb IDCV. Les bronquiectasis i la malaltia pulmonar intersticial son complicacions
pulmonars importants que sovint es manifesten després d'infeccions pulmonars

recurrents i greus.

2.3.2. Infeccions gastrointestinals

Les infeccions del tracte gastrointestinal son menys freqilients i es manifesten en
forma de diarrea cronica o aguda causada per diferents organismes infecciosos com
Giardia lamblia o Salmonella spp., Shigella spp. i Campylobacter spp. amb preséncia
d’hiperplasia limfoide fol-licular profunda en els estudis histologics. Adquestes

infeccions son caracteristiques de pacients amb valors sérics d'IgA indetectables.
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2.3.3. Autoimmunitat

Els fendmens autoimmunitaris en els pacients amb IDCV tenen lloc quan
l'autotolerancia es veu afectada, i els pacients produeixen autoanticossos dirigits
contra antigens propis. Es la segona manifestacio clinica més freqiient en I’estudi de
Gathmann et al. amb un 29% d’afectacio a la seva cohort d’estudi. A més, el seu
estudi suggereix associacions positives entre les manifestacions cliniques
d’autoimmunitat, enteropatia, granulomes i esplenomegalia. Les citopénies
autoimmunes son la forma més freqlient en forma de parpura trombocitopénica
idiopatica, anémia hemolitica autoimmune i/0 neutropénia autoimmune. També es
descriuen quadres d’autoimmunitat Organ-especifica i s’ha associat la IDCV a artritis

reumatoide, lupus eritemat6s sistémic i vasculitis.

2.3.4. Limfoproliferacio i cancer

Els pacients amb IDCV tenen un major risc de cancer. El treball de Gathmann et al.
troba un 5% de casos amb tumors solids i un 3% de limfomes. [41] La majoria de
limfomes sén del tipus de limfoma no Hodgkin de cél-lules B i els cancers més
frequents son el gastric, colorectal i de mama. No obstant, en pacients amb IDCV, els
trastorns limfoproliferatius benignes son més frequents que els limfomes; aixi, el 30%

dels pacients presenten esplenomegalia i limfadenopaties i hiperplasia limfoide.

El major risc de cancer dels pacients amb IDCV pot ser degut a una immunitat
alterada davant patogens potencialment carcindgens (Helicobacter pylori, virus
d’Epstein Barr (VEB),...) 0 a una vigilancia de les cél-lules tumorals alterada. A més,
cal destacar que els pacients d'un subgrup de la IDCV presenten una radiosensibilitat

més elevada, un factor de risc associada a una major incidéncia de tumors.
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2.3.5. Altres manifestacions cliniques

El ventall de manifestacions cliniques que poden patir els pacients amb IDCV és molt
ampli, incloent infiltracié granulomatosa, altres, tumors solids, meningitis/encefalitis,

malaltia inflamatoria intestinal i sindromes malabsortives entre d’altres.

Aquesta alta heterogeneitat fa que sovint sigui dificil la realitzacio d’estudis
comparatius entre cohorts i la realitzacié d’assajos clinics, fet que fa necessaria una
agrupacio dins de la propia IDCV de les manifestacions cliniques. Es per aixd que
diferents autors de la literatura proposen classificacions basant-se en la preséncia o no
d’infeccions i altres manifestacions no infecciones agrupades en tres fenotips clinics:

“només infeccions”, “infeccions+” i “sense infeccions”. [42-45]
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2.4. La immunologia de la IDCV

Els limfocits B han estat sempre el focus principal de la base immunologica de la
IDCV, motiu pel que s’ha inclos aquesta entitat en el grup dels defectes de producci6
d’anticossos. No obstant, també es poden observar anomalies menys greus als
limfocits T: reduccié del nombre de cél-lules T CD4* totals, naive i de memdria,
disminuci6 del nombre de cél-lules T CD8* naive i efectores, reduccio de recents
emigrants timics, augment de cél-lules T CD4* activades, disminucio de la freqiiéncia
de les cél-lules Th17 circulants, cél-lules T reguladores poc efectives [39], defectes en
la producci6 de citocines, reduccié de la produccié timica i esgotament de cél-lules T.
[46] Per tant, la linia que separa la IDCV d’altres immunodeficiéncies combinades no
és clara. De fet, tenir un defecte greu de limfocits T ja és un criteri d’exclusio de la
IDCV segons els nous criteris diagnostics de I’ESID (CD4 nombres/pL; 2-6 anys
<300, 6-12 anys <250, >12 anys <200, % de limfocits CD4* naive: 2-6 anys <25%, 6-

16 anys <20%, >16 anys <10% i una proliferacié de limfocits T absent). (Figura 1).

IDCG IDC IDCV

Estat immunitari de les cél-lules T

Inici precog Pot tenir un inici precog Inici més tarda

Necessita TPH TPH a valorar Sovint no necessita TPH

No GGIV/GGSC CD3*>500 GGIV/GGSC

Diagnostic genétic Diagnostic genétic Diagnostic genétic
variable

Figura 1. Esquema de les diferéncies entre IDCG, IDC i IDCV.

Respecte a I’afectacié dels limfocits B, cal coneixer els diferents passos de maduracio
fisiologica d’aquests tipus de limfocits. Els limfocits B es desenvolupen a la medul-la
ossia (maduracié central) a partir de cél-lules mare pluripotents, en abséncia
d’antigens, reaccionant a senyals de les cél-lules estromals com, per exemple,
citocines solubles o contactes cél-lula - cél-lula. La cél-lula progenitora B “pro-B
cell” és la primera etapa del desenvolupament de les cél-lules B on s’inicia el

reordenament del receptor de limfocits B o BCR (de I’anglés, B cell receptor).
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Aquestes, expressen antigens associats a cel-lules mare com CD34 i CD117, i

antigens especifics de linia cel-lular B com sén CD19 i CD22.

El segiient estadi és la c¢l-lula “pre-B”, la qual ja presenta un pre-BCR. Aquestes no
presenten receptor antigenic complet a la superficie i poden ser autoreactives. La
segilient etapa de diferenciacio és la anomenada “cél-lula B immadura”. L’expressio
del BCR complert en superficie facilita la seleccié negativa antigen-especifica per
eliminar 1’autoreactivitat: seran eliminades mitjancant apoptosi si el seu BCR s’uneix
a autoantigens presentats per les cél-lules estromals a la medul-la dssia (procés
conegut com a delecié clonal o anergia clonal). En aquest punt finalitza el

desenvolupament central.

Els limfocits B que han sobreviscut a la seleccié negativa abandonen la medul-la ossia
i passen a la circulacio per completar la seva maduracié periférica als organs limfatics
secundaris (teixit limfoide associat a mucoses, ganglis limfatics i melsa). Sén els
anomenats limfocits B de transicié (CD24"9CD38"9") que, posteriorment, es
desenvolupen a cél-lules B naive, les quals expressen IgM i IgD a la seva membrana.
Aquestes cél-lules encara no s’han trobat amb el seu antigen especific. Les cél-lules B
naive poden ser activades per la via T-dependent o per la via T-independent. En la via
T-dependent, les cél-lules T CD4* activen els limfocits B especifics d’antigen a través
del CD40 lligand (CD40L). Totes les cél-lules que no han rebut el senyal de

supervivencia de les cel-lules T moren per apoptosi.

Els limfocits B esdevindran productors d’IgM de baixa afinitat per 1’antigen. Per
poder produir anticossos amb una afinitat pels antigens més elevada, les cel-lules B
passen per un procés de desenvolupament en els fol-licles limfatics, on rebran senyals
de maduracio i supervivéncia i es diferenciaran en cel-lules B fol-liculars o cél-lules B
de la zona marginal. Quan la cél-lula B naive es troba amb 1’antigen que coincideix
amb el seu anticos, la unié de 1’antigen a ’anticos fa que la cél-lula es divideixi
rapidament; formant el centre germinal. La reacci6 de centre germinal permet que les
cél-lules B desenvolupin la seva habilitat de produccié d’anticossos d’altres classes
(canvi d’isotip) i d’una afinitat més alta mitjangant el fenomen d’hipermutacio

somatica, gracies al gen AID.
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Els limfocits B (LB) abandonen els centres germinals com a cél-lules B de memoria
re-circulants (tenen una vida atil més llarga que les cél-lules naive i expressen el
mateix anticds de membrana que les seves cél-lules progenitores) i com a cél-lules B
efectores anomenades cel-lules plasmatiques que secreten anticossos i ja no presenten
BCR a la membrana. A diferéncia de les cel-lules plasmatiques de la medul-la ossia,
les quals poden sobreviure anys, les cél-lules plasmatiques de vida curta viuen només
uns dies i poden segregar enormes quantitats d’anticossos durant aquest temps.[47]
(Figura 2)

IgM

" e.a. & H& yo Ry
| ® @

Céllulamare Pro-B Pre-B B immadura Melsa = =
Medul-la pluripotent Bdetransicio B Naive madura
Ossia

Y Centre Germinal
A\ / \
Céllula
plasmatica -~ ® |, | cD21 IgM
2\ gDy IgM Y 19
X <5 Gl
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Figura 2. Desenvolupament, activacio i diferenciacid dels limfocits B.
Imatge creada amb BioRender (https://app.biorender.com/)

En funcié de les proporcions de les diferents subpoblacions de LB en un pacient
concret, diversos autors han proposat 3 classificacions diferents per mirar de trobar

una correlacio de rellevancia amb la clinica (Taula 2):

- La classificacié de Freiburg (2002) [48] s’obté a partir d’un estudi realitzat

amb 38 pacients amb diagnostic d’IDCV, els quals van ser classificats en
base a estudis de citometria de flux de les subpoblacions de limfocits B de
canvi de classe (class switched) i CD21'°%, generant 3 grups diferents; la, Ib i
I1. Es van correlacionar els percentatges de les diferents subpoblacions amb
diferents manifestacions cliniques.

- La classificaci6 de Paris (2003) [49] neix d’un estudi realitzat amb 57

pacients diagnosticats d’IDCV, els quals es classifiquen en base a la

citometria de les subpoblacions de limfocits B de memoria i de canvi de
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classe, generant 3 grups diferents; MBO, MB1 i MB2. Igual que amb la
classificacio anterior, els autors correlacionen diferents manifestacions
cliniques amb cada subgrup.

- La classificaci6 EUROclass (2008) [50] és un estudi realitzat amb 303

pacients amb diagnostic d’IDCV de 8 centres europeus, els quals son
classificats en 7 grups diferents depenent de les subpoblacions de limfocits
B. En aquest estudi es tenen en compte els valors de limfocits B totals, de
canvi de classe, CD21'" i de transici6. De nou, els autors correlacionen els
diferents fenotips immunologics amb diferents manifestacions cliniques i
aquesta és la classificacié que es tindra en compte per la realitzacio del

present treball.

Les immunoglobulines estan formades per dues cadenes pesades i dues cadenes
lleugeres identiques (kappa (k) o lambda (A)). Les cadenes lleugeres lliures solen ser
detectables al serum a causa d'un excés de produccié en comparacié amb les cadenes
pesades. Les cadenes lleugeres (cadenes L, de light en anglés) de les
immunoglobulines que han quedat lliures al torrent sanguini so6n les anomenades
cadenes lleugeres lliures en sérum (SFLC de I’anglés serum free light chain). Les
SFLC son produides en excés al llarg del desenvolupament de les cél-lules B fins que
aquestes assoleixen la fase de cél-lules plasmatiques, on les SFLC s’uneixen a les
cadenes pesades (cadenes H, de heavy en anglés). Les cadenes lleugeres sobrants,
entren a la circulacié sanguinia, i es pot correlacionar la seva secrecié amb el grau
d’activacid dels limfocits B. Aixi, les SFLC sén un biomarcador recentment proposat
pel diagnostic de la IDCV.[10]

La majoria dels pacients amb IDCV presenten sFLC indetectables o amb valors fins a
10 vegades inferiors en comparacié amb altres deficiéncies d’anticossos primaries.
Tenint en compte que les cadenes lleugeres k i A solen ser secretades en excés
respecte a les immunoglobulines, aquesta troballa suggereix un defecte intrinsec de la

diferenciacio de les cél-lules B en els pacients amb IDCV. [10,51]
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Classificaci6 de Freiburg [48]

Classificacio6 de Paris [49]

Classificaci6 EUROclass [50]

Grup I: <0,4% de cel-lules B de
memoria de canvi de classe
(CD27*IgM"IgD").

o la: més d’un 20% de cél-lules B
CD21"" immadures.

o Ib: menys d’un 20% de
cél-lules B CD21"" immadures.

Grup IlI: >0,4% de cel-lules B de
memoria de canvi de classe
(CD27*IgMIgD")

MBO: gairebé sense cél-lules de
memoria B i CD27* <11%.

MB1: amb defectes en el canvi de
classe (IgD'CD27*) pero limfocits
NON-SWITCHED normals
(Igb*CD27%) i CD27+ >11%,
CD27*IgM'IgD" <8%.

MB2: limfocits B de memoria
normals i tots aquells que no encaixin
ni a MBO ni a MB1.

Grup B+: >1% limfocits B
o smB+:>2% de limfocits B de canvi d’isotip

= smB+21'°": >10% limfocits B CD21'ow

= smB+21mmal: <109 de limfocits B CD21'ow
o SmB-:<2% de limfocits B de canvi d’isotip

= smB-Trho": >99 de limfocits B de transicid

= smB-Tr"™: <9%de limfocits B de transicio

= smB-21"%: >10% limfocits B CD21'*%

= smB-21"Mmal: <10% de limfocits B CD21'ow
Grup B-: <1% limfocits B

58



INTRODUCCIO
2.5. Genetica de la IDCV

La variabilitat de la presentacié clinica en edat i gravetat sempre ha fet sospitar que es
tracta d'una entitat heterogénia des d'un punt de vista genétic, plantejant un origen
poligenic i un important paper de factors epigenétics i ambientals com a potencials
causes de la malaltia [52,53]. La identificacio de defectes monogeénics causants de la
malaltia és complicada atesa la gran heterogeneitat de la IDCV. A més, també ho
complica el fet que la mateixa entitat clinica pot ser causada per variants genétiques
en diferents gens, de la mateixa manera que variants genétiques en un mateix gen

poden causar manifestacions cliniques diferents.

En els ultims anys i gracies sobretot a I'aplicacio de técniques d’NGS, s’ha confirmat
el paper de variants genétiques préviament descrites i al mateix temps s’han descrit
noves entitats com a causants d’IDCV [54,55]. De fet, segons la 1UIS, quan es troba
un defecte geneétic relacionat amb la diferenciacié/supervivencia dels limfocits B, el
pacient queda exclos del paraigiies IDCV que només engloba entitats sense diagnostic
genétic i el pacient és re-diagnosticat segons el defecte en concret. Entre els gens
causants d’IDCV trobem defectes en gens implicats en la diferenciacio6 dels limfocits
B i T com CD19, CD20, ICOS, TNFRSF13C (BAFFR), LRBA o CTLA4, entre
d'altres, aixi com variants genétiques de susceptibilitat a IDCV en gens com
TNFRSF13B (TACI) o en el locus HLA. Es creu que fins a un 15-30% del total dels
casos serien de causa monogenica, perd només s'han estudiat mitjangant NGS tres
cohorts amplies a nivell internacional i els abordatges son variables i potencialment
optimitzables.[54-56]

La identificaci6 dels nombrosos defectes monogenics relacionats amb la IDCV ha
augmentat continuament amb el temps, sobretot en els Gltims 10 anys, a causa de 1’Gs

cada vegada més estes de la tecnologia de NGS (Figura 3).

El coneixement del gen causant en els casos d'IDCV monogénica no només permet
I’oferiment d’una terapia dirigida en els casos en els que sigui possible, si no que
també permet la instauracié d'un assessorament genétic i pre-concepcional a pacients i
familiars. Hi ha causes genétiques relacionades amb la IDCV que es poden tracar a

través de la historia familiar tot i que s’ha vist que en alguns casos les variants
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genétiques en pacients amb IDCV tenen una penetrancia incompleta i es poden
presentar com a fenotips diferents dins de les mateixes families.[57] L’estudi genétic
dels familiars és de gran rellevancia tenint en compte que els familiars de pacients
amb IDCV poden presentar defectes humorals (IDCV, déficit selectiu d’IgA,

deficiéncia de subclasses d’IgG, o altres tipus d’hipogammaglobulinémia).

1L21R
NFKB2
PRKCD
PIK3CD*
TNFSF12
€D21
LRBA*
PLCG2

€D20
€D81

BLK
NFKB1

1cos 19 STXBPZ  puapis | criaqsRAC2 STAT3" SASH3
TNFRSF7 21 IKZF1
{ TNFRSF13B { INFRSFIJC[ VAV1 MOGS { IRF2BP2 { TTC37 ]
2000 2005 2010 2015 2020
Sequenciacio Sanger Seqiienciacio genética massiva

Figura 3. Linia temporal de la descripcid de diferents gens associats a la IDCV.
* Gens associats a tractaments especifics.

Entre un 8% i un 10% de pacients amb IDCV presenten variants genétiques que
alteren la funcié del gen que codifica per ’activador transmembrana i 1’interactor
CAML (TACI), codificat pel gen TNFRSF13B (membre 13B de la superfamilia del
receptor del factor de necrosi tumoral).[58] La uni6 de TACI amb els seus lligands
APRIL (TNFSF13) i BAFF (TNFSF13B) és important pel procés de canvi de classe
de les immunoglobulines.[35] No obstant, les variants trobades a TACI s’han
d’interpretar amb cautela i es postula que variants patogéniques bial-léliques
(homozigotes o heterozigotes compostes) causen IDCV amb penetrancia alta mentre
que variants patogéniques monoal-leliques (heterozigotes) només s’associen a una
susceptibilitat augmentada de patir IDCV (ja que aquestes variants es troben també en

poblacid general, tot i que menys freqiientment).[59]

Segons el treball de Tuijnenburg et al. amb 390 pacients amb IDCV estudiats, el gen
més freqlentment causant d’IDCV és NFKB1.[60] Els gens NFKB1 i NFKB2
codifiquen per la proteines p105 i per la proteina pl00 respectivament. Aquestes,

mitjancant un processament post-traduccional produeixen unes proteines més petites
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(p50 i p52) que entraran al nucli i activaran la transcripcié de certs gens.[61] Variants
genétiques als gens NFKB1 i NFKB2 han estat associades a infeccions sinopulmonars
recurrents, malaltia pulmonar obstructiva cronica (MPOC), proliferaci6 de VEB,
citopénies autoimmunes, alopécia i tiroiditis autoimmune (NFKB1) i a infeccions
sinopulmonars recurrents, alopécies i endocrinopaties (NFKB2).[62] No obstant, cal
tenir en compte que segons la cohort estudiada (étnia poblacié d’origen, edat) els gens

més freqiientment causants d’IDCV poden variar.

Variants als gens LRBA i CTLA4 s6n de les més descrites com a causals d’IDCV amb
un 26,74% i un 6,42% de freqliéncia respectivament segons el treball de Bogaert et
al.[54] La proteina LRBA (de I’anglés LPS responsive beige-like anchor protein) és
una proteina que participa en el transit vesicular i al reciclatge dels endosomes. El
CTLA4 (de I’anglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) és un inhibidor de limfocits
T que regula negativament les respostes immunitaries. S’ha demostrat que la proteina
LRBA participa en el procés que condueix a l'expressié superficial de CTLAA4.[24]
Per tant, la deficiéncia d’ambdues proteines acaba desencadenant una abséncia de la
molécula inhibitoria CTLA4. La clinica és molt similar entre les dues entitats amb
citopenies autoimmunes, enteropatia, malaltia pulmonar intersticial, infiltracié
limfocitica extra-limfoide i infeccions recurrents. En el cas del gen CTLA4 s’han
descrit casos de variants patogéniques en individus asimptomatics (penetrancia

incompleta).

Altres gens on es troben variants causants d’IDCV amb una alta freqiiéncia son els
gens PIK3CD (26,74% de frequencia) i PIK3R1 (4,81% de freqiiéncia), els quals
codifiquen per les dues subunitats de la proteina PI3K (p1100d i p85a respectivament).
La proteina PI3K forma part de la via de senyalitzacié PI3K/AKT/mTOR i controla
molts aspectes importants del cicle cel-lular com el desenvolupament, diferenciacio i
funcio de les cél-lules immunitaries.[63] Variants genétiques GOF a PIK3CD i LOF a
PIK3R1 (amb heréncia AD) causen la sindrome p1103 activat (APDS) de tipus 1
(APDS1) i APDS2 respectivament amb manifestacions cliniques com infeccions
bacterianes greus, viremia EBV + CMV, limfadenopatia/esplenomegalia,

autoimmunitat, limfoproliferacio i limfoma.[64]
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La resta de gens descrits com a causes de formes monogeéniques d’IDCV menys

freqiients poden veure’s a la Figura 3.

En els casos amb resultats genetics no concloents pero amb clinica compatible amb
IDCV cal pensar en altres models genétics com la possible aparicié de variants
somatiques, la inactivacid esbiaixada del cromosoma X en el cas de les dones i la
possible acumulaci6é de variants patogéniques (en aquest cas assumint models del

tipus digénic, oligogénic o poligenic). [65]

2.6. Epigenética de la IDCV

L’epigenética és I'estudi dels mecanismes que regulen I'expressi6 dels gens sense una
modificacié a la seqliéncia de I'ADN i estableix la relacié entre les influéncies
genétiques i ambientals que determinen un fenotip. La penetrancia incompleta i
I’ampli ventall de fenotips de la IDCV suggereixen la participacié de mecanismes

patogenics addicionals com 1’epigenética.

Les alteracions epigenetiques s'han relacionat amb la IDCV, com és el cas del treball
de Rodriguez-Cortez et al. (any 2015) on comparen la metilacié de I’ADN d’un parell
de bessons monozigotics discordants per a la IDCV i demostren un guany de
metilacio de I’ADN a les cél-lules B del germa amb IDCV respecte de les del germa
sa, en gens critics de cel-lules B com PIK3CD, BCL2L1, RPS6KB2, TCF3 i KCNN4.
L’estudi en una cohort de pacients amb IDCV mostra una capacitat disminuida per
desmetilar i regular els gens necessaris per a la transicié de ceél-lules B naive a

cél-lules B de memoria. [66]

Uns anys després, al 2019, investigadors del mateix grup van estudiar el metiloma de
I'ADN complet en diferents etapes de la diferenciacié de les cél-lules B de pacients
amb IDCV i de donants sans on van poder demostrar que (i) els gens clau de les
cel-lules B mostren una desmetilacio defectuosa en llocs CpG seleccionats en la
transicié de cél-lules B naive a cél-lules B de memoria a la IDCV, cosa que podria
contribuir als defectes de les cel-lules B madures i que (ii) el deteriorament de la

desmetilacid s'associa amb la reduccio de les cél-lules B de memadria als pacients amb
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IDCV. Aquests resultats reforcen la hipotesi d'una desmetilacié alterada durant la
diferenciaci6 de les cel-lules B com a mecanisme patogénic que contribueix al

deteriorament de la funci6 i maduracid de les cel-lules B a la IDCV. [67]

Recentment, Rodriguez-Ubreva et al. han publicat 1’“Atles unicel-lular d’IDCV”, un
treball on generen un cens epigenomic i trascriptomic unicel-lular de la diferenciacio
de cel-lules B naive a cél-lules de memoria en una parella de bessons monozigotics
discordants per IDCV. L’analisi identifica defectes en la metilacié de I'ADN, en
I'accessibilitat de la cromatina i defectes transcripcionals a les cél-lules B de memoria
que reflecteixen la comunicacié defectuosa cel-lula-cél-lula després de l'activacio en
pacients amb IDCV. Aquestes troballes proporcionen un mapa multiomic complet
d'alteracions en la maduracié de les cél-lules B en IDCV. L’atles, disponible
publicament, ofereix informacié sobre el diagnostic i els tractaments futurs dels
pacients amb IDCV. [68]

2.7. Tractament de la IDCV

Cal tenir sempre en ment les mesures preventives pels pacients amb IDCV i insistir en
1’as d’unes bones mesures higiéniques com sén una correcta higiene oral i dental i de
rentat de mans per poder prevenir infeccions. Des d’un punt de vista clinic, també és
necessari el monitoratge del creixement i 1’estat nutricional del pacient, ja que pot

comprometre 1’estat immunitari.

2.7.1. Profilaxi antiinfecciosa

En general es creu que I’as d’antibiotics profilactics només és necessari en el cas de
pacients que, tot i el tractament mensual o setmanal amb immunoglobulines
inespecifiques, no aconsegueixen controlar les seves infeccions. En aquest cas,
s’haurd d’administrar la pauta de tractament establerta pel centre de salut on és seguit.
No obstant, un treball recent de Milito et al. demostra que 1’administracié de dosis

baixes d’azitromicina com a profilaxi en pacients adults amb deficiéncies primaries
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d’anticossos aconsegueix reduir els episodis d'exacerbacid per pacient/any, amb la
consegient reduccié de cursos addicionals d'antibiotics aixi com també el risc
d'hospitalitzacié especialment en pacients amb important afectacié pulmonar prévia.
[20]

2.7.2. Tractament substitutiu amb gammaglobulines

L’objectiu de I’administracio periodica de gammaglobulines és disminuir la
incidéncia d’infeccions respiratories i de vies altes i baixes com 1’otitis, la sinusitis o
la pneumonia, de sepsia i meningitis i d’altres infeccions bacterianes invasives aixi

com minimitzar 1’as d’antibiotics i les visites a I’hospital.

Hi ha dues vies d’administracié de les gammaglobulines; la via endovenosa (GGEV)
requereix que el pacient es desplaci a I’hospital cada 3-4 setmanes —excepte en paisos
amb un sistema d’administracié endovenosa domiciliaria-, mentre que la subcutania
(GGSC) permet el tractament des de casa setmanalment o cada 3-4 setmanes si

s’associa ’administracio de hialuronidasa.

La dosi d’IgG requerida per a cada pacientcal que sigui individualitzada tot i que la
majoria de les directrius nacionals i internacionals suggereixen una dosi inicial de 0,4
a 0,6 g/kg/mes amb 1’objectiu d’assolir uns valors vall d‘IgG superiors a 800 mg/dL.
Si hi ha bronquiéctasis existents, hi ha evidéncies que recomanen utilitzar 0,6
g/kg/mes ja que ’objectiu d’IgG pot ser superior i arribar als 1000 mg/dL. Alguns
professionals també recomanen dosis més altes (0,6-0,8 g/kg/mes) per a pacients amb
enteropatia o esplenomegalia.[35] Al final, la dosi ideal és la que manté al pacient
lliure d’infeccions. Es imprescindible avaluar els valors d’IgG cada 6-12 mesos per si
és necessari ajustar la dosi en funcié del pes del pacient, la preséncia d’infeccions 0

d’altres processos inflamatoris.
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2.7.3. Tractaments immunomoduladors

La identificacié dels gens causants de la IDCV no només té interés académic, sind
gue té una creixent transcendéncia clinica ja que pot permetre un tractament especific
i individualitzat que millori el pronostic del malalt. La irrupcié de noves molécules
especifiques o la recuperacio d'altres molecules emprades en el camp de I'oncologia o
la reumatologia han demostrat excel-lents resultats clinics no assolibles pels

tractaments de suport habitualment emprats a la IDCV.

El coneixement de la base genetica i la fisiopatologia molecular permeten una terapia
dirigida mitjancant 1'Gs de moduladors immunologics i biologics de molécules petites.
Per tant, conécixer el defecte molecular permetra dur a terme [’oferiment de
tractaments efectius ja sigui mitjancant nous medicaments o mitjangant
reposicionament de farmacs coneguts.[69] Cal recordar que en el camp de les
malalties immunomediades hi ha una gran quantitat de farmacs que inclouen
molécules d'origen bioldgic (anticossos monoclonals, citocines, molécules
guimeriques), inhibidors de quinases i lligands de TLRs. Atés el caracter de "malalties
orfes” de la majoria dels IEI, aquests tractaments poden arribar al pacient (i al mercat)
rapidament. Exemples concrets serien I'aplicacié de sirolimus o seletalisib en els
defectes de PIK3CD o PIK3R1 o d'abatacept en els defectes de LRBA o
CTLA4.[24,70]

L’abatacept va ser aprovat per la FDA (Food and Drug Administration) per primera
vegada 1’any 2005 i és un farmac biologic que inicialment va ser dissenyat pel
tractament de [lartritis reumatoide. Es una proteina composta per un domini
extracel-lular de CTLAA4 i la fraccié Fc d’IgG1 humana. EI domini extracel-lular de
CTLA4 s’uneix amb el CD80/CD86 de la c¢l-lula presentadora d’antigen inhibint,

aixi, la coestimulacio de les cel-lules T. [71]

El sirolimus és una lactona extreta de la bactéria Streptomyces hygroscopicus amb
propietats antifungiques, la qual va ser aprovada per la FDA per primera vegada 1’any
1999 com a profilaxi del rebuig d'drgans en pacients que rebien trasplantament renal,

gracies a les seves potents propietats immunosupressores. El seu paper inhibidor de la
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quinasa mTOR (una quinasa critica per a la progressio del cicle cel-lular) I’ha fet un

candidat perfecte per ser utilitzat pel tractament de malignitats. [72,73]

2.7.4. Tractament curatiu

Hi ha certes formes cliniques d’IDCV (les més greus) que es poden beneficiar d'un
trasplantament al-logénic de progenitors hematopoétics (TPH) pel qual és desitjable
tenir un diagnastic genétic abans del procediment. En un estudi multicéntric publicat
al 2015 [74], es va demostrar que el TPH en pacients amb IDCV era beneficiés en la
majoria de pacients supervivents. No obstant, hi va haver una elevada mortalitat,
demostrant que aquest enfocament terapéutic només s’ha de considerar en pacients
acuradament seleccionats en els quals hi hagi hagut una amplia caracteritzacio del

defecte immunologic i/o genétic subjacent al diagnostic d’IDCV.

Actualment no hi ha dades en humans en relacio a la terapia genica en les diferents

entitats monogéniques causants d’IDCV.
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1. HIPOTESIS

1. L*Gs de la seqiienciacié genetica massiva permet identificar una subcohort de
pacients amb un defecte monogenic que ofereix la possibilitat d’aplicar un tractament
especific que millori el pronostic del pacient aixi com un assessorament genetic i pre-
concepcional a pacient i familiars respecte al tractament de suport habitual ofert a les

formes poligéniques/no filiades d'IDCV.

2. L’avaluacio dels parametres demografics, clinics i immunologics permet definir un

subgrup de pacients amb IDCV en els que prioritzar la realitzacio de ’estudi genétic.

2. OBJECTIUS

1.1. Objectius principals
e Determinar el percentatge de formes monogeniques i els gens causals a la
nostra cohort de pacients amb diagnostic d’IDCV.
e Determinar el fenotip clinic i immunitari dels pacients amb més probabilitat
de tenir un defecte monogenic que indiqui la necessitat de dur a terme un

estudi genétic a nivell assistencial.

1.2. Objectius secundaris

e Validar la utilitzacié de la determinacié de les cadenes lleugeres lliures en
sérum com a potencial biomarcador pel diagnostic d’IDCV.

e Caracteritzar molecularment i funcional les noves variants genetiques
identificades en l'estudi.

e Estudiar els casos familiars segons el patré d’heréncia per detectar casos
secundaris i oferir consell genétic.

e ldentificar els pacients amb variants genétiques monogeniques susceptibles

de rebre una terapia dirigida que pugui millorar el seu pronostic.
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1. POBLACIO AESTUDI

Tots els pacients pediatrics i adults que compleixen criteris diagnostics d’IDCV
(criteris d’ICON 2015 [35]) amb tractament substitutiu amb gammaglobulina
inespecifica a I’Hospital Universitari Vall d’Hebron (n=148) i 10 pacients de la cohort
d’IDCV de I’Hospital Universitari de Bellvitge (Barcelona, Catalunya) amb

manifestacions autoimmunitaries/inflamatories o joves en edat reproductiva.

2.  TIPUS D’ESTUDI

Estudi transversal, bicéntric (Hospital Universitari Vall d’Hebron i Hospital

Universitari de Bellvitge), intervencionista.

3. SELECCIO DE PACIENTS

S’identifiquen els pacients amb diagnostic d'IDCV segons el facultatiu responsable a
partir de la cohort de pacients en tractament substitutiu amb gammaglobulina

inespecifica.

La doctoranda verifica el diagnostic d’IDCV amb la revisié dels facultatius
responsables segons els criteris diagnostics de I'lCON de 2015 de cara a realitzar
I'estudi genétic mitjangant técniques de seqiienciacié massiva i 1’estudi de marcadors
immunologics que permetin definir un perfil clinic i genetic concret per poder fer una

correlacié posterior amb les troballes genétiques.

S’apliquen els valors de referéncia propis del grup publicats préviament per valorar
els valors d’immunoglobulines dels pacients inclosos a la cohort d’estudi. El treball,

va ser realitzat mitjancant una cohort de 160 subjectes sans de 0 a 18 anys. [11]
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3.1. Criteris d’inclusié

Els criteris d’inclusié que s’han tingut en compte en aquest treball han estat els

seglents:

— Pacients amb diagnostic d’IDCV confirmada, seguint els criteris d’ICON
2015.[35]

— Mostra d’ADN disponible per I’estudi genétic.

— Consentiment informat signat pel pacient o els/les responsables legals per a

la realitzacio de I’estudi genétic.
3.2. Criteris d’exclusio

Els pacients que han estat exclosos de I’estudi han estat tots aquells que no han
complert els criteris d’inclusié i aquells que presenten una deficiéncia de limfocits T
greu, descrita com a: CD4*/uL; 2-6 anys <300, 6-12 anys <250, >12 anys <200, % de
limfocits CD4+ naive: 2-6 anys <25%, 6-16 anys <20%, >16 anys <10% i proliferacid

de limfocits T absent (criteris de I’ESID Registry que son utilitzats regularment).

4. OBTENCIO DE LES MOSTRES

Mitjangant una Unica extraccio de sang del pacient, s’obté:

— 1tubamb 4 mL de sang amb EDTA per a la obtencié d'ADN.

— 1 tub SST (de I’anglés Serum-separating tubes) amb 4 mL de sang per a
1’obtenci6 del sérum.

— 1 tub amb 8 mL de sang amb heparina sodica per a la obtencié de PBMC per

gradient de densitat i posterior criopreservacio.
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Aquestes mostres bioldgiques han estat emmagatzemades i gestionades pel Biobanc
de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron (PT17/0015/0047), integrat a la Xarxa
Nacional de Biobancs Espanyola, i es van processar seguint els procediments
operatius normalitzats amb I'aprovacié adequada de la normativa Etica i Comités
Cientifics.

El Biobanc HUVH va ser autoritzat amb data 2 d’abril de 2013 per la Direccid
General de Planificacié i Recerca en Salut del Departament de Sanitat de la
Generalitat de Catalunya d’acord amb el Reial Decret 1716/2011, de 18 de novembre,
per el qual s’estableixen els requisits basics d’autoritzacidé i funcionament dels
biobancs amb finalitats de recerca biomédica i del tractament de les mostres
biologiques d’origen huma, i es regula el seu funcionament i organitzacio del Registre

Nacional de Biobancs per a la recerca biomedica (n° registre B.0000618).

En alguns casos, s’ha requerit d’una extraccid posterior per a la realitzacio de les
proves funcionals i/o moleculars de confirmaci6 de patogenicitat de les variants

genétiques identificades.

5. VARIABLES A ESTUDI
5.1. Variables demografiques

Es recullen les variables demografiques d’edat, genere, étnia, consanguinitat i

antecedents familiars d’IEI al quadern electronic de treball.

5.2. Manifestacions cliniques

Les segients manifestacions cliniques han estat recollides al quadern electronic de

treball a partir de la historia clinica del pacient registrada al programa informatic
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SAP®© (NetWeaver 7.0 SPS37, California, EUA): edat de debut de simptomes d’IEI,
infeccions bacterianes recurrents de l'aparell respiratori, limfoproliferacio
(esplenomegalia, limfoadenopaties), autoimmunitat (fendmens clinics
autoimmunitaris, citopénies autoimmunitaries), afectaciéo pulmonar (bronquiéctasis,
afectacio respiratoria funcional), afectacié gastrointestinal (infeccions bacterianes i
parasitaries del tracte gastrointestinal, malaltia gastrointestinal), neoplasies (limfoma,
altres cancers). A més, les manifestacions cliniques han estat reclassificades en tres
subgrups dins de la categoria “Infeccio” en: sense infeccions (0), només infeccions (1)

i infeccions amb altres manifestacions cliniques (2).

5.3. Parametres analitics

A part dels parametres analitics recollits com a necessaris per a la confirmacio
diagnostica segons ICON-2015 [35], s’han recollit les poblacions limfocitaries TBNK
rutinaries, les poblacions limfocitaries avancades i els valors de cadenes lleugeres
lliures en sérum. A més, s’han exclos les altres possibles causes

d’hipogammaglobulinémia en cada pacient amb el protocol propi del centre.

5.3.1. Poblacions limfocitaries

A partir de sang total amb EDTA dels pacients de la cohort, s’estudien les poblacions
limfocitaries de manera rutinaria on es recullen valors de CD3*, CD4*, CD8*, CD19*,
CD56'CD16* (percentatge i valors absoluts) mitjangant el citometre de flux Navios
EX (Beckman Coulter, California, EUA).

L'estudi de marcadors immunoldgics orientats a la definicié d'un perfil immunoldgic
concret s’ha dut a terme al Servei d'Immunologia de I'HUVH. A partir de sang total
procedent de tub d’EDTA es tenyeixen 50 pL de sang amb els anticossos
monoclonals CD19-PerCP-Cy5.5 i CD27-PE-Cy7 (Tonbo Biosciences, San Diego,
EUA), CD21-Pacific Blue (Immunostep, Salamanca, Espanya), IgM-APC-Cy7
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(BioLegend, SanDiego, EUA), IgD-FITC, CD24-PE i CD38-APC (Becton
Dickinsonk, New Jersey, EUA), per identificar les diferents subpoblacions de

limfocits B.

Pel que fa a la estrategia de selecci6 de poblacions (gating), ens basem en el treball de
Maecker et al. [75] per tal de determinar el percentatge limfocits B immadurs
(CD19*IgD*CD27°), de transici6 (CD19*lgD*CD27-CD38""CD24"9"), de canvi
d'isotip (CD19*IgDCD27%), plasmablasts (CD19*1gD"CD27*CD38*CD24*) i CD21'*"
(CD19*CD27*CD21'") en sang periférica tal i com mostra la Figura 4.

En el cas on els valors de limfocits B obtinguts a partir de les poblacions limfocitaries
TBNK de rutina han estat baixos (de 0,01 a 0,05 x 10E®/L) es procedeix a fer la tincid
a partir de PBMCs aillades mitjangant gradient de densitat.
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Figura 4. Panell de citometria per a la identificacié de les subpoblacions de limfocits B.
Imatge creada amb BioRender (https://app.biorender.com/)

Un cop obtinguts els resultats procedents de la citometria de flux, els pacients s’han
classificat segons la classificacio “EUROclass”, proposada per Wehr et al. [50] en
funcio6 dels valors de; limfocits B (< 1% B- / > 1% B+), cel-lules CD19* canvi
d’isotip (>2% smB+/<2% smB-), cél-lules CD19+ de transici6 (<9% Tr"o™/>9%TrM)
i les cél-lules CD19* CD21" (>10% 21'°/<10% 21™™).

77



PACIENTS I METODES

5.3.2. Cadenes lleugeres lliures en serum

A partir de serum dels pacients de la cohort emmagatzematsa -80°C al Biobanc de
I’HUVH es realitza la quantificacio de les cadenes lleugeres lliures en sérum (sFLC) «
i A utilitzant el kit “Freelite Mx™ Lambda Free Kit” seguint les instruccions del
fabricant mitjangant el turbidimetre Optilite de Binding Site (Birmingham, Regne
Unit). S’utilitzen els valors de referéncia proporcionats per la casa comercial (Taula
3).

Taula 3. Valors de referéncia de les cadenes lleugeres lliures en serum per a mostres de serum de
subjectes adults (Binding Site).

Mediana (mg/L) Mitjana (mg/L) Rang Percentil 95 (mg/L)

Free Kappa 8,36 7,30 3,30-19,40
Free Lambda 13,43 12,40 5,71-26,30
Mediana Mitjana Rang total

Kappa/Lambda Ratio 0,63 0,60 0,26-1,65

5.3.3. Valors de referéncia propis

Per tal d’obtenir una correcta i estrica interpretacié dels resultats de poblacions
limfocitaries (TBNK i ampliades), valors d’immunoglobulines i subclasses d’IgG, des
del propi grup de recerca hem elaborat uns valors de referéncia interns. Ho hem fet
mitjangant donants sans, de procedéncia variada representativa de 1’area de Vall
d’Hebron, i utilitzant les mateixes tecniques, reactius i aparells que seran utilitzats

amb els pacients posteriorment.

Aquests treballs han estat publicats durant el periode de realitzacié d’aquesta tesi
doctoral: “Age-specific pediatric reference ranges for immunoglobulins and
complement proteins on the Optilite™ automated turbidimetric analyzer.” a la revista
Journal of Clinical Laboratory Analysis [9] i “Extended immunophenotyping
reference values in a healthy pediatric population.” a la revista Cytometry Part B:

Clinical Cytometry.[8]
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6. SEQUENCIACIO GENETICA MASSIVA (NGS)

Als pacients que compleixen els criteris diagnostics d’IDCV se'ls realitza
Pestudi genetic per seqlienciacié massiva utilitzant un panell que inclou 323 gens
causants d’IEI (Taula A2), entre els quals s’hi troben tots els gens descrits com a
causants d’hipogammagobulinémia i també altres gens implicats en el control de la
maduraci6 del limfocit B, la col-laboraci6 T-B al centre germinal i el manteniment de

limfocits de memoria i cél-lules plasmatiques.

El disseny del panell té en compte la maxima cobertura dels gens a sequenciar i la
deteccio de zones no cobertes per si posteriorment s’han de completar alguns exons.
Per a la realitzacio de la llibreria d'ADN s’utilitza un métode d’enriquiment per
captura utilitzant sondes. La reacci6 de sequienciacié es realitza en un seqlienciador
MiSeq (Illumina Inc., California, EUA).

6.1. Protocol de NGS

6.1.1. Caracteristiques de les perles (beads) utilitzades en el
protocol d’NGS

Purificacio de ’ADN amplificat: AMPure XP Reagent

Les beads de poliestiré-magnetita (AMPure) estan recobertes d’una capa de grups
carboxil carregats negativament. La columna vertebral de I’ADN esta altament
carregada de grups fosfats que el fan polar, cosa que li permet dissoldre’s facilment en
aigua (la qual també és polar). Quan s’afegeix polietilé glicol (PEG) a una solucio
d’ADN en estat de saturacio, I’ADN forma grans cues (C0ils) aleatories. Si s’afegeix
aquesta molécula hidrofilica amb la concentracié adequada de sal (Na*), aixo fa que
I’ADN s’acumuli i es precipiti per falta de solvatacio. Els ions Na* protegeixen els
grups fosfats negatius fent que I’ADN s’uneixi a qualsevol cosa que es trobi a prop

(incloses les beads carboxilades). (Figura 5.1)

Un cop I’ADN s’ha unit a les beads, posem I’imant per tenir el nostre ADN atrapat

mentre fem rentats. Un cop es vol eluir I’ADN i tornar a posar-lo en solucio, s’afegeix
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una soluci6 aquosa (Tris o aigua) hidratant completament 1I’ADN 1 traslladant-lo d'un
estat agregat a un estat soluble. Ara, les carregues negatives de les beads

carboxiliques repel-leixen I'ADN, permetent obtenir-lo al sobrenedant.

Aquest és un métode comu en la preparacid de llibreries de NGS. Sovint s’utilitza per

substituir els passos de gels d’electroforesi a la preparacio de la llibreria.

Recuperacio de ’ADN capturat: beads de captura

L’ADN obtingut en el pas previ, s’hibrida amb grups de sondes d’oligonucleotids
biotinilades especifics per a les regions d’interés. Les sondes hibridades es capturen i
es purifiquen mitjancant beads magnétiques d’estreptavidina. Les regions d’ADN
capturades son posteriorment amplificades i seqiienciades. D’aquesta manera,

obtenim biblioteques molt enriquides per a les regions d’interés. (Figura 5.2)

1. AMPure XP Beads

Recobriment de -
polimer modificat
amb carboxilat

Magnetita

Nucli de
poliestire -~

2. Beads de captura

J

Sonda biotinilada
"Seq EZ Probes”

| @ 3

Bead de captura amb M

estreptavidina ADN hibridat amb
sonda

Estreptavidina

Figura 5. Beads utilitzades al protocol d'NGS. 1. AMPure Beads. 2. Beads de captura.
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6.1.2. Preparacio de la llibreria amb fragmentaci6 enzimatica

Fragmentacié enzimatica amb KAPA Frag Enzyme i KAPA Frag Buffer
(10X).

Reparaci6 dels extrems amb enzims “KAPA End Repair & A-Tailing Enzyme
Mix” i “KAPA End Repair & A-Tailing Buffer”.

Uni6 dels indexs (un de diferent per a cada mostra; SeqCap Library Adapter)
amb KAPA DNA Ligase i KAPA Ligation Buffer.

Doble selecci6 de mida: es seleccionen les bandes d’interés mitjancant la unio
de beads magnetiques: en el primer pas, s’incuba ’ADN amb 35 pL de beads.
A les beads s’hi unira I’ADN de fragments llargs, els quals no sén del nostre
interes, ja que seran els que ha realitzat la fragmentacié enzimatica
incorrectament. El sobrenedant contindra els fragments desitjats. Aillem aquest
sobrenedant, i I’incubem amb beads una altra vegada (perd a una altra ratio,
amb 10 pL de beads). Les mides de fragments més petits no desitjats no
s’uneixen a les beads. Finalment, ’ADN que tindrem unit a les beads sera
aquell ADN que tingui la mida desitjada. En aquest punt procedirem a realitzar
la PCR d’amplificacié. (Figura 6)

6.1.3. Amplificacio de la llibreria amb les mostres utilitzant

Ligation-mediated PCR pre-captura

Realitzacié d’una PCR per amplificar la llibreria amb KAPA HiFi HotStart
Ready Mix i Library Amplification Primer Mix.

Es purifica la Ilibreria mitjancant la uni6 a beads magnétiques.

Comprovacié de la qualitat de les llibreries amplificades amb Qubit BR
(concentraci6 d’ADN) i QIAXcel (mida dels fragments d’ADN). (Figura 6)
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6.1.4. Hibridacio de la mostra

Pooling de les mostres, on s’uneixen totes les mostres en un mateix tub.
Hibridacio dels oligonucledtids amb COT Human DNA i HyperCap Universal
Blocking Oligos.

Mix d’hibridacié: Hybridization Buffer i hybridization Component A.
S’hibrida I’ADN amb les sondes biotinilades (Figura 6).

6.1.5. Recuperacio6 de /’ADN capturat

Es procedeix a rentar I’ADN amb diferents buffers de rentat.
Preparacio de les beads per a la recuperacio (capture beads).

Rentat de I’ADN i recuperacié (Figura 6).

6.1.6. Amplificacio de I’ADN capturat

PCR post-captura amb KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X) i Post- PCR
Oligos.

Purificacio de la llibreria mitjancant rentats amb les beads magneétiques.
Comprovacid de la qualitat de la llibreria final amb el Qubit BR (concentracio
d’ADN) i el QIAXcel (mida dels fragments d’ADN) (Figura 6).

6.1.7. Sequenciacié amb [’aparell MiSeq d’lllumina

Comprovacid de la concentracié de la mostra amb el Qubit HS.

Desnaturalitzaci6 amb HT1 Hybridation Buffer (llumina), PhiX Control
(Humina), NaOH 1 N,(llumina), Tris-HCI 10 mM pH 8,5 amb Tween-20 0,1%.
Carrega de la mostra desnaturalitzada al cartutx: MiSeq Reagent Kit v3 (600

cycles) (Figura 6).
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ANANN —

L =

1. Preparacié de la llibreria 2. Amplificacié de la llibreria 3. Pooling de les mostres

6. Seqiienciacié amb el 5. Amplificacié del DNA 4. Recuperacio del DNA
MiSeq (lllumina) capturat capturat

Figura 6. Protocol de seqlienciacié genetica massiva.

6.2. Analisi de resultats

......

que descarten els reads no valids. Per a avaluar la fiabilitat dels resultats també s’ha
de tenir en compte el nombre de lectures obtingudes i la cobertura horitzontal de les
dades obtingudes. A continuacid, es realitzara 1’alineament de les dades al genoma de
referéncia i la identificacio de les variants (variant calling). A partir d’aquest punt, es
filtraran les variants candidates seguint dos tipus de criteris: les caracteristiques del
propi gen (associacié a la malaltia, tipus d’heréncia) i els de la variant (freqiiéncia en
la poblacid, I’efecte a la proteina i la conservacié al llarg de ’evolucid). L’objectiu és
reduir al minim el nombre de variants candidates per tal d’identificar les possibles
variants patogéniques (Figura 7). Un cop tenim un nombre raonable de variants
candidates, es procedeix a la interpretacio dels resultats amb una estratégia

multidisciplinaria.
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Dades crues de
sequenciacio

Classificacié i interpretacio Alineament al genoma
de les variants de referencia
Filtratge de les variants Identificacié de

candidates les variants

Anotacid de
les variants

Figura 7. Flux de treball en I’analisi de les dades
procedents de la seqUienciacié génica massiva.

Un cop analitzats els resultats del panell de gens, es realitza la confirmaci6 de la
variant mitjancant seqlienciacié Sanger als pacients que han presentat alguna variant
genética amb alta sospita de causalitat. A continuacid, es realitza I’estudi familiar més
ampli possible i els estudis necessaris per confirmar ’efecte de la variant genética
sobre els aspectes moleculars (estructura, estabilitat, expressio, etc.) i els aspectes

funcionals de les proteines codificades pels gens candidats.

6.3. Altres aproximacions genétiques

L’estudi genetic per excel-léncia d’aquesta tesi doctoral ha estat el panell geneétic
NGS de 323 gens detallat préviament. No obstant, cal tenir en compte que en alguns
casos I’aproximacio genética ha estat diferent. L’algoritme de treball que s’hauria de
seguir idealment pot consultar-se a la figura 8, on tots els pacients amb resultat
negatiu del panell haurien de ser seqiienciats per WES, i tots els pacients amb resultat
negatiu de WES haurien de ser seqlienciats per WGS. Per limitacions temporals i de
finangament no s’ha pogut dur a terme aquesta aproximacié de forma general i s’ha

limitat la realitzaci6 de WES i/o WGS aquells pacients amb resultat negatiu del
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panell, amb un fenotip més greu i sempre per decisio del facultatiu clinic responsable.
En els casos amb manifestacions sindromiques o discapacitat intel-lectual s’ha
procedit a ’estudi genétic mitjangant array-CGH, el qual és emprat per a la deteccid
d’alteracions de numero de copia. Per entendre quina aproximacié genética s’ha
emprat i perque, veure la figura 8. Cal tenir present que aquesta aproximacio pot

haver-se modificat en algun pacient per decisi6 del facultatiu responsable.

Diagrama de flux per escollir
I'aproximacio genética a utilitzar

Si_~Pacient amb fenotip No
peculiar/sindrémic? Panell IEl HUVH

No N No
Resultat positiu? Resultat positiu?
s si

No
Resultat positiu? '—b

S\'I

Resultat positiu?

ISi

A

IDCV amb IDCV sense
»  diagnostic diagnestic
molecular molecular

Figura 8. Diagrama de flux proposat per a la realitzacio de I’aproximacié genética.
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7. ESTUDIS MOLECULARS/FUNCIONALS PER A LA CONFIRMACIO
DE LA PATOGENICITAT DE LES VARIANTS GENETIQUES

7.1. Aillament de subpoblacions cel-lulars

S’aillen limfocits T i limfocits B mitjancant seleccié negativa amb beads
(RossetteSep™ Human T Cell Enrichment Cocktail i RosseteSep™ Human B Cell
Enrichment Cocktail, StemCell Technologies, Vancouver, Canada) amb un rendiment
de 99,5% i 96,8% respectivament, verificat per citometria de flux. Pel que fa als
neutrofils, s’aillen mitjancant el procediment rutinari de separacid de cél-lules
mitjancant gradient de densitat (Lymphoprep, StemCell Technologies, Vancouver,
Canada) seleccionant les cel-lules que queden just per sobre la fraccio d’eritrocits. En
aquest cas, s’ha aconseguit un rendiment de 91% verificat també per citometria de

flux.

7.2. Extraccié i quantificacio d’ADN

A partir d’un tub de sang d’EDTA que hem congelat préviament, procedim a la
extraccio d’ADN per poder dur a terme els corresponents estudis moleculars. Ho fem
mitjangant el Kit d’extraccio QlAamp de QIAGEN (Hilden, Alemanya). Breument,
els passos per a la extraccié d’ADN son: (i) lisi cel-lular, (ii) uni6 de ’ADN a la
membrana de la columna, (iii) rentats per la eliminacié de molécules contaminants i

(iv) elucié de I’ADN en aigua.

Un cop tenim I’ADN, el quantifiquem mitjangant 1’espectrofotometre “Colibri” de
Titerek-Berthold (Bad Wildbad, Alemanya) llegint 1’absorbancia a 260/280 (puresa
ADN respecte a les proteines, 1.8-2) i a 260/230 (puresa ADN respecte a

sals/impureses, 2-2.5) obtenint una concentracio en ng/pL de cada mostra.
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7.3. Extraccid i purificacié d’ARN

En els casos que vulguem treballar a partir d’ARN, és necessaria la obtencié d’un tub
de sang Tempus™ (Thermofischer Scientific) el qual conté un reactiu estabilitzador
d’ARN i permet, al mateix temps, la lisi de les cel-lules. L’ ARN és menys estable que
I’ ADN essent facilment destruit per I’enzim ribonucleasa (RNasa). Mitjangant el “Kit
d’aillament d’ARN per centrifugacio Tempus™” (Thermofischer Scientific)

procedim a extreure i purificar I’ARN.

Si la mostra per a I’extraccio d’ARN son pellets cel-lulars, s’ha utilitzat el kit
“RNeasy Plus Mini Kit” (QIAGEN, Hilden, Alemanya). Breument, els passos per a la
extracci6 d’ARN son: Lisi cel-lular, eliminacié de I’ADN genomic, rentats per la

eliminacid dels contaminants i elucié de I’ARN en aigua.

7.4. Retrotranscripcio i obtencié de ’ADNc

Un cop hem obtingut 'ARN d’interés (de cadena simple), quantifiguem la
concentracid6 mitjancant [’espectofotometre “Colibri” de la manera explicada

anteriorment.

Mitjangant una retrotranscripcio o transcripcio inversa amb el kit First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Ref: 11483188001, Roche), generem I’ADNc o
ADN complementari. EI procés consisteix en una primera part de desnaturalitzacio i
una segona part de retrotranscripcié mitjangant 1’enzim transcriptasa inversa o

retrotranscri ptasa.
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7.5. PCR d’amplificacié

La reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) permet obtenir moltes copies d’ADN a
partir d’una quantitat minima i és el pas previ a la PCR de sequienciaci¢ directa, o
seqlienciacié Sanger. A la mostra d’ADN se li afegeixen desoxiribonucleotids
trifosfat (ANTPs), magnesi, encebadors, aigua, buffer d’amplificacié i 1’enzim
polimerasa d’ADN; Taq polimerasa. Els encebadors utilitzats en aquest pas son

forward i reverse per tal de generar ADN de doble cadena d’una regi6 concreta.

El procés de la PCR consisteix en una serie cicles en els que la temperatura va
canviant per optimitzar les diferents fases de [’amplificacio: inicialitzacio,
desnaturalitzacié, hibridacié dels encebadors, elongacid, elongaci6 final i

conservacio.

7.6. Comprovacio d’amplificacio i purificacié

El producte resultant de la PCR d’amplificacié es fa coérrer en un gel d’agarosa
mitjangant electroforesi. EI gel és un polimer entrellacat que formara un solid de base
porosa amb aspecte semblant a la gelatina que permetra el pas dels components. En el
cas de voler separar seqiiéncies d'acids nucleics de mida entre 200 i 1000 parells de
bases, el gel conté un 2% d’agarosa (Biotools, Madrid, Espanya) dissolta en TBE 1X
(Fisher BioReagents, Madrid, Espanya). Escalfem la mescla fins I’ebullicié per a
obtenir una solucié homogénia i transparent. Posteriorment s’afegeixen 2 pL de
Midori Green (Duren, Alemanya) i esperem 30 minuts fins que solidifiqui amb la

pinta posada per crear els forats dels pous on carregarem la mostra.

Procedim a carregar les nostres mostres ja amplificades, amb Flexi Buff 5X
(Promega, Wisconsin, EUA, dilucié 1:2) dins dels diferents carrils per a comprovar
que la PCR d’amplificacié ha funcionat correctament i que el nostre ADN s’ha
amplificat amb la preséncia de bandes en el gel. Les mostres, corren per I’aplicacid

d’un corrent eléctric de 100 volts durant 30 minuts, fent que les seqiiéncies d’acids
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nucleics es separin en funci6 de la mida (nombre de parells de bases). En un dels
carrils, s’afegeix el marcador de pes molecular “FastGene 100 bp Marker” (Nippon

Genetics Europe GmbH, Duren, Alemanya).

Després de l'electroforesi, s’aplica el métode de deteccié per luminescencia en
exposicio a llum ultraviolada mitjangant I’aparell Molecular Imager® Gel Doc™ XR
System (Bio-Rad, Hercules, California). Un cop confirmem que al gel es poden
detectar els amplimers, la mescla amplificada mitjangant PCR ha de ser purificada
amb 1’objectiu d’eliminar subproductes del producte amplificat. Purifiquem amb
exoSAP (California, EUA), que conté Exonuclease I, que elimina els encebadors, i

Shrimp Alkaline Phosphatase, que elimina els dNTPs sobrants.

7.7. PCR de seqlienciacio directa (métode Sanger)

La PCR de seqlienciaci6 directa (0 metode Sanger) consisteix en congixer la
seqliéncia concreta de nucleotids d’una seqiiéncia d’ADN. La técnica es basa en

I’addicio6 de diferents nucleotids gracies a la Taq polimerasa.

L’encebador utilitzat en aquest cas només és un de sol (Forward o Reverse) per la
generaci6 de cadenes Uniques. Partint de la mescla Big Dye Terminator (Applied
Biosystems™, Massachusetts, Estats Units), tamp6 de seqiienciacio, aigua destil-lada,
mostra d’ADN i encebadors de seqlienciacio, es realitza una PCR de 25 cicles a una
temperatura d’hibridacié de 50 °C, suficientment baixa perqué els oligonucleotids es
puguin unir a la seva seqliéncia complementaria. Els terminadors BigDye estan

etiquetats amb els colorants acceptors de dRhodamine de la taula 4.

Taula 4. Relaci6 de nucleotid i etiqueta de colorant.

Nucleotid Terminador  Colorant fluorescent

A R6G

C ROX

G R110

T TAMRA
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El BigDye conté un conjunt de colorants units especificament a cadascun dels 4
nucledtids (Taula 4), els quals contenen un colorant donant de fluoresceina que
absorbira ’energia d’excitacio del laser del seqlienciador, enllacat a un dels quatre
colorants acceptors de diclorodamina. Cada nucleotid queda marcat fluorescentment
de manera que cadascun d’ells implica un color de fluordfor diferent. Els nucledtids
marcats fluorescentment també son terminadors, és dir que quan son incorporats per
la ADN polimerasa finalitzen inevitablement 1’amplificacié d’aquell fragment. A part
dels terminadors marcats, el BigDye també inclou nucleotids no marcats, AmpliTaq
ADN polimerasa, FS (Tag-FS, membre de la familia Taq F667Y), pirofosfatasa rTth,
clorur de magnesi i tampd. Mitjangant una electroforesis capil-lar, els pics de
fluorescencia de cada dNTP seran detectats per un detector que transformara aquestes
senyals luminiques en un electroferograma que ens donara la informacié de la

seqiiencia de la nostra mostra d’ADN.

Posteriorment a la PCR de seqiienciacio, es purifica I’ADN per eliminar les sals i els
terminadors BigDye® no incorporats mitjancant el kit de purificacio XTerminator®
BigDye (Applied Biosystems™, Massachusetts, Estats Units). Finalment, la mostra és
seqlienciada a 1’aparell 3500 Genetic Analyzer for Fragment Analysis (#A30468,

Applied Biosystems™, Thermofisher Scientific, Massachusetts, Estats Units).

Les aplicacions d’aquesta técnica en aquesta tesi son la confirmacio de variants
genétiques trobades al panell genetic per NGS, estudis genétics familiars i la

seqlienciacié en determinats Ilinatges cel-lulars en el cas de les variants somatiques.

7.8. PCR quantitativa (QPCR): expressi6 genica

La gPCR (PCR quantitativa, també anomenada PCR a temps real) és una técnica que
hem utilitzat per avaluar I’expressio genica de forma relativa. El seu principi es basa
en amplificar per PCR fragments d’ADN utilitzant algun sistema de monitoritzaci6 de
I’amplificacid (en el nostre cas sondes fluorescents) que ens permeti posteriorment

realitzar la quantificacid.
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Partint de la mescla TagMan Universal Master Mix Il no UNG, aigua, sonda marcada
amb FAM i ADNc es realitza una gPCR de 45 cicles. A part del nostre gen diana,
també incorporem un gen de referéncia o housekeeping com pot ser el gen ACTB o
GAPDH. EI gen de referéncia presenta una expressié constant en totes les mostres,
sense veure’s significativament modificada per les condicions d’estudi o per I’efecte
d’un tractament. La gPCR es realitza mitjancant el termociclador 7900HT Fast Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, Massachusetts, Estats Units).

El resultat obtingut del nostre gen diana es normalitza calculant la expressié relativa
amb el gen de referéncia emprat, utilitzant la seglient formula: 2-4€T on ACT = CT del

gen diana — CT del gen de referéncia.[76]

7.9. Tincié intracel-lular ’LRBA

A partir de 50 pL de sang total, es procedeix a la tincio intracel-lular d’LRBA seguint
el protocol que recomana la casa comercial del kit PerFix-nc (Beckman Coulter,
California, Estats Units). Breument, el protocol consisteix en fixar les cél-lules i lisar
els hematies, permeabilitzar els leucocits, incubar amb anticossos superficials i
intracel-lulars (conjugats amb un fluorocrom) i un rentat final per eliminar anticossos
no units i restes cel-lulars apoptotiques. Les cél-lules son tenyides amb 1’anticos
primari intracel-lular anti-LRBA (Sigma-Aldrich, Missouri, Estats Units) i I’anticos
secundari Goat Anti-Rabbit 1gG H&L — Alexa Fluor 488 (Abcam, Cambridge, Regne
Unit). Les mostres s6n adquirides mitjancant el citometre Navios EX (Beckman

Coulter, California, Estats Units) durant les seglients 24 hores després de 1’extraccio.

7.10. Estudi de la via NFKB mitjangant western blot

Per a I'analisi de les proteines involucrades a la via NFxB (p-P105, P105/p50 i IxBa),
es llisen 2x10° de PBMC del pacient i del donant sa, les quals han estat préviament
estimulades a 0, 15, 30 i 60 minuts a 37°C amb PMA [0,1 pg/mL] + ionomicina [2

pg/mL].
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Es quantifiquen les proteines de les mostres seguint les instruccions de fabrica del kit
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Massachusetts, Estats Units) i
ajustem les concentracions de manera que es carreguen 31 pg de proteina de totes les

mostres per igual al gel d’electroforesi.

Les mostres es corren en un gel de Tris-Glycine (#5671094, 4-20% Criterion™
TGX™, Bio-Rad) segons el protocol estandard i es transfereixen a una membrana
PVDF de 0,2 um (#1704157, Trans-Blot Turbo Mini, Bio-Rad). Seguidament, les
membranes es bloquegen amb TBS-T 1X + 5% llet durant 1h 30min a temperatura

ambient i en agitacio.

Per a la deteccié de les proteines d’interés, s’incuba la membrana a 4°C en agitacid
overnight amb una dilucié 1:1000 dels segiients anticossos: anti-p-NFxB p105
(Ser933) (48065, rabbit, Cell Signaling), anti-lIkBa (IkB-alpha) (9242S, rabbit, Cell
Signaling) i anti-NFxB p105/p50 (3035S, rabbit, Cell Signaling). Posteriorment,
s’incuba 1h en agitacido i temperatura ambient amb 1’anticos secundari anti-rabbit
HRP (7074S, Cell Signaling) a una dilucié 1:6000. Pel control de carrega, la
membrana s’incuba amb I’anticos de control de carrega anti-p-actina (MA5-15739,
Invitrogen, mouse) i amb [I’anticos secundari HRP anti-mouse (G21040,

Thermofisher).

La membrana, és revelada amb el substrat quimioluminiscent SuperSignal® West
Pico (Thermo Scientific, Massachusetts, Estats Units) que detecta la peroxidasa de
rave picant (HRP de I’anglés horseradish peroxidase) en immunoblots. La emissié de
senyal extremadament intensa d'aquest substrat permet la deteccié de quantitats de
picograms d'antigen mitjancant el lector Odyssey® Fc Imaging System (LI-COR

Biosciences, Lincoln, EUA).

Les bandes de proteina d’interés obtingudes s’han quantificat amb 1’objectiu de
reflectir les quantitats relatives com a proporci6 de cada banda de proteines en relacié
amb el control de carrega del carril. La quantificacio s’ha dut a terme mitjancant el
software “Image]” de Wayne Rasband de 1'Institut Nacional de Salut (EUA)
(http://rsb.info.nih.gov/ij/).
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7.11. Analisi de citocines en sobrenedant mitjancant immunoassaig

microfluidic

Per a l'analisi dels valors de citocines en sobrenedant en el context d’estudi de la via
NF«B, s’estimulen 300.000 PBMCs amb PMA [0,05 pg/mL] + ionomicina [1 pg/mL]
a0ia72ha37°C. Passat aquest temps, es recull el contingut dels pous d’una placa de
24 pous i es centrifuga a 1500 rpm durant 5 minuts a 4°C. El sobrenedant obtingut es

congela a -20°C fins a la determinacié de les citocines.

Els valors circulants de Fas lligand (SFAS-L), IL-10, IL-2ro, IL-6, IFNy, IL-12p70,
IL-1B i TNF-a es mesuren mitjangant un assaig d'immunofluorescéncia basat en
microfluidica, seguint les instruccions del fabricant. Breument, 40 pL de sobrenedant
es dilueixen 1:5 amb el diluent de mostra del kit (Simple Plex Cartridge Kit for 16
samples, containing Fas ligand, IL-10, IL-2ra/CD25, IL-6, Bio-techne. #SPCKA-PS-
006875) i s’introdueix dins del cartutx de microfluidica, el qual conté tots els
anticossos de detecci6. Mitjancant 1’aparell ELLA (Protein Simple, California, EUA)
el qual conté un sistema de valvules de pressid, es realitza simultaniament un
immunoassaig de tipus sandvitx per a cada citocina a cada nanoreactor de vidre.
S’obtenen els resultats per triplicat per a cadascuna de les citocines per a cada mostra.
A cada determinacio, s’utilitza un control per al valor maxim i minim per a confirmar

la corba de calibratge.

7.12. Estudis genétics familiars

Es realitzen estudis genétics familiars d’aquells pacients amb variant genética causal
identificada mitjancant PCR de sequienciacié (métode Sanger) amb ADN extret a
partir de sang total en EDTA. Es realitza a tots els parents de primer grau del pacient

index, és a dir, pares, germans i fills.
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8. ANALISI ESTADISTICA

S’han obtingut taules resum per a totes les variables d’interés estudiades en funcié de

la variable resposta seguint el procediment detallat a continuacio:

e Variables gualitatives: taula de frequiéncies amb les freqiiencies absolutes i

relatives per a cadascun dels grups i globalment.

e Variables guantitatives: taula amb els estadistics de resum: N, mitjana,
mediana, desviacié estandard, i valors minim i maxim; per a cada grup i

globalment.

8.1. Analisi bivariada

La variable “variant genética” s’ha analitzat envers a la resta de variables
demografiques, variables cliniques i variables analitiques aplicant la prova Khi-
quadrat, la prova exacte de Fisher (per les variables qualitatives) o el T-test i prova
Mann-Whitney (per les variables quantitatives) tal i com es mostra a continuacié. Les
decisions estadistiques s’han realitzat prenent com a nivell de significaci6 el valor
0,05.

e Variables quantitatives: en primer lloc s’han analitzat les condicions

d’aplicaci6 de les diferents proves (proves de normalitat de Shapiro-Wilk i
proves d’homogeneitat de variancies de Levene). S ha aplicat el model lineal
0 no parametric adequat en funci6 del compliment dels criteris d’aplicacio (t-
test o prova de Mann-Whitney).

e Variables qualitatives: s’ha utilitzat la prova d’homogeneitat de distribucions

discretes adequada (prova Khi-Quadrat, Raé de Versemblanca o Exacte de

Fisher) en funcio del criteri de Cochran.

8.2. Modelitzacio

Les variables amb major rellevancia clinica i que mostraven evideéncies estadistiques

s'han incorporat en un model de regressié logistica multivariant. També s’han avaluat
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interaccions entre variables. S’han obtingut les oportunitats relatives (odds ratio) amb
els intervals de confianga del 95%. S’han representat graficament mitjangant corbes

ROC i s’ha obtingut el valor de AUC, sensibilitat i especificitat.

Es realitzen tots els estudis estadistics de modelitzaci6 de regressio logistica
multivariants, realitzant dos estudis: per a totes les variants genetiques trobades i per a
nomeés les variants que es consideren causals. Es realitzen models sense interaccions i

models amb interaccions.

8.3. Proporcions i intervals de confianca

Es calculen les proporcions amb els intervals de confianca del 95% en les variables:
resposta vacunal, limfocits B canvi d’isotip de memoria (smB), cadenes lleugeres

(fenotip) i cadenes lleugeres (suma).

8.4. Mesures d’associacio

L'index kappa de Cohen és una mesura de la concordanca entre els dos avaluadors i es
mesura com la rad entre les concordances observades i esperables a I'atzar, la maxima
concordanga possible (100%) i l'esperada a l'atzar. S’han enfrontat les variables
resposta vacunal, limfocits B canvi d’isotip de memoria (smB), cadenes lleugeres

(fenotip) i cadenes lleugeres (suma).

8.5. Software estadistic

L’analisi estadistica ha estat possible gracies a la col-laboracio del Servei d’estadistica
de la UAB i ha estat realitzada amb el software: SAS v9.4, SAS Institute Inc., Cary,
Carolina del Nord, EUA. Les decisions estadistiques s’han realitzat prenent com a

nivell de significacio el valor 0,05.
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9. ASPECTES HUMANS. CONSENTIMENT INFORMAT.

A tots els pacients inclosos a la cohort se’ls ha entregat un consentiment informat per
extreure mostres biologiques i emmagatzemar-les al Biobanc d’immunologia de
I’HUVH. En ell, s’exposa la utilitzaciéo de les mostres en projectes d’investigacid
biomedica sempre i quan la investigacié hagi estat aprovada pel Comité d’Etica
d’investigaci6 clinica (CEIC) de ’THUVH.

El present estudi ha estat aprovat pel Comité d’Etica de 'HUVH amb data
11/05/2017 (namero de registre: PR(AMI)372/2016).
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VIIl. RESULTATS

1. COHORT

S’ha definit una cohort de 148 pacients amb diagnostic d’IDCV, dels que
finalment s’han inclos 136 a la seqlienciacié génica massiva. EI motiu pel qual 12
pacients —tots ells adults— han estat exclosos de la cohort final ha estat per la manca
de mostra per obtenir ADN (n=7), obtenci6 d’ADN de baixa qualitat (n=1) o per
manca de consentiment per a la realitzacié de I’estudi genétic (n=4) (Figura 9). Els
pacients sén adults i pediatrics i segueixen tractament amb gammaglobulines
inespecifiques al Vall d’Hebron Barcelona Hospital Campus. S’han inclos també 10
pacients de I’Hospital Universitari de Bellvitge. Tots ells compleixen els criteris
d’inclusi6 detallats anteriorment (apartat 3. Seleccié de pacients, del capitol VII.
Pacients i métodes).

25 pediatrics
123 adults

12 pacients exclosos:
manca de mostra,
ADN de baixa qualitat, 136 25 pediatrics
no signatura del CI ) - X 111 adults
pacients sequenciats

Figura 9. Esquema del nombre de pacients inclosos a I’estudi.
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2. VARIABLES DEMOGRAFIQUES

Els pacients, 73 homes (53,7%) i 63 dones (46,3%) tenen edats compreses dels 11 als
81 anys (veure distribuci6 en funci6 de I’edat a la taula 5) i son seguits per la Unitat
de Patologia Infecciosa i Immunodeficiencies de Pediatria (UPIIP) —pacients
pediatrics— la Unitat d’Ilmmunologia d’adults, el Servei de Pneumologia del Vall
d’Hebron Barcelona Hospital Campus i el Servei d’Immunologia de 1’Hospital

Universitari de Bellvitge —pacients adults—.

Taula 5. Nombre i percentatges de les edats dels pacients inclosos a la cohort.

Edat N %

Pediatrics (11 a 17 anys) 14 10,3

Adults (18 a 81 anys) 122 89,7
Mitjana 42,75
Desviaci6 estandard 17,87

Altres variables recollides en aquest treball, com la consanguinitat dels pares, 1’étnia o

els antecedents familiars d’IEI es detallen a la taula 6.

Taula 6. Nombre i percentatges d’altres variables demografiques.

Consanguinitat Etnia caucasica AL AU IEUS0.S
9 manifestacions cliniques d’IET
N % N % N %
3/136 2,2 133*/136 97,8 16/136 11,8

*les 3 étnies diferents a la caucasica son ’étia llatinoamericana (2 pacients) i [’étnia asiatica (1 pacient).
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3.  MANIFESTACIONS CLINIQUES

L’edat d’inici de signes/simptomes dels pacients de la cohort va des dels poc mesos
d’edat fins als 70 anys, tot i que s’observa que en la majoria dels pacients 1’edat

d’inici de simptomes és durant la infancia (dels 2 als 7 anys) (Figura 10).

20

154

N pacients
=
o
1

5=

. I Hnngﬂnnﬂqnﬂl]nﬂq Mooon 0l onnall) o oo
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Edat inici simptomes

Figura 10. Namero de pacients distribuits en funci6 de I’edat d’inici de simptomes.

Els signes/simptomes d’inici de tots els pacients de la cohort sén les infeccions de
repeticié de les vies respiratories altes, concretament otitis, sinusitis, bronquitis i

pneumaonies.

Al tall transversal fet en ocasio d’aquesta tesi, un 91% dels pacients inclosos a la
cohort pateix o ha patit infeccions respiratories recurrents, un 83% amb afectacié
pulmonar basada en la preséncia de bronquiéctasis i en I’afectacidé respiratoria
funcional. L’afectacié gastrointestinal és la tercera manifestacio clinica més comuna,
afectant al 76% dels pacients (Taula 7). Una representacié de les manifestacions

cliniques de tots els pacients de la cohort es pot veure a la figura 12.

Taula 7. Percentatges de les diferents manifestacions cliniques.

Manifestacio clinica N pacients %
Infeccions respiratories bacterianes recurrents 124/136 91,2
Afectacié pulmonar 113/136 83,1
Afectaci6 gastrointestinal 104/136 76,5
Limfoproliferacio 61/136 44,9
Autoimmunitat 37/136 27,2
Neoplasies 10/136 7,4
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Les neoplasies detectades a la cohort han estat: limfoma de cél-lules B (n=2),
carcinoma de cordes vocals (n=2), adenocarcinoma de colon (n=1), limfoma de
Hodgkin (n=1), neoplasia gastrica (n=1), limfoma intestinal (n=1), neoplasia d’ovari

(n=1), carcinoma de glandula parotida (n=1) i carcinoma basocel-lular nasal (n=1).

Les variables anteriorment esmentades, han estat reclassificades en tres subgrups dins
de la categoria “Infeccid” en: sense infeccions (0), només infeccions (1), infeccions i

altres manifestacions cliniques (2) amb la distribucié observada a la taula 8:

Taula 8. Valors absoluts i percentatge dels subgrups dins la categoria Infeccio.

Infeccid N %
0 11 8,1
1 3 2,2
2 122 89,7

Es realitza una quantificaci6 de 1’acumulacié de manifestacions cliniques o “score

clinic”, obtenint els resultats observats a la figura 11:

60=

N pacients
-
o
1

N
o
1

L I

0 1 2 3 4 5 6
N manifestacions cliniques acumulades

Figura 11. Distribuci¢ dels pacients en funci6 del
nombre de manifestacions cliniques acumulades.
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Figura 12. Representacio de les manifestacions cliniques de tots els pacients.
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4. PARAMETRES ANALITICS

4.1. Valors d’immunoglobulines

A la taula 9 es detallen els valors nadir d’immunoglobulines sériques previs a I’inici
del tractament substitutiu amb gammaglobulina inespecifica en 133/136 pacients
(1gG) ien 136/136 pacients (IgA i IgM).

Taula 9. Valors d’immunoglobulines. Nadir d’IgG i valors d’IgA i d’IgM previs a Dinici del

tractament substitutiu amb gammaglobulina inespecifica.

Nadir d’IgG N % IgA i IgM N %
(mg/dl)
<200 40 30,1 IgA disminuida 118/136 86,8
200-399 53 39,8 IgM disminuida 101/136 74,3
>400 40 30,1 IgA i IgM disminuides 88/136 64,7

Valors de referéncia interns [9]

Pel que fa a les subclasses d’IgG (IgGl, IgG2, 1gG3, 1gG4) només s’han pogut
recollir dades de 92 dels 136 pacients de la cohort prévies a I’inici de tractament
substitutiu amb gammaglobulina inespecifica, essent els resultats els exposats a la
taula 10.

Taula 10. Valors de subclasses d’immunoglobulina IgG.

Subclasses N %
1gG1 disminuida 77/136 83,7
19G2 disminuida 85/136 92,4
19G3 disminuida 51/136 55,4
1gG4 disminuida 19/136 20,7

Valors de referéncia interns [9]
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4.2. Poblacions limfocitaries B

Els resultats de I’estudi de subpoblacions de limfocits B poden veure’s a la
taula 11. EI 84,9% (101/119) dels pacients presenten uns percentatges de limfocits B
totals normals i el 63,7% dels pacients presenten els limfocits de transici6 elevats
(65/102). Un 85% dels pacients de la cohort presenten una expressié de CD21*

normal.

Taula 11. Nombres absoluts i percentatge de les diferents subpoblacions de limfocits B (classificacio
EUROclass).[50]

Subpoblacio6 Classificacio N %
Limfocits B CD19* B+ 101 84,9
(n=119) B- 18 151
Limfocits B de canvi d’isotip smB+ 53 57,6
(n=92) smB- 39 424
Limfocits B de transicié Trnorm 37 36,3
(n=102) Tr hi 65 63,7
Limfocits B CD21* 21 norm 67 85,9
(n=78) 21 low 11 14,1

4.3. Cadenes lleugeres lliures en serum

Els resultats de 1’estudi de les cadenes lleugeres lliures en serum de 87/136
pacients es poden veure a la taula 12. EI 83,9% (73/87) dels pacients presenten un o
ambdéds subtipus disminuits, en comparacié amb els valors de referéncia establerts.

No s’observen diferéncies significatives entre pacients pediatrics i pacients adults.
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Taula 12. Valors absoluts de cadenes lleugeres lliures en sérum. Fenotip, relacio /A i suma k+ A.

Classificacio N %
KT 14 16,1

Fenotip KN 3 34
(n=87) N 1 11
KA 69 79,3

Disminuida 2 2,3

Relacio x / A

N | 2 4
(n=87) ormal 8 94,3
Elevada 3 34
Sumax + A Disminuida 78 89,7
(n=87) Elevada 9 10,3

4.4. Comparativa de biomarcadors pel diagnostic d’IDCV

Es realitza una comparativa entre els diferents biomarcadors de la IDCV (resposta
vacunal, limfocits B de memoria) afegint els valors de les cadenes lleugeres (fenotip i
suma) per tal d’esbrinar quin d’ells és el més robust i poder oferir aixi un nou

biomarcador pel diagnostic de la IDCV.

Els millors resultats obtinguts corresponen a la variable “cadenes Ileugeres (suma)”,
amb un 89,7%. No obstant, no podem dir que sigui millor variable que ‘“cadenes
lleugeres (fenotip)” (83,9%) ni que “resposta vacunal” (85,2%) ja que els intervals de
confianga estan solapats. Si que podem afirmar que és millor que la variable “smB”
(42,4%) (Taula 13).

Taula 13. Comparativa entre els diferents biomarcadors d’IDCV.

95% limit 95% limit conf
Biomarcador IDCV alterat N %
conf inferior superior
Resposta vacunal 69/81 85,2 0,7745 0,9292
smB 39/92 42,4 0,3229 0,5249
Cadenes lleugeres (fenotip) 73/87 83,9 0,7619 0,9163
Cadenes lleugeres (suma) 78/87 89,7 0,8326 0,9605
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Pel que fa a les correlacions entre les diferents variables, només les cadenes lleugeres

presenten una concordanca elevada entre elles (suma i fenotip) (Kappa=0,75), pel que

podriem dir que mesuren el mateix. En canvi, entre la resta de variables 1’index

Kappa és molt baix, fins i tot negatiu en alguns casos, indicant que no hi ha cap tipus

de relacio entre elles (Taula 14). A la taula 15 es poden veure en detall els resultats

obtinguts d’enfrontar les variables “Resposta vacunal” i “Cadenes lleugeres” (fenotip

i suma).

Taula 14. Valors d’index kappa.

Variable Index Kappa Interpretacio

Resposta vacunal vs. smB 0,0579 Insignificant

Resposta vacunal vs. Cadenes lleugeres (fenotip) -0,0566 Sense acord
Resposta vacunal vs. Cadenes lleugeres (suma) -0,1538 Sense acord
smB vs. Cadenes lleugeres (fenotip) 0,0646 Insignificant

smB vs. Cadenes lleugeres (suma) 0,0865 Insignificant

Cadenes lleugeres (fenotip) vs. Cadenes lleugeres (suma) 0,7513 Substancial

Interpretacio basada en [’estudi d” Abraira et al 2001 [77]

Taula 15. Taula de contingéncia amb les variables “resposta vacunal” i “cadenes lleugeres” (fenotip i
suma) enfrontades.

R . R
esposta Cadenes lleugeres (fenotip) esposta Cadenes lleugeres (suma)
vacunal vacunal
Frequencia Frequéncia
0 ! Total 0 1 Total
Percentatge (normal) (alterada) Percentatge (normal) (alterada)
1 7 8 0 8 8
0 (normal) 0 (normal)
1,79 12,5 14,29 0 14,29 14,29
9 39 48 7 41 48
1 (alterada) 1 (alterada)
16,07 69,64 85,71 12,5 73,21 85,71
10 46 56 7 49 56
Total Total
17,86 82,14 100,00 12,50 87,50 100,00

En verd es destaquen els pacients coincidents i en vermell els discordants.
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5. RESULTATS GENETICS (SEQUENCIACIO GENICA MASSIVA)

S’han realitzat un total de 131 panells genétics, 2 array-CGH, 8 WES i 1 WGS
per motius assistencials seguint les indicacions dels facultatius responsables (veure

figura 8 i taula 16).

Després d’analitzar els resultats obtinguts dels 136 pacients mitjancant la
seqlienciacié genética massiva, es van trobar un total de 36 casos amb variants
monogéniques rellevants en gens associats a IDCV (26,5% del total de la cohort)
essent en 24 casos variants genétiques considerades com a causals (17,6%) i 12 casos
variants de susceptibilitat (8,8%). A la figura 13 es pot veure una representacio de
tots els gens on s’han identificat variants rellevants aixi com la distribucié de les
variants a TACI (TNFRSF13B).

50,00% TNFRSF13B
11,11% NFKB1
8,33% LRBA

8,33% PIK3RT
5,56% BTK

5,56% IKZF1

2,78% RNU4ATAC
2,78% IKBKG
2,78% CTLA4
2,78% DKC1

73,53% No concloent
26,47% Variants rellevants

N=136 Total=36

Distribuci6 variants TACI

Homozigotes

Heterozigotes

Heterozigotes compostes

5 10 15

o -

N pacients

Figura 13. Gens amb variants rellevants identificades.
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Taula 16. Informacié detallada de les variants genetiques identificades.

Classificacié de la

Pacient Variant Estudi genétic Zigositat ~ Variant :
variant
COMP n.8C>T/ Patogénica
IDCVOOL  RNU4ATAC ~ WGS HET n.50G>A Patogeénica
IDCV012 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HET ¢.512T>G/ p.L171R Patogeénica
HEMI Probablement
IDCV017 IKBKG Panell IEI HUVH (X-linked) c.169G>A/ p.E57K patogénica*
IDCV022  BTK Panell [El HUVH HET ¢.1252T>C /p.yalgH " robablement
patogenica
IDCV038 BTK Panell IEIHUVH HET c.1889T>C / p.M630T VUS
€.932_948del / -
IDCV047 NFKB1 Panell IEI HUVH HET p.1311Kfs*3 Patogenica
IDCV053 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HOM €.310T>C/ p.C104R Patogénica
IDCV062 TNFSRF13B Panell IEIHUVH HET €.62-1G>A Patogénica
IDCV066 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HET c.266G>A/ p.C89Y Patogénica
COMP €.310T>C/ p.C104R Patogénica
IDCV069 TNFRSF13B Panell IEI HUVH HET C.542C>A | p.AL81E Patogénica
IDCV074 TNFSRF13B Panell IEIHUVH HET €.310T>C/ p.C104R Patogeénica
IDCV075 TNFSRF13B Panell IEIHUVH HET €.310T>C/ p.C104R Patogénica
€.1149delT / -
IDCV076 NFKB1 Panell IEIHUVH HET 0.G384E*48 Patogeénica
c.6386C>A / -
IDCV077 LRBA Panell IEIHUVH HOM 0.52120X Patogenica
IDCV078 TNFRSF13B WES HET ¢.515G>A/p.C172Y  Patogenica
IDCV080 PIK3R1 Panell IEIHUVH HET €.1425+1G>A Patogénica
€.3366insA / -~
IDCV093 LRBA WES HOM 0.A11235fs*1 Patogeénica
IDCV095 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HOM €.310T>C/ p.C104R Patogénica
IDCV097 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HET €.260T>A/ p.I87N Patogénica
IDCV100 IKZF1 Panell IEIHUVH HET c.851-2A>C Patogénica
c.401delT / -
IDCV101 NFKB1 Panell IEIHUVH HET D.V134GFsX11 Patogénica
IDCV102 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HET €.236A>G / p.Y79C Patogeénica
C.473_474del / -
IDCV105 CTLA4 Panell IEIHUVH HET 0.P158RfsX3 Patogénica
IDCV106 PIK3R1 Panell IEIHUVH HET €.1425+1G>A Patogénica
IDCV107 TNFSRF13B Panell IEIHUVH HET €.310T>C/ p.C104R Patogénica
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c.6155delA / -
IDCV109 LRBA Panell IEIHUVH HOM 0.N2052Tfs*20 Patogénica
IDCV116 PIK3R1 Panell IEIHUVH HET €.1425+1G>A Patogenica
IDCV122 TNFSRF13B Panell IEIHUVH HET €.109G>C / p.E37Q VUS
Chr 4 deletion -
IDCV125 NFKB1 Array CGH HET 4022.2-024 (13 Mb) Patogénica
IDCV126 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HOM €.310T>C/ p.C104R Patogénica
HEMI €.1503_1504delGA / Probablement
IDCV128 DKC1 Panell IEI HUVH (X-linked) p.K502Efs*12 patogenica
IDCV131 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HET €.605G>A/p.N202H  VUS
IDCV144  IKZF1 Panell IEI HUVH HET c.484C>T /p.R162W  Patogenica
COMP €.310T>C/ p.C104R Patogenica
IDCV145 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HET C512T>G/p.L17IR  Patogénica
COMP c.542C>A/ p.A181E  Patogenica
IDCV147 TNFRSF13B Panell IEIHUVH HET ¢310T>C/p.C104R  Patogénica
TNFRSF13B HET C.61+2T>A Patogenica
IDCV148 Panell IEI HUVH HEMI Probablement
IKBKG (X-linked) ¢.169G>A/ p.E57K patogénica*

*Variant hipomorfica i de penetrancia incompleta (veure apartat 5.8 de Resultats)

S’han detectat un total de 28 variants Uniques (taula 16) de les quals 16 no havien
estat préviament descrites a la literatura. D’aquestes, s’han realitzat un total de 10
estudis funcionals i/o moleculars per tal de confirmar la patogenicitat de les variants
identificades (62,5%). Les 6 mutacions restants no han pogut ser validades per manca
de mostra biologica degut a la dificultat de desplagcament d’aquests pacients fins a
I’hospital. A més, s’han realitzat un total de 14 estudis familiars (58,3%) que han
permés detectar 9 familiars afectes i 17 familiars portadors, aix0 ha permés
I’oferiment de consell genétic preconcepcional per a tots aquells familiars en edat

reproductiva.

Dels 9 casos detectats de familiars afectes gracies als estudis familiars, 3 d’ells han
pogut ser catalogats d’IDCV per compliment de criteris diagnostics de la ICON-2015

iun d’ells ha pogut comengar tractament amb gammaglobulines inespecifiques.

En els 10 casos en els que no s’ha realitzat I’estudi familiar ha estat degut a la

impossibilitat de contactar amb la familia o la no conformitat a ’estudi genétic.
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Seguidament es procedeix a detallar en profunditat els casos amb variants
monogeéniques que considerem causals i els casos amb variants que augmenten la
susceptibilitat a patir IDCV. Es comenten les caracteristiques cliniques i
immunologiques dels pacients amb resultats genétics positius i no s’entra en detall en

el diagnostic d’IDCV en concret ja que €s un criteri estricte d’inclusié de I’estudi.

5.1. Variants genetiques a LRBA

El gen LRBA (OMIM#606453) es localitza al cromosoma 4, té heréncia AR i codifica
per la proteina lipopolysaccharide (LPS)-responsive and beige-like anchor, la qual
esta involucrada en la re-circularitzacio i reciclatge de les vesicules que contenen la
proteina CTLA4. Variants de pérdua de funcié en aquest gen han estat descrites en
fendmens de desregulacié immunitaria associada a infeccions recurrents, malaltia
inflamatoria intestinal i autoimmunitat (ORPHAcode#445018). [78]

S’identifiquen 3 variants genétiques al gen LRBA les quals representen un 2,2%
respecte a la cohort total, un 8,3% respecte al total de pacients amb variants
genétiques identificades i un 12,5% respecte als pacients amb variants genétiques

causals.

5.1.1. IDCVO077

Es tracta d’un pacient masculi de 57 anys amb afectacio respiratoria i gastrointestinal.
Com a antecedents, presenta adenoma gastric extirpat, sindrome granulomatosa amb
afectaci6 ganglionar, cutania, pulmonar i intestinal, malaltia vascular porto-sinusoidal
amb hipertensié portal (esplenomegalia i varius esofagiques). Com a conseqiiéncia de
la troballa genética, el pacient inicia tractament amb abatacept I’octubre de 2019,
presentant una millora clinica i trobant-se estable en el moment de redaccié d’aquest

treball.

L’estudi genétic ha permés identificar una variant genética patogénica en homozigosi

al gen LRBA. Es tracta d’un canvi de nucleotid (c.6419C>A) que dona lloc a un codd
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STOP i a una proteina truncada (p.S2140X). Aquesta variant genetica és nova (no
descrita a les bases de dades ni a la literatura) i s’ajusta a un diagnostic de deficiéncia
d’LRBA.

Per tal de corroborar la deficiéncia ’LRBA, es duu a terme una tinci6 intracel-lular
de la proteina LRBA mitjancant citometria de flux. S’ observa una acusada disminucié
d’expressié d’aquesta comparada amb el control sa, confirmant la patogenicitat de la

variant geneética identificada. (Figura 14, Taula 17)

5.1.2. IDCV093

Es tracta d’una pacient de sexe femeni, que va presentar diabetis tipus 1, psoriasi,
candidiasis bucal i hepatoesplenomegalia als 8 mesos d'edat. Més tard, va
experimentar infeccions bacterianes i virals recurrents, incloent meningitis
pneumocaocica i virémia persistent pel virus d’Epstein Barr (VEB). Es va sotmetre a
dos TPH als 8 i 9 anys, essent finalment éxitus a causa d’una toxoplasmosi

disseminada.

Al llarg d’aquest temps, s havia realitzat I’estudi genétic mitjancant el panell TruSight
One amb resultats negatius. La seqiienciacio de I’exoma complet post-mortem de la
pacient va revelar una insercié en homozigosi d’1 nucleotid a 1’ex6 23 del gen LRBA
de la pacient, provocant un canvi en el marc de lectura i la introduccié d’un codo
STOP prematur resultant en una proteina truncada de 1.123 aminoacids (proteina

LRBA canonica: 2.863 aa). Aquesta variant genética no estava descrita a la literatura.

Les dades de I’exoma dels pares mostraven que la mare de la pacient era heterozigota
per a la variant genetica i el seu pare no n’era portador. Tenint en compte 1’heréncia
autosomica recessiva de la deficiencia de LRBA, es presentava una discordanca amb
el resultat de la pacient (variant genética en homozigosi). Es van confirmar els
genotips mitjancant la seqiienciacié de Sanger i la paternitat es va confirmar
mitjangant tipificaci6 HLA d’alta resolucio. Una segona analisi de les dades de
I’exoma de la pacient van mostrar una pérdua d’heterozigositat (LOH, de I’anglés loss
of heterozygosity) de 1.013 Mb al cromosoma 4, incloent el gen LRBA. En aquesta

regio de 1,013 Mb, la pacient era homozigota per I’haplotip present a la mare. Dins de
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la regi6 LOH es van estudiar 5 polimorfismes comuns d’un sol nucleotid (SNPs) que
envoltaven la variant genética LRBA i pels que la pacient havia de ser tedricament
heterozigota (ja que pare i mare eren homozigots per al-lels diferents). Els genotips
d’aquests SNP es van confirmar mitjangant la seqiienciacié Sanger i mostraven que la
pacient era homozigota per 1’al-lel matern. Amb aquests resultats vam concloure que
I’estat d’homozigosi de la variant genética LRBA ¢.3366insA de la pacient es devia a
una isodisomia parcial d’origen matern. Aquest cas va ser publicat pel nostre grup
I’any 2018.[79]

5.1.3. IDCV109

Es tracta d’un pacient masculi de 47 anys amb mdUltiples infeccions respiratories,
sinusitis agudes i pneumonies, seguit a 1’Hospital Universitari de Bellvitge. Com
antecedents, presenta una plrpura trombocitopénica immunitaria als 6 anys d’edat. Al
llarg del temps, presenta éczema cronic, adenopaties, diarrea per Salmonella
enteritidis i Giardia lamblia i malaltia inflamatoria intestinal. A 1™altima TC
pulmonar de 2020 s’observen bronquiéctasis cilindriques bilaterals en relacié amb

patologia inflamatoria/infecciosa d'aspecte residual.

S’identifica una variant genética patogenica en homozigosi al gen LRBA. Es tracta
d’una delecié d’un nucleodtid (c.6155delA) que dona lloc a una proteina truncada
(p.Asn2052ThrfsX20). Aquesta variant genetica (no descrita a les bases de dades i a

la literatura) s’ajusta a un diagnostic de deficiéncia d’LRBA.

En el moment de redaccié d’aquest treball, rep tractament amb immunoglobulines
endovenoses mensuals presentant ocasionalment alguna infecci6 bacteriana lleu pero
sense més complicacions, per la qual cosa els seu equip clinic decideix no administrar

abatacept.

Per tal de confirmar la deficiéncia de LRBA, es realitza una tinci¢ intracel-lular
mitjangant citometria de flux en la que s’observa una acusada disminucié d’expressio
d’LRBA comparada amb el control sa, confirmant la patogenicitat de la variant

genética identificada (Figura 14 i Taula 17).
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Figura 14. Tinci6 intracel-lular d’LRBA dels pacients IDCV077 i IDCV109.

Taula 17. Mitjanes aritmetiques i percentatge de la expressié de LRBA mitjancant citometria de flux.

Mitja aritmetica de limfocits Percentatge de limfocits (%)
Mostra fmo LRBA +LRBA fmo LRBA +LRBA
Control 440 8.200 2,40 99,95
IDCVO077 450 11.330 2,32 143,95
Control 396 1.852 1,26 98,32
IDCV109 445 1787 0,93 121,58

Fmo; fluorescence minus one

Les variants genetiques trobades a LRBA, en dos dels pacients (IDCV077 i IDCV109)

son truncants a les posicions 2140 i 2052 respectivament, pel que s’espera una

abséncia completa d’expressioé de la proteina nativa. El motiu pel qual veiem una

aparent expressio intermédia als histogrames de citometria és un efecte optic a ’afegir

I’expressio d’LRBA a la mostra FMO (fluorescence minus one, “@LRBA”) en la que

afegim la mateixa mostra sense 1’anticos anti-LRBA. Si obviem la FMO i ens fixem

només en el pacient vs el control sa, observem una clara abséncia de proteina. El

mateix fenomen s’observa en altres publicacions: “Flow Cytometric Approach in the

Diagnosis of Primary Immunodeficiencies” by Sevil Oskay Halacli [80] i a “Protein

Expression in the Diagnosis of LRBA Deficiency by Flow Cytometer” by ismail

Ogiiliir et al.[81]
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5.2. Variants genétiques a CTLA4

El gen CTLA4 (OMIM#616100) es troba localitzat al cromosoma 2 i I’IEI que causa
té una heréncia AD. Codifica per la proteina CTLA4, acronim de “Cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4 (antigen 4 del limfocit T citotoxic) que és un receptor situat a
la membrana cel-lular dels limfocits T que inhibeix la seva funcié i activacid.
Variants en aquest gen han estat descrites en fenomens de desregulacié immunitaria
associada a citopénies autoimmunes, enteropatia, malaltia pulmonar intersticial,
infiltracio limfocitica extra-limfoide i infeccions recurrents. (ORPHAcode#436159)
[82]

La variant genética trobada al gen CTLA4 representen un 0,7% respecte a la cohort
total, un 2,8% de respecte a total de variants genétiques trobades i un 4,2% respecte a

les variants genetiques causals.

5.2.1. IDCV105

El pacient és un home de 28 anys procedent de Pakistan, amb freqlients episodis
d'otitis des de la primera infancia. Als 17 anys, resident a Barcelona va desenvolupar
un episodi de mononucleosi infecciosa clinica amb serologies positives front
citomegalovirus i virus d’Epstein Barr (VEB) i esplenomegalia. Al 2016 es va
detectar malaltia pulmonar intersticial en una TC toracica que va ser tractada amb

corticoides sistemics.

S’identifica un variant genetica patogénica en heterozigosi al gen CTLA4. Es tracta de
la delecié de dos nucledtids (c.473_474del) que dona lloc a un canvi en el marc de
lectura i a una proteina truncada (p.P158RfsX3). Aquesta variant genética és
patogénica i compatible amb el diagnostic d’haploinsuficiencia de CTLA4. A partir
del diagnostic genétic, el pacient inicia tractament amb abatacept a I'agost de 2019
amb una evolucié a nivell pulmonar estable amb certa millora de les imatges

pulmonars pero sense una clara millora a nivell de proves funcionals respiratories.
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Gracies a I’estudi genétic familiar s’ha identificat que la mare (65 anys), el germa (31
anys) i la filla (4 anys) del pacient presenten la mateixa variant genética en
heterozigosi al gen CTLA4 (c.473_474del) (Figura 15). Al ser una malaltia amb una
heréncia AD i essent tots els portadors asimptomatics, es confirma la penetrancia
incompleta d’aquesta entitat.[83]

I:1 I:2
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Figura 15. Arbre genealogic del pacient IDCV105.
En gris s’indica el pacient afecte, la fletxa indica
el pacient index i el punt els familiars portadors.
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5.3. Variants genétiques a NFKB1

El gen NFKB1 (OMIM#164011) es troba localitzat al cromosoma 4 i té una heréncia
AD (ORPHAcode#1572). Codifica per la subunitat p105 del factor nuclear NF-kappa-
B, proteina implicada en la supervivencia, proliferacio, diferenciacio, canvi d’isotip
de les immunoglobulines, apoptosi i tolerancia dels limfocits B. Variants genétiques a
aquest gen han estat relacionades amb infeccions sinopulmonars recurrents, malaltia
pulmonar obstructiva cronica, limfoproliferacié associada al VEB, citopénies

autoimmunes, alopécia i tiroiditis autoimmune.[84]

Les 4 variants genétiques trobades al gen NFKB1 representen un 2,9% respecte a la
cohort total, un 11,1% de respecte a total de variants genétiques trobades i un 16,7%

respecte a les variants genetiques causals.

5.3.1. IDCV047

Es un pacient masculi de 47 anys que presenta pneumonies amb bronquiéctasis
bilaterals, sinusitis, infeccié bronquial cronica per Haemophilus influenzae (Hib) i

psoriasi.

L’estudi genétic en el pacient ha permés identificar una variant genética en
heterozigosi al gen NFKB1. Aquesta variant és una delecié de 17 nucleotids a 1’ex6
11 del gen (c.932 948del) que provoca un canvi de marc de lectura i 1’aparici6 d’un
codd STOP prematur (p.lle311Lysfs*3). Aquesta variant és de pérdua de funcid i
causa un tipus d’IDCV per deficiéncia d’NFKB1 concordant amb la clinica del

pacient.
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5.3.2. IDCV076

Es tracta d’una pacient de génere femeni de 37 anys amb un fenotip greu d’IDCV i

manifestacions gastrointestinals greus, inclosa diarrea cronica.

S’identifica una variant geneética truncant en heterozigosi a NFKB1, que consisteix en
una delecié d’un nucleotid a I’ex6 12 (¢.1149delT) que provoca un canvi del marc de
lectura i 1’aparici6 d’un codé STOP prematur (p.Gly384GIluX48). Aquesta variant
genética no s'ha descrit previament a la literatura ni a bases de dades relacionades i ha
estat publicada per primera vegada pel nostre grup I’any 2018.[85] En aquest estudi es
demostra que la preséncia de I’al-lel mutat a ’ARNmM esta clarament reduida en
comparacio amb I’al-lel wild type (wt), cosa que indica que I’al-lel mutat €s degradat

per la cel-lula, provocant una haploinsuficiéncia de facto.

La segregacio familiar ha pogut identificar que la variant genética ha estat transmesa a
la seva filla de 10 anys. La filla es troba asimptomatica, tot i que compleix criteris
d’IDCV (compleix 2/5 criteris ICON): presenta valors disminuits tant d’IgG com
d’IgM i IgA. No obstant, no rep tractament substitutiu amb gammaglobulines i es

controla periodicament (Figura 16).

L] O
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Figura 16. Arbre genealogic de la pacient IDCV076.
En gris s’indica les pacients afectes i la fletxa indica
la pacient index.
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5.3.3. IDCV101

Es tracta d’un pacient de sexe masculi de 56 anys que debuta amb una pneumonia
bilobular als 20 anys. A més, presenta gastroenteritis agudes frequents, hipertrofia
parotidia, hiperplasia nodular regenerativa hepatica i una anémia hemolitica
autoimmune refractaria a diverses linies de tractament pel que va requerir una

esplenectomia.

En el pacient, s’ha identificat una variant genética en heterozigosi a NFKB1. Aquesta
variant és una deleci6é d’un nucleotid a I’ex6 6 (c.401delT) que provoca un canvi de
marc de lectura i ’aparicio d’un coddé STOP prematur (p.V134GfsX11). Aquesta

variant és clarament de perdua de funci6 i responsable de la IDCV del pacient.

Mitjangant I’estudi de segregacio s’ha identificat que un dels fills del pacient index ha
heretat la variant genetica a NFKB1 (Figura 17). El fill portador de la variant és un
home de 33 anys que fins al moment ha fet dues pneumonies sense requerir ingrés
hospitalari a més d’infeccions respiratories de vies altes durant la infancia, presenta
hipogammaglobulinémia (1gG, IgA i IgM disminuides), compleix criteris d’IDCV i
rep tractament substitutiu amb GGEV. Es seguit i controlat pel Servei d’Immunologia
de ’'Hospital Vall d’Hebron i se li ha ofert consell genétic preconcepcional aell i a la

seva parella.

II:1 I1:4

111:1 I11:2

HET
Figura 17. Arbre genealogic del pacient IDCV101.
En gris s’indica el pacient afecte, la fletxa indica el
pacient index i el punt els familiars portadors.
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5.3.4. IDCV125

Es un pacient masculi de 27 anys el qual presenta un fenotip complex. A part de les
alteracions cliniques i immunoldgiques propies de la IDCV, presenta retard en el
desenvolupament neuroldgic, trets dismorfics i malformacions. A causa del seu retard
en el desenvolupament associat a fenotip dismorfic, es realitza un estudi d’hibridacié
genomica comparativa basada en array-CGH (aCGH) que identifica una deleci6 de 13
Mb al cromosoma 4¢22.2 - g24, la qual implica 53 gens. Alguns d’aquests gens estan
relacionats amb les alteracions del desenvolupament del pacient i entre ells es troba el
gen NFKB1 (GRID2, ATOH1, SMARCAD1, HPGDS, PDLIM5, BMPR1B, UNC5C,
PDHA2, C4orf37, RAP1GDS1, TSPAN5, EIF4E, METAP1, ADH5, ADH4, PCNAP1,
ADH6, ADH1A, ADH1B, ADH1C, ADH7, Cdorfl7, RGOMTD2, MTTP, DAPP1,
MAPKSP1, DNAJB14, H2AFZ, LOC256880, DDIT4L, EMCN, PPP3CA, BANK1,
SLC39A8, NFKB1, MANBA, UBE2D3, CISD2, NHEDC1, NHEDC2, BDH2, CENPE,
TACR3, CXXC4, TET2, PPA2, EEF1AL7, FLJ20184, INTS12, GSTCD, NPNT,
TBCK, AIMP1.). En el moment de la realitzacio de I’aCGH, el gen NFKBL1 encara no
s’havia associat a cap malaltia humana i va ser uns anys més tard quan, mitjangant un
re-analisi de les dades, es va identificar I'naploinsuficiencia de NFKB1 com la causa
genética de la IDCV del pacient. Aquest cas ha estat recentment publicat pel nostre
grup. [86,87]

S’estudien diferents proteines de la via NFkB del pacient mitjangant Western Blot,
observant una abséncia de la fosforilaci6 de la subunitat p105 del factor nuclear NFxB
(la qual és codificada pel gen NFKB1) respecte els controls 791 i 792. Pel que fa a
I’expressio de les subunitats p105 i p50, s’observa una expressio disminuida de p105 i
de p50 confirmant I’haploinsuficiéncia detectada ja que en un dels dos al-lels no
s’expressa NFKB1 pero en I’altre s’expressa correctament. NO s’observa degradacio
d’TkBa confirmant-se que la via NFxB del pacient es troba alterada, en consonancia
amb 1’abséncia de fosforilacié de pl05 observada. El control de carrega B-actina
presenta una expressié normal, confirmant la presencia de proteina en tots els carrils.
(Figura 18)
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Figura 18. Western Blot del pacient IDCV125. PBMCs estimulades durant 0, 15, 30 i 60 minuts amb
PMA [0,1 pg/mL] + IONO [2 pg/mL]. Confirmacid dels resultats obtinguts per duplicat.
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5.4. Variants genétiques a PIK3R1

El gen PIK3R1 (OMIM#171833) es troba al cromosoma 5 i causa diferents malalties
segons el tipus de variant genética i heréncia: 1) agammaglobulinémia per deficiéncia
de la subunitat p85 amb herencia AR; 2) sindrome de la subunitat p11038 activada
(APDS) amb heréncia AD; 3) sindrome de SHORT (acronim de Short stature,
Hyperextensibility, Ocular depression, Rieger anomaly, and Teething delay), amb
heréncia AD (ORPHAcode#397596).

Es un gen que codifica per la subunitat reguladora a de la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K), proteina que forma part de la via de senyalitzacid6 AKT/mTOR. Aquesta via
esta relacionada amb el desenvolupament, [I’activacié, la proliferaci6, la
supervivéncia, la diferenciacio dels limfocits B i en el canvi d’isotip de les
immunoglobulines. Variants genetiques a PIK3R1 (i també al gen relacionat PIK3CD)
han estat descrites com a causants de la sindrome APDS amb infeccions bacterianes
greus, reduccié de cel-lules B de memoria i augment de cel-lules B de transicid,
limfoproliferaci6 amb risc important de limfoma aixi com retard del
desenvolupament. Degut a que aquests pacients poden tenir un defecte en la
produccio i les funcions dels anticossos, la majoria dels estudis han demostrat la

resposta a la terapia de substitucié d'immunoglobulines (IRT). [88]

Les 3 variants trobades al gen PIK3R1 representen un 2,2 % respecte a la cohort total,
un 8,3% de respecte a total de variants trobades i un 12,5% respecte a les variants

causals.

5.4.1. IDCV080

Es tracta d’un pacient de sexe masculi que inicia la malaltia als 9 anys presentant
baixa estatura, infeccions respiratories recurrents, infeccio virica cronica (per VEB i
CMV), limfoproliferaci6 amb limfadenopaties persistents i esplenomegalia. A
I’immunofenotip avangat presenta una disminucid de la proporcid de les cel-lules B
de memoria i una elevacié en els nombres relatius de limfacits B de transicio (Taula
18).
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S’identifica la variant genética ¢.1425+1G>A en heterozigosi al gen PIK3R1,
préviament reportada a la literatura.[89] Aquesta variant genética és la més
freqlentment reportada en pacients amb sindrome APDS per variants al gen PIK3R1.
Afecta la primera posicié de I’intré 11 (GT>AT), provocant la pérdua de I’exé 11 i la
corresponent supressio dels aminoacids 434-475 del domini inter-SH2 de la subunitat
PIK3R1, imprescindible per als contactes inhibitoris amb la subunitat p110 de la

proteina PI3K.

Gracies a la troballa genética, el pacient va ser candidat a rebre terapia dirigida i se li
va oferir tractament amb inhibidors especifics de PI3Kd (seletalisib) i posteriorment
sirolimus amb control parcial de la malaltia. Finalment, pero, acaba sent exitus als 18

anys a causa d’un limfoma, abans de poder-li realitzar un TPH.

L’estudi genétic familiar ha permés evidenciar que la variant en heterozigosi
€.1425+1G>A al gen PIK3R1 del pacient IDCV080 és de novo ja que els seus

progenitors no en son portadors (Figura 19).

O
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Figura 19. Arbre genealogic del pacient IDCV080.
En gris s’indica el pacient afecte i la fletxa indica el
pacient index. N.D. no disponible.
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5.4.2. IDCV106

Es un pacient de sexe masculi de 20 anys amb inici de la malaltia als 18 mesos, amb
infeccions per VEB, CMV, virus papiloma huma i Molluscum contagiosum,
juntament amb limfoproliferacio, enteropatia i retard en el creixement. A
I’immunofenotip presenta una disminucié del percentatge de les cel-lules B de

memoria i una elevacié en el percentatge de limfocits B de transicié (Taula 18).

S’identifica també la variant genetica ¢.1425+1G>A en heterozigosi al gen PIK3R1,

préviament reportada a la literatura.[89]

Gracies a la troballa genetica, el pacient va poder rebre tractament amb un inhibidor
selectiu oral de PI3Kd en el marc d’un assaig clinic (Seletalisib (UCB5857)) amb
control parcial de la malaltia. Finalment, va ser sotmés a un TPH haploidéntic del seu

pare amb una correcta evolucié clinica als 3 anys del trasplantament.

L’estudi genétic familiar ha permés evidenciar que la variant genética en heterozigosi
€.1425+1G>A al gen PIK3R1 del pacient IDCV106 és de novo ja que els seus

progenitors no en son portadors (Figura 20).

I:1 1:2

HET

Figura 20. Arbre genealogic del pacient IDCV106.
En gris s’indica el pacient afecte i la fletxa indica
el pacient index. N.D. no disponible.
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5.4.3. IDCV116

Es tracta d’una dona en tractament substitutiu d'immunoglobulines per infeccions
greus i hipogammaglobulinémia. Presenta una important hepatoesplenomegalia i
diversos episodis de gastroenteritis per Campylobacter jejuni. A I’'immunofenotip
presenta una disminuci6 del percentatge de cel-lules B de memoria i una elevacié en

els nombres relatius dels limfocits B de transicié (Taula 18).

S’identifica novament la variant genética ¢.1425+1G>A en heterozigosi al gen
PIK3R1 mitjangant seqiienciacid Sanger a partir d’ADN procedent de frotis bucal a
causa del rebuig de la pacient a la puncié venosa. Tot i rebre tractament amb
sirolimus, va acabar essent exitus per motius no relacionats amb la seva

immunodeficiéncia als 44 anys.

L’estudi genétic familiar ha permés evidenciar que la variant genética en heterozigosi
€.1425+1G>A al gen PIK3R1 de la pacient és de novo ja que els seus progenitors no

en son portadors (Figura 21). La pacient no tenia descendéencia.
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Figura 21. Arbre genealogic de la pacient IDCV116.
En gris s’indica la pacient afecta i la fletxa indica la pacient index.

125



RESULTATS

Taula 18. Percentatges (%0) de les diferents poblacions limfocitaries avangades en pacients amb
variant genética a PIK3R1.

Subpoblacio IDCV080 | IDCV106 Va'OE; & ;fifg;)é”"ia Ipcvite | Valors (‘;ZEfgré”Cia
CD4* naive 17,0 1124 14 -61 10,5 29,5 - 49,95
CD4* effector 6,0 7,0 0-43,6 12,4 4,09 - 12,17
CD4" effector memory 175,0 162,6 11-27,8 191,4 23,48 - 39,56
CD4* central memory 12,0 18,0 11,3-23 15,8 14,4 - 26,85
CD8" naive 11,0 113 26,6 -515 1234 26,83 - 50,09
CD8* effector 168,0 139.4 8,3-19,9 19,9 14,56 - 38,39
CD8* effector memory 30,0 159,1 29,1-52,3 154 22,78 - 41,47
CD8* central memory 10,1 10,2 32-89 2,7 0,67-5,2
Thi 138,0 47,1 38-24 142 17,05 - 28,65
Th2 1248 37,9 31,5-76,9 14.8 7,0-16,0
Th1-Th17 133,0 10,1 38-24 143,3 6,72 - 16,6
Th17 142 15,0 6,8-12,6 6,8 4,95-11,86
T regulatory 13,4 16,0 14-27 114 2,34-48
CD19" Naive 65,0 154,0 65— 84 64 48,57 - 72,34
CD19" Transitional 197,0 175,0 8,2-18,6 190 2,36 - 11,02
CD19" Preswitch memory 10,5 6,2 47-11 13,2 12,9 - 100
CD19* Switch memory 10,1 13.8 47-148 1.2 10,11 - 22,18

Valors de referencia de Garcia-Prat et al.[8]
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5.5. Variants genétiques a RNU4ATAC

El gen RNU4ATAC (OMIM# 616651) codifica per un “small nuclear RNA” anomenat
RNA Ud4atac small nuclear (U12-dependent splicing) i forma part del complex de
I’spliceosoma menor dependent de 1’U12. Esta localitzat al cromosoma 2 i variants en
aquest gen han estat associades a la sindrome de Roifman, amb heréncia AR
(ORPHACc0de#353298). Aquesta sindrome és un trastorn congénit rar caracteritzat per
una associacio de deficiencia d'anticossos, displasia condroossea espondiloepifisaria,
distrofia de la retina, creixement pre i postnatal deficient, retard cognitiu i dimorfisme
facial.[90]

Les variants trobades al gen RNU4ATAC representen un 0,7% respecte a la cohort
total, un 2,8% de respecte a total de variants trobades i un 4,2% respecte a les variants

causals.

5.5.1. IDCV001

Es tracta d’un pacient de sexe masculi de 12 anys amb hipogammaglobulinémia i
deficit de produccié d’anticossos, limfedema unilateral congenit, cavernomatosi
portal, hipotiroidisme congénit amb tiroides ortotopic, talla baixa, displasia oOssia i

retinopatia.

La realitzacié del panell genétic d’IEI i la seqiienciacié d’exoma complet en el pacient
conclou amb resultats negatius. Finalment, a partir la sequenciacié i analisi del
genoma complet s’identifiquen dues variants genetiques patogéniques (n.8C>T i
n.50G>A) en heterozigosi en el gen RNU4ATAC. Segons el coneixement actual, les
variants (n.8C>T i n.50G>A) al gen RNU4ATAC en forma d’heterozigot compost

identificades en el pacient, es consideren responsables del seu fenotip clinic.

Els estudis de segregacio de les variants trobades al gen RNU4ATAC han pogut
demostrar que cada una de les variants prové d’un dels progenitors (pare c.8C>T,
mare ¢.50G>A) fet que demostra que les dues variants genétiques estan en trans en el

pacient, confirmant I’estat d’heterozigot compost. Un dels germans ha heretat la
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variant en heterozigosi ¢.8C>T del pare i I’altre encara no ha estat estudiat per manca

de clinica i alteracions immunologiques compatibles. (Figura 22)
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Figura 22. Arbre genealogic del pacient IDCV001.
En gris s’indica el pacient afecte, la fletxa indica el pacient
index i el punt els familiars portadors. N.D. no disponible.
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5.6. Variants genétiques a DKC1

El gen DKC1 (OMIM#305000) es troba localitzat al cromosoma X (heréncia XL)
(ORPHACcode#1775) i codifica per la subunitat 4 del complex ribonucleoproteic
H/ACA. Aquesta proteina esta involucrada en el processament i modificacio de
I’ARN ribosomal. Variants en aquest gen han estat descrites com a causants de
disqueratosi congénita provocant insuficiencia medul-lar ossia, fibrosi pulmonar i
hepatica, distrofia unguial, leucoplaquia, pigmentacié reticulada de la pell,

microcefalia i retard del neurodesenvolupament.

Aquesta variant genética representa un 0,7% respecte a la cohort total, un 2,8% de

respecte a total de variants trobades i un 4,2% respecte a les variants causals.

5.6.1. IDCV128

Pacient de sexe maculi de 27 anys amb hipogammaglobulinémia de debut en la
infantesa, infeccions respiratories recurrents, bronquiectasis, éczema cutani i

alteracions de la denticio.

S’identifica una variant genetica en hemiziogsi (X-linked) probablement patogénica al
gen DKCL. Es tracta d’una delecié de dos nucleotids (c.1503 1504delGA) a I’Gltim
ex6 del gen que provoca un canvi de marc de lectura i la incorporacio d’11
aminoacids no relacionats i finalment un cod6 STOP (p.Lys502Glufs*12). La
proteina resultant tindria 512 aminoacids (respecte els 514 de la wt). Per tant, només
estaria afectada la part C-terminal (els dltims 13 aminoacids) i la proteina podria
conservar certa funcid. No s’han pogut realitzar estudis funcionals en el moment de la

escriptura d’aquest treball per manca de mostra biologica disponible.

Entre les multiples manifestacions associades a variants en hemizigosi al gen DKC1
es descriu un fenotip immunologic similar a una IDCV com el cas que es
presenta.[91] El pacient, no té signes de fracas medul-lar o complicacions greus de
disqueratosi congénita pel que s’ha considerat que no té indicacio per a ser sotmes a
TPH.
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5.7. Variants genétiques a IKZF1

El gen IKZF1 (OMIM#603023) es troba localitzat al cromosoma 7 i codifica per la
proteina IKAROS, involucrada en el desenvolupament i ’activacié dels limfocits B.
Variants en aquest gen poden donar un fenotip compatible amb IDCG (heréncia AD
per variants amb efecte dominant negatiu) i IDCV (heréncia AD per variants que
causen haploinsuficiencia) (ORPHAcode#317473). En aquest Ultim cas, les
manifestacions cliniques observades son les classiques d’IDCV; disminucié de
cél-lules pro-B, infeccions sinopulmonars recurrents, augment del risc de leucémia

limfocitica aguda (LLA) i autoimmunitat. [92]

Les dues variants trobades al gen IKZF1 representen un 1,5% respecte a la cohort
total, un 5,6% de respecte a total de variants trobades i un 8,3% respecte a les variants

causals.

5.7.1. IDCV100

Dona de 20 anys amb quadres catarrals recurrents des de la primera infancia,
pneumonies i otitis recurrents, sordesa de transmissidé i quadres gastrointestinals
recurrents. També presenta trastorn de 1’espectre autista i va necessitar una

escolaritzacio especial.

Es detecta una variant genética en heterozigosi al gen IKZF1 (IKAROS). Es tracta
d’un canvi de nucleotid al lloc acceptor d’splicing de I'intré 7 (c.851-2A>C). La

variant genética és nova (no descrita a les bases de dades i a la literatura).

Els estudis de segregacid de la variant en heterozigosi al gen IKZF1 (c.851-2A>C)
han pogut demostrar que la variant presentada per la pacient havia estat heretada de la
seva mare i que el seu germa (només de mare) també la presenta (Figura 23). No
obstant, ambd6s portadors sén asimptomatics i, per tant, es tracta d’un cas de

penetrancia incompleta.
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Figura 23. Arbre genealogic de la pacient IDCV100.
En gris s’indica la pacient afecta, la fletxa indica la
pacient index i el punt els familiars portadors.

Per tal d’esbrinar el possible defecte en el procés d’splicing de la variant ¢.851-2A>C,
s’amplifica i es seqliencia I’ADNc del gen IKZF1 de la pacient index, sense
identificar cap alteracié. Finalment, gracies a la preséncia d’un polimorfisme a I’ADN
genomic (ADNg) de la pacient, podem demostrar ’abséncia completa d’un dels
al-lels en I’ADNc (Figura 24). Per tal d’esbrinar si en el cas de la mare té lloc el
mateix fenomen, es busca la preséncia d’algun polimorfisme a I’ADNg de la mare
amb resultat negatiu, impossibilitant aixi reproduir el mateix experiment. Per tant,
concloem que la variant genética identificada a la pacient index provoca un defecte

d’splicing que condueix a un ARNm aberrant que és completament degradat.

Forward Reverse

CAGACGCCHECCGGGCGG GCCCGGHGGCGTC

A

|

CAGACGCCACCGGGCGG GccceereeearTC

ADNg

ADNc |

ey

Figura 24. Electroferograma de la sequenciacié Sanger de I’ADN genomic i de ’ADN
complementari de la pacient IDCV100 (zona del polimorfisme identificat).
M= A o C = grup amino, K= G o T = grup keto.
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Es realitza una PCR quantitativa (qPCR) per veure la expressié relativa d'IKZF1 dels

tres membres de la familia aixi com I’expressié relativa de CD19 i de CD3E.

S’inclouen 6 controls interns i es calculen els rangs de normalitat aproximats (mitjana

+/- desviaci6 estandard) (Taula 19):

Taula 19 . Expressi6 génica relativa d’1KZF1, CD19 i CD3E de la familia IDCV100 i individus

control.
Subjecte IKZF1 CD19 CD3E
Control 1 598,00 61,17 1.849,81
Control 2 812,33 28,34 1.539,56
Control 3 428,47 23,76 1.064,20
Control 4 507,77 55,64 1.339,26
Control 5 430,55 30,10 1.695,52
Control 6 472,35 76,97 3.448,08
Rangs controls 394 - 688 24 - 67 980 — 2.665
IDCV100-index 13.390,74 10,14 1292,02
IDCV100-germa 11.075,84 17.36 1.250,61
IDCV100-mare 11.251,26 14,20 1682,06

Els tres components de la familia d’IDCV100 presenten una expressio relativa

d’IKZF1 molt superior a la dels controls, i al mateix temps, una expressié génica de

CD19 i de CD3E molt més baixa comparada amb els controls utilitzats (Figura 25).

IKZF1

D19

CD3E

Figura 25. Expressié relativa d’1KZF1, CD19 i CD3E en diferents controls interns.
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Per mirar de trobar una explicacié en aquesta elevada expressié genica relativa
d’IKZF1 evidenciada en els tres membres de la familia, s’estudia I’expressié d’IKZF1
en diferents poblacions cel-lulars de tres donants sans: limfocits T (purificats a partir
de seleccid negativa de CD3), limfocits B (purificats a partir de seleccié negativa de
CD19) i neutrofils (purificats mitjangant gradient de densitat i confirmant 1’expressid
de CD15). Els resultats de la gPCR indiquen que les cel-lules amb major expressié
d’IKZF1 son els limfocits T, seguits dels limfocits B i els neutrofils en un rang similar
(Taula 20).

Taula 20. Expressio relativa d’IKZF1 en diferents subpoblacions cel-lulars de 3 controls sans

Poblacid cel-lular Control sa Expressié relativa d’IKZF1 Mitjana
Control 7 5491,81

Limfocits T Control 8 12430,84 772261
Control 9 5245,17
Control 7 2644,16

Limfocits B Control 8 3204,89 2578,48
Control 9 1886,40
Control 7 1379,92

Neutrofils Control 8 1195,26 2.285,85
Control 9 4282,39

S’estudien les poblacions limfocitaries dels tres subjectes de la familia IDCV100 amb
els resultats observats a la taula 21. El tret caracteristic que tenen en comu els 3
membres de la familia és un augment del percentatge de limfocits T CD3*. Aquest
augment de limfocits T, en el cas de la pacient IDCV100-index és a expenses d’una
disminuci6 dels limfocits B CD19* tant en percentatge com en valors absoluts. A més,
la pacient index presenta una disminucid, tant de percentatge com de nombres
absoluts de cél-lules natural killer (NK). El fet que els limfocits T siguin els que tenen
una expressio geénica més elevada d’IKZF1 i alhora sigui la poblacié majoritaria
explicaria el fet que els tres subjectes d’aquesta familia tinguin una expressio relativa

d’IKZF1 significativament més elevada comparada amb els individus control.
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Taula 21. Poblacions limfocitaries (percentatge i nombres absoluts) de la familia IDCV100.

. . S IDCV100- Valors de IDCV100- Valorsde IDCV100- Valorsde
Poblacions limfocitaries

index Referéncia mare Referéncia ~ germa referéncia
Neutrofils % 51,20 25-60 70,20 40-80 53,60 25-60
Limfocits % 32,10 25-60 119,90 20-50 33,40 25-60
Monocits % 111,00 3-8 8,70 2-11 110,10 3-8
Eosinofils % 4,00 3-8 0,50 0-5 11,90 3-8
Basofils % 11,70 0-1 0,70 0-2 1,00 0-1
Limfocits T CD3* % 195,25 63 -82 184,11 55-83 178,50 61-77
Limfocits T CD3* x10°/L 1,84 11-26 1,87 07-21 2,06 1,05-2,1
CD4* CD3* % 45,33 32-56 53,96 28 -57 40,62 30-48
CD4* CD3* x10°/L 0,87 0,57 -1,57 1,20 03-14 1,06 0,57-1,38
CD8"CD3* % 28,83 20-32 21,72 10 -39 29,53 18-31
CD8* CD3* x10°%/L 0,56 0,32-0,97 0,62 02-09 0,77 0,36 -0,89
Limfocits B CD19* % 10,21 5-15 7,32 6-19 9,89 8-22
Limfocits B CD19* x10%/L 10,00 0,12-0,42 0,16 01-05 0,26 0,16 — 0,58
CD56* CD16* CD3" % 14,48 6-25 8,42 7-31 9,23 8-23
CD56* CD16* CD3" x10°/L 10,09 0,12-0,77 0,19 0,09-0,6 0,24 0,18 - 0,54
INDEX CD4/CD8 1,57 1-36 1,95 1,00 - 3,60 1,38 0,90 -3,40

A més, en I’analisi del panell genétic de la pacient index s’identifica una variant en
heterozigosi que provoca un al-lel nul al gen MBL2 (p.Arg52Cys), mentre que l'altre

al-lel, tot i ser wt, presenta I’haplotip associat a baixa expressio.

Degut a la variant trobada al gen MBL2 s’estudia la via de les lectines del complement
i s’observa que la pacient presenta una activitat absent. Tant la mare com el germa
també presenten la variant que provoca un al-lel nul i, mentre que la mare té
I’haplotip d’alta expressié en I’al-lel wt, el germa té també ’haplotip associat a baixa
expressio a I’al-lel wt. Tot i aix0, el germa mostra una activitat normal de la via de les

lectines (Taula 22).
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Taula 22. Resultats de la via de les lectines de la familia IDCV100. La variant p.Arg52Cys (causant d’un
al-lel nul) s’indica amb una D (en vermell). LXPA correspon a I’haplotip associat a més baixa expressio i
HYPA al de més alta expressi6.

Genotip MBL2 Activitat de la via de Valors de referéncia
les lectines
IDCV100-index HYPD / LXP 10,78 % 10-125%
IDCV100-germa HYPD / LXP 52,72% 10-125%
IDCV100-mare HYPD / HYP N/A 10-125%

Tant la freqiiencia de les variants estructurals com els polimorfismes a MBL2 varien
entre els grups étnics, cosa que dona lloc a set haplotips principals: HYPA, LYQA,
LYPA, LXPA, LYPB, LYQC i HYPD. Les diferéncies en la distribucié d'aquests
haplotips sén la causa principal de les variacions interracials en els valors sérics de
MBL2. Tant HYPA com LYQA son haplotips d'alta produccio, LYPA haplotip de
producci6 intermédia i LXPA haplotip de baixa produccio, mentre que LYPB, LYQC
i HYPD s6n haplotips que causen al-lels nuls de MBL2.[93] (Figura 26)

Expressio alta

HYPA HY P D (defecte)
Expressio baixa Expressio intermitja
LXPA LYPA LY P [ (defecte)

Expressio alta

LY QA LYQC (defecte)

Figura 26. Model d’un possible arbre evolutiu del gen MBL2. Adaptat de [93].
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5.7.2. IDCV144

Pacient de sexe masculi de 28 anys amb historia d’otitis recurrents i sinusitis a la
infancia. També presenta pneumonies recurrents, onicofagia, infeccié del tracte

urinari, migranyes i impetigen.

S’identifica una variant genetica a IKZF1 en heterozigosi. Es tracta d’un canvi de
nucleotid que provoca un canvi d’aminoacid a I’exd6 5 del gen (c.484C>T /
p.Argl62Trp). Aquesta variant té una freqiiéncia poblacional nul-la (no es troba a les
principals bases de dades com gnomAD o EXAC) i la majoria de predictors
computacionals la consideren patogénica. La variant p.Argl62Trp afecta al domini
d’unié a ’ADN i ja ha estat descrita anteriorment en pacients amb IDCV.[94,95] Per

tot aix0, es classifica aquesta variant com a patogeénica.

Els estudis de segregacié familiar evidencien que la variant genética en heterozigosi
€.484C>T al gen IKZF1 del pacient index ha estat heretada del pare (Figura 27), el
qual presenta diabetis mellitus de tipus I, valors baixos d’immunoglobulines (A, G i
M), i valors disminuits de limfocits B preswitch memory (CD19*IgD*CD27%). La
resposta vacunal no ha estat estudiada. El perfil de I’electroferograma de la
seqlienciacié Sanger del pare mostra que el pic corresponent a 1’al-lel mutat esta forga
disminuit respecte 1’al-lel wt, la qual cosa ens fa pensar en un possible mosaicisme
(Figura 28).

: O

I:1 1:2

HET

II:1 7119

HET

Figura 27. Arbre genealogic del pacient IDCV144.
En gris s’indica el pacient afecte, la fletxa indica el
pacient index i el punt els familiars portadors.
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Per confirmar-ho, estudiem la preséncia de la variant genética en mostres d’ADN del
pare del pacient procedents de diferents cél-lules i teixits: frotis bucal, orina, sang
total, limfocits CD3* i limfocits CD19*. Per obtenir una quantificacié precisa i fiable
utilitzem la seqiienciacio d’amplicons a alta profunditat (DAS, de I’anglés deep
amplicon sequencing), una tecnica de NGS que ens permet obtenir un elevat nombre

de lectures de la nostra zona d’interés.

Els resultats obtinguts de la seqtienciacié genica massiva en els diferents llinatges
cel-lulars, demostren una cobertura molt alta (>60.000x) per a cada tipus de mostra
analitzada (Figura 28). La variant genética p.Argl62Trp esta present en un 41,02%
de ’ADN dels limfocits T CD3*, en un 30,57% de I’ADN de la sang total, en un
25,24% de I’ADN obtingut a partir de frotis bucal, en un 25,01% de I’ADN obtingut
de la orina i en un 23,71% de ’ADN dels limfocits B CD19*. El fet que la variant
estigui present a totes les mostres analitzades, confirma que el pare presenta la variant

en forma de mosaicisime gonosomic (Figura 28).

T C l G G Detecci6 de la mutacié IKZF1 (c.484C>T/p.R162W ) en diferents
IDCV144-pare teixits del pare mitjangant seqlienciacié génica massiva:
Sang total Orina Frotis Bucal
~ T
_— ,{b\ 8
\\
30,57% 25,01% 25,24%
l Coverage: 87206x Coverage: 65169x Coverage: 69979x
C reads: 60492x Creads: 48792x Creads: 52273x
T reads: 26655x T reads: 16296x T reads:17666x
IDCV144-index & l G G
PBMC CD3+ PBMC CD19+
@ @
41,02% 23,71%
Coverage: 61021x Coverage: 68553x
Creads: 35946x Creads: 52250
Treads: 25031x Treads: 16252x

Figura 28. Identificacio de la variant genética a IKZF1 (IKAROS) en el pacient IDCV144 (variant
genética germinal) i al seu pare (IDCV144-pare, variant genética somatica). A I’esquerra, els
electroferogrames del pacient IDCV144-index i IDCV144-pare. A la dreta, els resultats de la seqlienciacio
génetica massiva per la deteccid de la variant genetica en varis teixits del pare. S’indica la cobertura total
(coverage), les lectures de cada al-lel (reads) i el percentatge de I’al-lel mutat per a cada mostra.
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5.8. Variants genétiques a IKBKG

El gen IKBKG (OMIM#300248) es troba localitzat al cromosoma X (heréncia XL) i
codifica per la proteina NEMO (NF-kappa-B essential modulator) també coneguda
com a subunitat gamma de Iinhibidor del factor nuclear kappa-B. Variants
patogéniques al gen IKBKG causen un tipus d'immunodeficiéncia combinada amb
caracteristiques associades o sindromiques; ectodermodisplasia anhidrotica amb
immunodeficiéncia (displasia ectodérmica, immunodeficiéncia) la qual cursa amb
displasia ectodérmica anhidrotica (en alguns), infeccions recurrents, colitis, dents
coniques, defectes variables de pell, cabells i dents i disfuncié dels mondcits
(ORPHACco0de#319612). No obstant, variants genétiques a IKBKG poden donar una
clinica molt variable en funci6 de la variant genética. La entitat sense
ectodermodisplasia és habitualment coneguda com a NEMO-ID (NEMO-
immunodeficiéncia) i es caracteritza per presentar susceptibilitat a infeccions per
micobacteris, infeccions bacterianes pidgenes greus en els primers anys de vida i
altres infeccions no bacterianes greus com; CMV, virus de I'herpes simple, virus
molluscum contagiosum, malalties protozoaries, Giardia lamblia, infeccions
fingiques per Candida albicans i/o aftes prolongades. Es a dir, que la NEMO-ID

presenta una heterogeneitat tant clinica com immunologica. [96]

Les dues variants trobades al gen IKBKG representen un 1,5% respecte a la cohort
total, un 5,6% de respecte a total de variants genétiques trobades i un 8,3% respecte a

les variants genetiques causals.

5.8.1. IDCV017

El pacient, un home de 65 anys, presenta una historia d’otitis de repeticio, sindrome

diarreica, atrofia de vellositats intestinals i sindrome de malabsorcio.

S’identifica una variant probablement patogenica al gen IKBKG (NEMO)
(c.169G>A/p.E57K) en hemizigosi (X-linked). Tot i que la variant p.E57K és una
variant reportada en pacients amb deficiéncia de NEMO, esta considerada com a

variant genética hipomorfica i per aquest motiu es decideix estudiar funcionalment
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aquest cas. En els casos classics de deficiéncia en NEMO, s’observa una degradacio
d’IkBa absent. No obstant, el pacient no compleix criteris clinics ni analitics de

deficiéncia en NEMO (displasia 0ssia, defecte de NK, hiper IgM...).

S’estudien diferents proteines de la via NFxB del pacient mitjangant Western Blot,
observant una fosforilacié de p105 disminuida respecte el control 657, perd no absent,
coincidint amb una menor degradacié de I’inhibidor IkBa respecte el control.
S’observa una correcta expressid de les proteines p105 i p50 aixi com del control de
carrega P-Actina. (Figura 29) L’estudi de citocines en sobrenedant a partir de
I’estimulacio de cel-lules amb PMA+ionomicina durant 72h mostra que el pacient no
té cap defecte en la capacitat de produccié de les citocines estudiades. En alguns casos
(IL-6, TNFa, IL-10) I'index de produccio (relacié entre valors de citocines en
condicions estimulades i sense estimular) es veu disminuit respecte als valors de
referéncia, perod aixo és degut a I’alt nivell de citocines que ja presenten les cél-lules
del pacient a nivell basal. Aquest increment a nivell basal també s’observa per IFNy,
IL-1pB i SFAS-L, tot i que en aquests casos no es veu afectat el resultat de 1’index. En
el cas de IL-12p70 i IL2Ra, on trobem valors basals dins els rangs de referéncia,
observem un clar increment en la produccié d’aquestes citocines al estimular les

cel-lules. (Taula 23)

A part d’aquest pacient amb variant genética al gen IKBKG, dins de la cohort trobem
una altra pacient amb variant genética a IKBKG detallada més endavant a 1’apartat
5.10.9 (pacient IDCV148) ja que forma part de la subcohort de pacients amb variants
al gen TNFRSF13B (TACI).
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c657 IDCV017
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Figura 29. Western Blot del pacient IDCV017. PBMCs estimulades durant 0, 15, 30 i 60 minuts amb
PMA 0,1 pg/mL] + IONO [2 pg/mL].

Taula 23. Resultats de la producci6 de citocines en sobrenedant del pacient IDCV017 en les
condicions sense estimular (SE), estimulant i index (E/SE).

IDCV017 Valors de referéncia*
Limit inferior Limit superior
SE (pg/mL)|dk 63,0 0,0 29,2
IL-6 E (pg/mL) |Ah 4746,0 1335,4 42248
index | 753 455,8 2524,1
SE (pg/mL)|dk 16,6 0,0 6,8
TNFe E (pg/mL) |4r 5800,0 2368,2 5167,8
index |db 3494 7715 25249
SE (pg/mL) | 4,5 2,7 3,3
IL-10  E (pg/mL) |=> 49,9 39,1 157,1
index | 112 15,1 49,2
SE (pg/mL)|fr 1,5 0,7 1,1
IFNy  E (pg/mL) |fh 20000,0 4693,7 9030,4
index  |Ah 13245,0 5160,8 10171,1
SE (pg/mL) | 4,5 0,0 2,7
IL-1B  E (pg/mL) |4p 683,0 0,0 67,1
index |fh 151,1 6,7 45,9
SE (pg/mL)|dh 24,5 5,6 13,8
Fas-L  E (pg/mL) |4h 306,0 128,6 216,4
index |=» 125 10,7 31,3
SE (pg/mL)[=> 3,1 3,1 3,1
IL-12p70 E (pg/mL) | 5.8 3,0 3,2
index |fh 1,9 0,98 1,03
SE (pg/mL)[=> 16,4 16,4 16,4
IL-2re  E (pg/mL) |fh 2334,0 571,8 1618,8
index |fp 142,3 34,9 98,7

*Valors de referéncia interns obtinguts a partir de 12 donants sans adults (mitjana +desviacié estandard)
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5.9. Variants genétiques a BTK

El gen BTK (OMIM#300300) es troba localitzat al cromosoma X i codifica per la
proteina Bruton’s Tyrosine Kinase, una quinasa que té un paper crucial en el
desenvolupament de cél-lules B (ORPHAcode#47). A la nostra cohort s’han detectat
dues pacients femenines amb una variant genética al gen BTK.
L’agammaglobulinémia lligada al cromosoma X o malaltia de Bruton es caracteritza
per presentar infeccions bacterianes greus i agammaglobulinémia a causa d’abséncia

total de limfocits B.

Tot i ser un gen amb heréncia XL, no es pot descartar la seva implicaci6 en dones que
hagin patit una inactivacio esbiaixada del cromosoma X. Takada et al. van descriure
per primera vegada al 2004 el cas d’una nena de 10 mesos filla de pare amb malaltia
de Bruton amb infeccions respiratories freqiients i otitis mitjana. La nena presentava
abséncia de cel-lules B perifériques i expressi6 absent de la proteina BTK en
mondcits. En aquest estudi es va identificar una variant patogenica al gen BTK i es va
considerar causant de la patologia de la pacient després de demostrar que presentava

una inactivacid eshiaixada del cromosoma X (en el que es troba el gen BTK). [97]

5.9.1. IDCV022

Pacient de sexe femeni de 70 anys. Presenta afectacié a nivell respiratori (pneumonies
i infeccions respiratories recurrents, otitis recurrents, rinitis, hiperreactivitat bronquial,
bronquiéctasis i dispnea grau 1-2) aixi com també a nivell gastrointestinal (infeccid
per Helicobacter pylori i per Campylobacter jejuni, restrenyiment i diarrees amb
canvis dietétics). A més, presenta conjuntivitis de repetici6 i dacriocistis. Com a altres
manifestacions cliniques, la pacient va patir un limfoma de Hodgkin al maig del 2005
que va ser tractat amb quimioterapia amb bona resposta. Els seus valors de limfocits
B son baixos perd superiors a 1’1-2% establerts com a llindar pel diagnostic de

malaltia de Bruton  (Taula 24).

Mitjangant 1’estudi d’NGS s’ha identificat una variant en heterozigosi al gen BTK. Es

tracta d’un canvi de nucleotid a I’exé 14 del gen (¢.1252T>C) que provoca un canvi
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d’aminoacid (p.Y418H). Es una variant de baixa freqiiéncia poblacional
(MAF=0,0002) i considerada com a patogénica per diversos predictors
computacionals (tot i que una minoria la consideren benigna). La variant p.Y418H ha
estat descrita en algun pacients amb agammaglobulinémia lligada al cromosoma X
pero amb expressio parcial de BTK.[98,99] La patogenicitat d’aquesta variant ha estat
questionada i s’ha suggerit que podria ser una variant hipomorfica amb penetrancia
incompleta.[100] Per tot 1’exposat, classifiquem inicialment aquesta variant com a
variant de significat incert (VUS). Com s’ha comentat anteriorment, existeixen casos
de dones portadores de variants patogéniques a BTK que presenten manifestacions
cliniques degut a un fenomen d’inactivacié esbiaixada del cromosoma X, on s’ha

inactivat preferentment el cromosoma X que porta 1’al-lel wt. [97]

Per tal d’esbrinar si la variant identificada és la causa del fenotip clinic de la nostra
pacient a través d’una inactivacio esbiaixada del cromosoma X, decidim estudiar la
representacio dels dos al-lels en el ARNm de la pacient. Es realitza seqlienciacié
Sanger de I’ex6 14 del gen BTK a partir del ADNc i s’observa que a I’ADN genomic
hi ha representats els dos al-lels, mentre que a ’ADNc només s’expressa 1’al-lel
mutat, evidenciant d’aquesta manera que la pacient IDCV022 presenta una inactivacio
eshiaixada del cromosoma X a favor de I’al-lel wt (els cromosomes amb 1’al-lel wt

estan inactivats) (Figura 30).

©.1252T>C / p.Y418H (exd 14)

GTGAAGHEATGGG
ADNg

GTGAAGCATGGG

ADNc z f T T

Figura 30. Electroferograma de la sequienciacio Sanger de I’ADN genomic i de ’ADN complementari
de la pacient IDCV022. Zona de la variant genetica ¢.1252T>C / p.Y418H. Y= C o T = Pirimidina.
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Després d’aquest estudi, re-classifiguem la variant ¢.1252T>C/p.Y418H com a
probablement patogénica. Com s’ha comentat anteriorment aquesta variant ha estat
considerada una variant hipomorfica amb penetrancia incompleta. Probablement per
aquest motiu la pacient expressa un fenotip compatible amb IDCV i no un fenotip

classic de la malaltia de Bruton. [100]

5.9.2. IDCV038

Es tracta d’una pacient de sexe femeni de 48 anys que només presenta afectacié a
nivell respiratori; pneumonies de repeticid, alguna bronquitis aillada sense febre amb
multiples opacitats nodulars pulmonars mal delimitades amb arees en vidre desllustrat
i dilatacions i engruiximents bronquials amb arees d’atrapament aeri a la TC
pulmonar. Presenta una limfocits B disminuits en nombre absoluts (0,05 x 10%L) i en
percentatge (5,66%) en relacié a una disminucié en el percentatge dels limfocits B
pre-canvi d’isotip de memoria, de canvi d’isotip de memoria i plasmablasts observats

a I’immunofenotip limfocitari avangat (Taula 24).

S’identifica una variant genética al gen BTK a la pacient. Es tracta d’un canvi de
nucleotid a I’ex6 18 del gen (c.1787T>C) que provoca un canvi d’aminoacid
(p.M596T). Es una variant de nul-la freqiiéncia poblacional (absent a les principals
bases de dades) i amb qualificaci6 discordant entre els predictors computacionals (tot
i que la majoria la consideren patogénica). No existeixen evidencies funcionals sobre
I’impacte d’aquesta variant i no esta descrita a la literatura. Per tot 1’exposat,

classifiguem aquesta variant com a VUS.

Tenint en compte el diagnostic d’IDCV de la pacient, no es pot descartar que aquesta
variant tingui relacié amb el fenotip clinic per un fenomen d’inactivacio eshiaixada
del cromosoma X. Per tal d’esbrinar si la variant identificada explicaria el seu fenotip
clinic, es realitza sequenciacié Sanger de I’ex6 18 del gen BTK de la pacient a partir

d’ADNc per veure la representacid dels dos al-lels.
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Els resultats de la sequienciacié demostren que tant en I’ADN gendomic com en I’ADN
complementari s’observen els dos al-lels (el wt i el mutat) de forma equivalent, fet
gue evidencia que en aquest cas no hi ha una inactivaci6 eshiaixada del cromosoma
X. Es a dir, un 50% de cél-lules expressen 1’al-lel Wt i ’altre 50% expressen I’al-lel
amb la variant a BTK (Figura 31). L’estudi familiar mostra que els dos fills

asimptomatics de la pacient no presenten la variant a BTK.

Per tot I’exposat anteriorment, considerem a la pacient portadora d’una variant de
significat incert 0 VUS (variant of uncertain significance) al gen BTK i per tant,

I’excloem de la cohort de pacients amb variant genética monogenica causant d’IDCV.

€.1787T>C / p.Met596Thr (exd 18)

GGGGAAGAEGCCATA

ADNg
D @ c.T1787C
I:1 1:2 HET

GGGGAAGAHBGCCATA

I1:1 11:2 ADNc

Figura 31. Electroferograma de la seqiienciacié de I’ADN genomic i de ’ADN complementari de la
pacient IDCV038. A I’esquerra s’observa ’arbre familiar de la pacient i a la dreta els resultats de la
seqlienciacio Sanger. Y= C o T = Pirimidina.

A continuacid, es mostren les poblacions limfocitaries de les pacients descrites en
aquest apartat.
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Taula 24. Poblacions limfocitaries de les pacients IDCV022 i IDCV038.

Poblacions limfocitaries IDCV022  IDCV038 rﬁ%igg
Limfocits totals (x10E9/L) 10,6 10,5 1,2-3,4
CD3 (Limfocits T) % 63,99 79,75 55-83
CD3 (Limfocits T) 10,4 10,37 07-21
CD4+ CD3+ (T col-laboradors)% 1174 157,61 28 - 57
CD4 + CD3 + (T col-laboradors) 10,1 10,26 03-14
CD8+ CD3+ (T citotoxics) % 145,2 16,01 10-39
CD8+ CD3+ (T citotoxics) 0,3 10,07 02-0,9
CD19 (Limfocits B) % 10,8 15,66 6-19
CD19 (Limfocits B) 10,06 10,03 0,1-0,5
CD56+ CD16+ CD3- (NK) % 24,7 13,25 7-31
CD56+ CD16+ CD3- (NK) 0,14 10,06 0,09-0,6

Per tant, la Unica variant genética trobada al gen BTK considerada com a
probablement patogénica representa un 0,7% respecte a la cohort total, un 2,8% de

respecte a total de variants trobades i un 4,2% respecte a les variants causals.
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5.10. Variants genetiques a TNFRSF13B (TACI)

El gen TNFRSF13B (OMIM#604907) es troba al cromosoma 17 i les seves variants
poden causar deficiencia en TACI, amb una heréncia que pot ser AR o AD
(ORPHAcode#1572). El gen, codifica per la proteina TACI (Transmembrane
Activator and CAML Interactor) la qual controla les respostes d’anticossos de
cel-lules B independents de les cel-lules T, el canvi d’isotip i I’homeostasi de les
cél-lules B. Variants mono- i bial-léliques al gen TNFRSF13B (TACI) han estat
ampliament descrites en pacients amb IDCV, tot i que amb penetrancia incompleta i
expressivitat variable.[101,102] Per tot aixo la causalitat d’aquestes variants a TACI
no esta clara i en molts casos, especialment quan les trobem en heterozigosi, es
consideren més com a variants de susceptibilitat a IDCV, mentre que les variants

bial-léliques -homozigotes i heterozigotes compostes- es consideren com a causants.

Els pacients amb deficiéncia a TACI presenten una clinica d’expressio variable tot i
gue la manifestaci6 clinica més frequent sén les infeccions (majoritariament

respiratories), seguida d’esplenomegalia i limfadenopatia.[103]

En aquest treball, s’han trobat 18 pacients (13,2%) amb variants a TACI, les edats dels
quals van des de 12 fins a 60 anys, amb una distribucié de génere equilibrada d’1:1.
Dels 18 pacients, en 6 (33,34%) les variants a TACI s’han considerat causals (variants
en homozigosi 0 heterozigotes compostes) i en 12 (66,67%) s’han considerat variants
de predisposicié (en heterozigosi) (Taula 25). Si ens fixem en la subcohort de
variants genetiques causals, les edats van de 12 a 41 i la distribucio de génere és de
2:1 (home:dona).

Les principals manifestacions cliniques observades en els pacients amb variants
genetiques a TACI de la cohort d’aquest treball son les infeccions recurrents del tracte
respiratori (en un 88,9%), seguides de I’afectacié funcional respiratoria (72,2%),

afectacio gastrointestinal (55,6%) i limfadenopaties (44, 4%).

Seguidament, es detallaran els 6 casos amb variants genétiques causals a TNFRSF13B

i 1 cas amb contribuci6 digénica.
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Taula 25. Variants mono- i bial-leliques trobades al gen TNFRSF13B (TACI).

RESULTATS

Variant Variant Fregliéncia poblacional Predictors Préviament
Pacient . genética gnomAD (MAF, minor allele Tipus Zigositat . descrita en PMID
genética ADN . computacionals
proteina frequency) IDCV

IDCV012 ¢.512T>G p.L171R 0,0001 Canvi d’aa Heterozigosi Patogenica Si [58,104]

IDCV053 ¢.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa Homozigosi Patogenica Si [104-106]
Afecta el lloc
IDCV062 €.62-1G>A - 0,00002 ezccep t.or Heterozigosi Patogenica No -
d’splicing
de l'intr6 1
IDCV066 €.266G>A p.C89Y 0,00001 Canvi d’aa Heterozigosi Patogenica Si [107]
€.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa L Patogénica Si [104-106]
IDCV069 Heterozigosi Prediccions
c.542C>A p.Al81E 0,005 Canvi d’aa composta . Si [101,102,104]
discordants

IDCV074 ¢.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa Heterozigosi Patogénica Si [104-106]
IDCV075 ¢.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa Heterozigosi Patogenica Si [104-106]
IDCV078 c.515G>A p.C172Y 0,0002 Canvi d’aa Heterozigosi Patogenica Si [104,108]
IDCV095 ¢.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa Homozigosi Patogénica Si [104-106]
IDCV097 €.260T>A p.1I87N N.D. Canvi d’aa Heterozigosi Patogénica Si [104]
IDCV102 €.236A>G p.Y79C 0,0002 Canvi d’aa Heterozigosi Patogenica Si [104,109]
IDCV107 ¢.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa Heterozigosi Patogenica Si [104-106]
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IDCV122 €.109G>C p.E37Q 0,000008 Canvi d’aa Heterozigosi VUS No -
IDCV126 €.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa Homozigosi Patogenica Si [104-106]
IDCV131 €.605G>A p.R202H 0,0008 Canvi d’aa Heterozigosi VUS Si [101,102]
¢.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa Heteroziqosi Patogenica Si
IDCV145 com ogta [104-106]
¢.512T>G p.L171R N.D. Canvi d’aa P Patogenica Si
s L Prediccions .
IDCV147" c.542C>A p.A181E 0,005 Canvi d’aa Hs(t)f:z()lg;ﬂ discordants Si [101,102,104]
€.310T>C p.C104R 0,004 Canvi d’aa P Patogenica Si [104-106]
Afecta el lloc
IDCV148* C.61+2T>A - - s dopgdor Heterozigosi Patogenica No -
d’splicing de
I’intr6 1

aa. aminoacid, N.D. No disponible, VUS variant de significat incert
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5.10.1.1DCV053

La pacient és una dona de 41 anys que presenta infeccions de repeticié de vies altes
superiors recurrents acompanyades també de clinica digestiva amb una clinica sprue-
like (entitat que es caracteritza per simptomes gastrointestinals que inclouen diarrea
en combinacié amb troballes histologiques d'arquitectura vil-losa anormal de I'intesti

prim).

L’estudi genetic realitzat ha identificat una variant en homozigosi al gen TNFRSF13B
(TACI): ¢.310T>C/p.C104R.

L’estudi genctic familiar de la pacient ha evidenciat que cada progenitor porta la
variant genética p.C104R en heterozigosi i el seu germa és també homozigot per la
variant genética (Figura 32). El germa, de 45 anys, presentava amigdalitis de
repeticié des de la infancia, i actualment presenta 2-3 infeccions respiratories/any que
requereixen tractament antibiotic. Actualment no rep tractament substitutiu amb
gammaglobulines per presentar uns valors d’IgG dins dels rangs de normalitat, amb
una TC toracica normal i una resposta vacunal normal a Haemophilus influenzae b i a

Streptococcus pneumoniae i alterada a Salmonella typhi.

: ®

cT310¢ -1 [:2 c1310C
HET HET

II:1 cT1310C cT310C /7 11:2

HOM  HOM
[ ] ®
€.T310C ¢T310C cT310C
HET I1I:1 I1I:2  HET IT1:3 HET

Figura 32. Arbre genealogic de la pacient IDCV053.
En gris s’indica els pacients afectes, la fletxa indica la pacient
index i el punt els familiars portadors. N.D.: no disponible.
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5.10.2.1DCV069

Es tracta d’un pacient masculi de 31 anys que presenta quadres gastrointestinals i
infeccions respiratories altes i baixes de repeticio des de la infancia amb valors baixos
d’IgG pel que va iniciar tractament amb gammaglobulines inespecifiques des dels 6
mesos de vida. L’evolucié de la malaltia és correcta sense infeccions intercurrents
significatives ni bronquiéctasis tot i presentar valors d’IgG en el limit inferior de la

normalitat per una mala adherencia al tractament.

En P’estudi genétic s’han identificat dues variants en heterozigosi al gen TACI:
€.310T>C/p.C104R i ¢.542C>A/p.A181E. Amb I’analisi de les dades obtingudes no
es pot determinar si les dues variants estan en cis 0 en trans ja que I’estudi genétic

familiar no s’havia realitzat en el moment d’escriptura d’aquesta tesi doctoral.

5.10.3.1DCV095

El pacient és un noi de 13 anys amb otitis de repetici6 des de la infancia, lleu trastorn
obstructiu a les proves funcionals respiratories, manifestacions gastrointestinals i
hipogammaglobulinémia amb mala resposta vacunal pel que actualment rep

tractament substitutiu amb gammaglobulines i es troba asimptomatic.

L’estudi genetic realitzat al pacient ha identificat una variant en homozigosi al gen
TNFRSF13B que provoca un canvi d’aminoacid: ¢.310T>C/p.C104R.

L’estudi familiar mostra que ambdds progenitors son portadors de la variant
€.310T>C/p.C104R en heterozigosi, de la mateixa manera que el seu germa (Figura
33). Cap d’ells presenta cap manifestacid clinica rellevant. No obstant, el germa
presenta uns valors disminuits d’IgG i d’IgM i el pare uns valors disminuits d’IgG i
IgA. Ambdds compleixen 2/5 criteris de la ICON-2015 i per tant, poden ser
classificats dins el grup d’IDCV. Tenint en compte que ambdés sén portadors d’una
variant en heterozigosi caldria pensar en una possible contribucié d’altres factors

genétics no identificats en el moment d’escriptura d’aquest treball.

150



RESULTATS

- ®

I:1 1:2
¢.T310C ¢.T310C
HET HET

[ ]
11:1 7 112
c.T310C c.T310C
HET HOM

Figura 33. Arbre genealogic del pacient IDCV095.
En gris s’indica el pacient afecte, la fletxa indica el
pacient index i el punt els familiars portadors.

5.10.4.1DCV126

Es tracta d’un pacient de sexe masculi de 12 anys que presenta gastroenteritis i otitis
de repeticio a la infancia que han requerit col-locacid de drenatges transtimpanics. En
el moment de redaccié d’aquest treball, el pacient creix amb normalitat i no té

infeccions clinicament significatives.

L’estudi genetic realitzat al pacient ha identificat una variant en homozigosi al gen
TNFRSF13B: ¢.310T>C/p.C104R.

5.10.5.IDCV145

Es tracta d’un pacient de sexe masculi de 17 anys amb historial d’infeccions
recurrents de vies altes (bronquitis i otitis) i infeccions d’orina associades a reflux
vesicoureteral bilateral i atrofia renal esquerra, amb hipertrofia funcional

compensatoria de ronyo dret.

151



RESULTATS

L’estudi genétic realitzat al pacient ha identificat dues variants en heterozigosi al gen
TNFRSF13B: ¢.310T>C/p.C104CR i ¢.512T>G/p.L171R. Ambdues variants estan

considerades com a patogeniques pels predictors.

Els estudis de segregaci6 de les variants trobades al gen TNFRSF13B han pogut
demostrar que cada una de les variants prové d’un dels progenitors (pare ¢.512T>G,
mare ¢.310T>C) fet que demostra que les dues variants genétiques estan en trans en el
pacient, confirmant I’estat d’heterozigot compost. El germa ha heretat la variant en
heterozigosi ¢.512T>G del pare, i la germana la variant en heterozigosi ¢.310T>C de
la mare (Figura 34). Cap d’ells mostra clinica rellevant en excepcio de la mare, que
presenta dermatitis atopica i mdltiples al-lérgies. A nivell analitic, només el pare

presenta una lleugera disminucié de la IgM.

: ®

HET Il 12 HET
[ ]
I:1 7112 11:3
HET HET COMP HET

Figura 34. Arbre genealogic del pacient IDCV145.
En gris s’indica el pacient afecte, la fletxa indica el
pacient index i el punt els familiars portadors.
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5.10.6.1DCV147

Es tracta d’una pacient de sexe femeni de 17 anys amb bronquitis i pneumonies de
repeticié al llarg de la infancia. Presenta hipogammaglobulinémia i una TC pulmonar

patologica amb bronquiectasis post-infeccioses que es normalitzen a posteriori.

S’han identificat dues variants en heterozigosi al gen TNFRSF13B:
€.310T>C/p.C104R. i c.542C>A/p.A181E.

L’estudi genétic familiar mostra que la mare és portadora en heterozigosi de la variant
c.C542A/p.A181E i el pare és portador en heterozigosi de la variant
€.T310C/p.C104R fet que demostra que les dues variants genétiques estan en trans en

la pacient, confirmant I’estat d’heterozigot compost. (Figura 35)

- ®

I:1 1:2
c.T310C c.C542A
HET HET
7 I
c.T310C
c.C542A
HET COMP

Figura 35. Arbre genealogic de la pacient IDCV147.
En gris s’indica la pacient afecte, la fletxa indica el
pacient index i el punt els familiars portadors.

A més, en aquesta pacient s’ha identificat una variant en heterozigosi al gen NFKB1:
¢.670A>G/p.S224G. Es una variant de freqiiéncia poblacional nul-la (no present a les
principals bases de dades poblacionals) i els predictors computacionals tenen
classificacions discordants, tot i que la majoria la consideren benigna. La variant es
troba al domini RHD de la proteina, on es troben la majoria de variants patogeniques

identificades. La majoria de variants descrites sén clarament loss-of-function (LOF)
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tot i que també hi ha algunes missense. [84] La variant p.S224G no es troba descrita
en cap publicacio6 i no existeixen evidencies del seu possible impacte funcional. Per
tot aixo classifiqguem aquesta variant com a variant de significat incert (VUS). Per tal
d’estudiar I’efecte d’aquesta variant en la funcionalitat de la via NF-kB en la pacient, i
ates que no es troba descrita a cap publicacio, es decideix estudiar funcionalment

aquest cas.

S’estudien diferents proteines de la via NFkB de la pacient mitjangant Western Blot,
observant una expressio normal de pl105, p50 i fosfo-p105. També s’observa una
degradacié d’IkBo normal en comparacié amb els controls sans aixi com del control
de carrega B-Actina (Figura 36). L’estudi de citocines en sobrenedant a partir de
I’estimulaci6 de cel-lules amb PMA+ionomicina durant 72h mostra una produccio de
citocines normal pel que fa a TNF-a i IFNy, una produccié augmentada d’I1L-6, IL-10,
IL-1B i IL-2ra, i una produccié disminuida de Fas-L en comparacio amb els valors de
referéncia interns (Taula 26). Amb tot, es demostra que la primera part de la via de
senyalitzaci6 NF-kB funciona correctament i que no existeix un defecte en la
producci6 de citocines. Amb els resultats obtinguts no es pot atribuir un paper a la
variant de NFKB1, consistent amb els resultats de Li et al. on testen bioquimicament
una variant a la mateixa posicié (tot i que un canvi diferent; p.S224N) i demostren
que és neutral. [110] Per tant, es conclou que en aquest cas la IDCV es deu a la

variant heterozigota composta a TACI.

Cce636 IDCV147 ce637

SE 15 30° 60 SE 15 30° 60° SE 15 60’

 —
P-NFKB 105 (Ser933) —b s — S — -
lkba —p S— T —— e —— — —

NFKBp105 — —— L e

—
c—
NFKBPSO—b (D - - S — e o

r
—
Beta-actina —» r”-—“~_.,

Figura 36. Western Blot de la pacient IDCV147. PBMCs estimulades durant 0, 15, 30 i 60 minuts amb
PMA[0,1 pg/mL] + IONO [2 pg/mL].
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Taula 26. Resultats de la producci6 de citocines en sobrenedant de la pacient IDCV147 en les
condicions sense estimular (SE), estimulant i index (E/SE).

IDCV147 Valors de referéncia*
Limit inferior Limit superior
SE (pg/mL) = 1,6 0,0 29,2
IL-6  E(pg/mL) |h5143,0 13354 42248
index [#n3318,1 4558 25241
SE (pg/mL) |= 2,6 0,0 6,8
TNFe E(pg/mL) |5628,0 2368,2 5167,8
index  [£:2139,9 7715 25249
SE (pg/mL) [=» 29 2,7 33
IL-10  E(pg/mL) |dh277,0 39,1 157,1
index  [fh 955 15,1 49,2
SE (pg/mL) |=> 0,9 0,7 1,1
IFNy E(pg/mL) |£:8621,0 4693,7 9030,4
Index |£10142,4 5160,8 101711
SE (pg/mL) |= 08 0,0 2,7
IL-18  E(pg/mL) |dn 76,2 0,0 67,1
index  [fh 953 6,7 459
SE (pg/mL) [ 5,2 56 138
Fas-L E(pg/mL) [d 557 128,6 216,4
index [ 106 10,7 31,3
SE (pg/mL) |= 16,4 16,4 16,4
IL2ra E(pg/mL) |dh1976,0 571,8 1618,8
index |dh 1205 349 98,7

*Valors de referencia interns obtinguts a partir de 12 donants sans adults (mitjana +desviaci6 estandard)

5.10.7.1DCV148

Es tracta d’una dona de 46 anys amb antecedents de pneumonies i infeccions

respiratories de repeticié amb bronquiéctasis a la TC i colonitzacio respiratoria per S.

pneumoniae, juntament amb sinusitis de repeticié a la infancia. A més, presenta

gastroenteritis de repeticié per Campylobacter jejuni i per Salmonella spp. També

presenta multiples adenopaties, hiperplasia nodular regenerativa hepatica amb

hipertensié portal secundaria, pancitopénia i manifestacions gastrointestinals amb

estudis d'endoscopia i biopsia normals.
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Mitjangant 1’estudi genétic a la pacient, s’ha identificat una variant en heterozigosi al
gen TNFRSF13B: ¢.61+2T>A (rs760885614). Aquesta variant afecta el lloc donador
d’splicing de I’intr6 1 del gen. Es una variant de freqiiéncia poblacional nul-la i no
esta descrita a la literatura. Considerem aquesta variant com una variant de pérdua de

funcié i la classifiguem com a patogeénica.

També s’ha identificat una variant en heterozigosi (X-linked) al gen IKBKG
(c.G169A/p.E57K). Aquesta variant (rs148695964) té una freqiiéncia poblacional
baixa (MAF=0,001) i la majoria de predictors computacionals la consideren
patogenica. Aquesta variant ha estat reportada en pacients amb deficiéncia de NEMO
perd amb fenotips més lleus a I’habitual.[111-113] L’efecte funcional d’aquesta
variant ha estat reportat en diversos articles i confirma la condicio de variant genética
hipomorfica.[114,115] S’han reportat casos de portadors asimptomatics, per la qual
cosa la penetrancia és incompleta. Per tot I’exposat considerem aquesta variant com a
probablement patogénica. En aquest cas, la pacient és portadora de la variant en
heterozigosi i com que el model d’heréncia descrit és lligat al cromosoma X i
recessiu, es consideraria com a portadora asimptomatica. La pacient, no presenta cap
caracteristica tipica dels pacients amb deficiencia a NEMO, excepte una disminucié

en els nombres absoluts de cél-lules NK.

Pel que fa a la variant trobada a TNFRSF13B (TACI) (c.61+2T>A) és una variant
genética que afecta el lloc donador d’splicing i com que no hi ha evidéncia del seu
efecte concret sobre aquest procés, decidim estudiar-ho. Per aix0, estudiem 1’ADNc
de la pacient amplificant-lo amb una parella d’oligonucleotids situats a I’ex6 11 3. A
la imatge del gel d’electroforesi s’observen dues bandes (Figura 37A). La nostra
hipotesi és que es tracta del transcrit complet (una banda de 373 pb) i d’una isoforma
sense 1’exd 2 (isoforma A2, de 200 pb aproximadament). Cal dir que en 3 mostres
utilitzades com a control aquestes dues bandes també s’observen, tot i que amb una
distribucio diferent. Per la intensitat de banda observada, i fent una quantificacio
aproximada, els controls les tenen distribuides en una relacié 80% (completa) - 20%
(isoforma A2). En canvi, la pacient presenta una relacié 50%-50%, és a dir, t&¢ menys

quantitat d’isoforma completa i més representacié de la isoforma A2 (Figura 37A).
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Revisant la literatura confirmem que, de forma fisiologica, el gen TNFRSF13B genera

la isoforma A2 per splicing alternatiu.[116,117]

Per confirmar els productes de les dues bandes seqienciem amplimers de
TNFRSF13B de la pacient i de les mostres controls. En les imatges de
I’electroferograma, es confirma la nostra hipotesi sobre la manca de 1’ex6 2 a la banda
de menor pes molecular. Al comengar a llegir la seqiiencia de 1’electroferograma
d’esquerra a dreta, s’observa un sol pic de fluorescéncia, és a dir, un sol nucleotid a
cada posicidé. A partir d’un cert moment, (entre I’exd 1 i ’exd 2) es percep una
seqliencia amb doble pic. En el cas de la mostra control, el pic més representat
correspon a la seqiiéncia de 1’ex6 2, i el pic menys representat correspon a la
seqliencia de I’exd 3, és a dir, és la isoforma A2. En el cas de la pacient, passa el
mateix; a I’inici de la seqliéncia es veu un sol pic de fluorescéncia corresponent a
I’ex6 1 1 a partir d’un cert moment (entre I’ex6 1 i I’exd 2) passem a veure una
seqliencia amb doble pic. No obstant, en aquest cas, el pic més representat (més alt)
correspon a la seqiiéncia de I’ex6 3 (isoforma A2), i el pic menys representat (el més
petit) correspon a 1’ex6 2 (isoforma completa). Aix0 és aixi ja que la pacient té un
al-lel wt (que generara la forma completa + isoforma A2) i un al-lel amb la variant

genética ¢.61+2T>A que només produira la isoforma A2 (Figura 37B).

Pel que fa a la variant genética trobada al gen IKBKG (NEMO) (c.G169A/p.E57K),
plantegem la hipotesi de que pugui tenir algun paper en la clinica de la pacient en el
cas de que hi hagi una inactivaci6 esbiaixada del cromsoma X. En una aproximacio
similar a la realitzada en les pacients amb variants a BTK, amplifiquem i seqlienciem
I’ex6 2 del gen IKBKG a partir de I’ADNc de la pacient i analitzem la contribucid
dels 2 al-lels. Observem que en la posicié de la variant hi ha un doble pic (concordant
amb el genotip de la pacient) perd amb representacid desigual: el pic corresponent a
I’al-lel amb la variant alternativa representa aproximadament el 75% de la senyal i el
pic wt el 25%. Aix0 indicaria que hi ha hagut un fenomen d’inactivacio del
cromosoma X eshiaixada. Es sequiencia també 1’ADN genomic com a control per a

comprovar que s’observen dos pics en igual proporcio6 (Figura 38).
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Aquest cas seria un exemple d’una possible contribucié digénica en IDCV
(TNFRSF13B + IKBKG), aprofundint en la idea que les variants heterozigotes a TACI

necessiten d’altres factors (genetics, epigenetics, etc.) per causar una clinica d’IDCV.

A.
G N N N
Ny «© «©° «©
S (S
|- —
e s = — een |
B.
Control sa Exo 2
Primer Forward Primer Reverse -
GAGGAGCGCI TTCCACAGBGC
Allel 1 Bo3 | B64 | Eeés — ST TG GTCACTCAGE
wn) — Ex61 p—————] Ex638 | Ex64 | Exé5 — o T e
—_
a2 T —
W Bo3 | B4 [ Bes —
IDCV148
TGGTCACTCAGC
Allel 1 B63 | B4 | Eés — GAGGAGCGC L i caGaGL
(wT) Ex63 |~ Exo4 | Exé5 — = -
Allel 2 Ex6 3 H Ex6 4 : Ex6 5 )—
MUT) — Ex61 p——————] Ex63 | Exé4 [ Ex65 —

Figura 37. Estudis moleculars del gen TNFRSF13B a la pacient IDCV148.
A. Gel d’electroforesi de I’amplificacio dels exons 1 al 3 del gen TNFRSF13B.
B. Representaci6 esquematica dels exons del gen TNFRSF13B i el resultat de la seqiienciacié Sanger.
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c.G169A / p.E57K

CTGCCTGGAGHEAGAATCAA

ADN genomic

CTGCCTGGAGAAGAATCAA

ADNc

Figura 38. Electroferograma de la seqiienciacio de ’ADN genomic i de ’ADN complementari de la
pacient IDCV148 on es mostra la variant c.G169A / p.E57K del gen IKBKG.R=A 0 G.
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6. MODIFICACIO DEL PLA TERAPEUTIC A PARTIR
DIAGNOSTIC GENETIC

DEL

De tots els pacients amb diagndstic genétic considerat com a causal se n’han detectat

8 (33%) subsidiaris a rebre un tractament especific i dirigit que permeti millorar el

pronostic del pacient, més enlla de I’administraci6 de gammaglobulines

inespecifiques. D’aquests, 5 pacients 1’han rebut, 3 d’ells amb resposta completa i

parcial en els altres dos (Taula 27, Figura 39).

Taula 27. Resum dels pacients que s’han pogut veure beneficiats d’un tractament dirigit.

. Gen A o Resultat a
Pacient afectat Tractament Resposta clinica a farmac TPH TPH
IDCV077 LRBA  Abatacept Resposta favorable No N/A
IDCV080 PIK3R1  Sirolimus Resposta parcial/toxicitat No N/A
o " . No
IDCV093  LRBA Abatacept  N/A (diagnostic genétic post-mortem) Si favorable
IDCV105 CTLA4  Abatacept Resposta favorable No N/A
IDCV106 PIK3R1 Seletalisib Resposta parcial i toxicitat Si Favorable
IDCV109 LRBA  Abatacept N/A (no administrat per clinica lleu) No N/A
IDCV116 PIK3R1  Sirolimus Resposta favorable No N/A
IDCVI28 DKCL  TPH N/A No (no realitzat
per clinica lleu)
Mutacié causal Subsidiaris a rebre tractament dirigit
= 66,67% No
82,35% No 33,33% Si
17,65% Si

N=136 N=24

Figura 39. Distribuci6 dels pacients de la cohort subsidiaris a rebre tractament dirigit.
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7. MODEL PREDICTOR DE FORMES MONOGENIQUES D’IDCV

Amb D’objectiu de determinar en quins pacients s’ha de prioritzar 1’estudi genétic per
motius d’eficiéncia assistencial Si €s necessari es realitza un estudi de factors
predictors de defectes monogenics en IDCV. L’avaluacié del potencial model es
realitza incloent tant totes les variants trobades (causals i d’associacié) com només les
variants causals (taula 28).

Taula 28. Resum de ’analisi bivariada de I’estudi amb totes les variants genetiques trobades, i de
I’estudi amb només les variants genetiques causals.

Variant genética (Si/No) Variants causals+modificadores Variants causals
Vs: P-Value Test P-Value Test

Genere 0,384 KQ 0,094 KQ
Edat (quantitativa) 0,007* MW 0,006* MW
Edat (2 categories) <0,001* KQ 0,006* KQ
Edat inici simptomes (quantitativa) 0,061 MW 0,004* MwW
Edat inici simptomes (2 categories) 0,323 KQ 0,026* KQ
Consanguinitat 0,569 EF 1 EF
Etnia 1 EF 0,429 EF
Antecedents familiars d’IEI 0.496 KQ 0,616 KQ
Infeccions respiratories recurrents 0.951 KQ 0,406 KQ
Limfoproliferacid 0.037* KQ 0,439 KQ
Autoimmunitat 0,818 KQ 0,895 KQ
Afectacid pulmonar 0,631 KQ 0,587 KQ
Afectacio gastrointestinal 0,724 KQ 0,446 KQ
Neoplasies 0,749 KQ 0,787 KQ
Infeccio 0,325 LR- KQ 0,064 LR-KQ
Score (categorica) 0,327 EF 0,589 EF
Nadir d’IgG 0,252 KQ 0,366 KQ
IgA] 0,784 KQ 0,200 KQ
IgM| 0,472 KQ 0,374 KQ
IgA| iIgM| 0,574 KQ 0,834 KQ
Limfocits B 0,645 KQ 0,104 KQ
Limfocits B de canvi d’isotip 0,903 KQ 0,360 KQ
Limfocits B de transicio 0,025* KQ 0,003* KQ
Cel-lules CD21low 0,317 KQ 0,690 KQ
Fenotip de cadenes lleugeres 0,351 LR- KQ 0,823 LR-KQ
Ratio de cadenes lleugeres 0,515 LR- KQ 0,300 LR-KQ
Suma de cadenes lleugeres 0,830 KQ 0,439 KQ

* estadisticament significatiu (p<0,05), EF: Exacte de Fisher, KQ: Khi-quadrat, MW: Mann-Whitney, LR-
KQ: Likelihood Ratio Khi-Square (Relacié de probabilitat Khi-quadrat)

161



RESULTATS

Seguidament, s’indiquen les taules de contingéncia (amb percentatges) o les taules

amb mitjanes +/- desviacio estandard per a les variables significatives corresponents a

I’estudi realitzat a partir de les variants causals:

7.1. Edat (quantitativa)

S’observen diferéncies estadisticament significatives segons 1’edat (p-valor=0,006).

Els pacients que tenen variants genétiques son més joves (27 anys de mediana) que

els que no es troba variant genética causal (42 anys de mediana) (Taula 29, Figura

40).

Taula 29. Mitjanes +/- desviaci6 estandard per a la variable edat (quantitativa) enfrontada a la

variable variant genetica.

Variant genética N  Mitjana Mediana DesvEst Min Max
No 113 4412 42,00 17,65 13,00 81,00
Si 23 32,48 27,00 17,82 11,00 70,00

Total 136 42,15 41,00 18,14 11,00 81,00
1009
80
60
40
204
1
0 T T
No Si

Mutacié causal trobada

Figura 40. Implicacié de I’edat en la probabilitat de trobar

una variant genética causal (p-value = 0,006).

De totes maneres, cal tenir present que I’edat dels pacients va ser recollida en el

moment de realitzacid de I’estudi, pel que, en tractar-se d’un estudi principalment

transversal, 1’edat quantitativa no té sentit incloure-la en el model predictiu.
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S’observen diferéncies estadisticament significatives entre els dos grups d’edat (p-

valor=0,006). La probabilitat de trobar una variant genética causal és més elevada en

els pacients pediatrics (grup d’11 a 17 anys) que en els pacients adults (grup de 18+)

(Taula 30, Figura 41).

Taula 30. Taula de contingéncia entre grup d’edat i variant genetica trobada.

Variant genética trobada?

Edat Total
No Si
N % N % N %
11-17 8 57,1% 6 42,9% 14 100%
18+ 105 86,1% 17 13,9% 122 100%

100+

80

60+

40

Percentatge

20

= 1117
— 18+

-

0- T
No

si

Mutacio causal trobada

Figura 41. Implicacié del grup d’edat en la probabilitat de
trobar una variant genética causal (p-value = 0,006).

Tot i que en aquest cas ens trobem en el mateix problema que en ’anterior variable,

realitzant grups d’edats és una possible sol-lucié per a diferenciar entre adults i

pediatrics habitualment atesos per professionals diferents. A més, tot i les diferéncies

estadisticament observades, cal destacar que la n del grup 11-17 és molt baixa.
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7.3. Edat inici de simptomes (quantitativa)

Per evitar el biaix de 1’edat dels pacients en el moment de 1’estudi, s’avalua 1’inici de
simptomes significativament associats al diagnostic d’IDCV. S’observen diferéncies
estadisticament significatives segons 1’edat d’inici de simptomes (p-valor=0,004). Els
pacients amb variants causals tenen un inici de simptomes més preco¢ (3 anys de
mediana) en comparacié amb els pacients sense variant genética causal (8 anys de
mediana) (Taula 31, Figura 42).

Taula 31. Mitjanes +/- desviaci6 estandard per a la variable edat d’inici de simptomes (quantitativa)
enfrontada a la variable variant genética

VRErD gETee N Mitjana Mediana DesvEst  Min Max
trobada?
No 112 15,81 8,00 15,95 0,25 68,00
Si 24 8,09 3,00 13,00 0,08 51,00
Total 136 14,50 6,00 15,72 0,08 68,00

801

60

40

Edatinici simptomes

20

 —|

0 T T
No Si

Mutacié causal trobada

Figura 42. Implicaci6 de ’edat d’inici de simptomes en la probabilitat
de trobar una variant genética causal (p-value = 0,004).

Cal tenir present, per0, que en tractar-se d’un estudi retrospectiu i al ser molts dels
pacients adults, aquesta dada pot estar eshiaixada i esta sotmesa a la valoracié clinica

dels metges responsables.
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7.4. Edat inici de simptomes (2 categories)

La probabilitat de trobar una variant genetica causal és més elevada en els pacients
amb inici de la malaltia en edat pediatrica que en els pacients amb inici de la malaltia

en edat adulta (p-valor=0,026) (Taula 32, Figura 43).

Taula 32. Taula de contingéncia entre grup d’edat d’inici de simptomes i variant genética trobada.

Sk finfie Variant genetica trobada?
- Total
simptomes No si
N % N % N %
0-17 72 77,4% 21 22,6% 93 100%
18+ 40 93,0% 3 7,0% 43 100%
100+
80
S
E 604
15
[}
o
& 407 = 0-17
18+
. l 1
0- T T
No Si

Mutacié causal trobada

Figura 43. Implicaci6 del grup d’edat d’inici de simptomes en la
probabilitat de trobar una variant genética causal (p-value = 0,026).

A més, els pacients amb un inici de la malaltia abans dels 5 anys tenen més
probabilitats de tenir una mutacié monogénica causal que els que debuten més enlla
d’aquesta edat pel que s’estableix aquesta edat com a punt de tall. Considerant aquest
punt de tall, el model tindria una sensibilitat del 70,8%, una especificitat del 61,6% i

una AUC de 0,67.
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7.5. Infeccio

Es detecten diferencies marginalment significatives entre els diferents subgrups
d’*Infecci6” (p-valor=0,064). La taula de contingéncia per la variable “Infeccid” es
pot veure a la taula 33 i a la figura 44. Atesa la seva importancia, es decideix

incloure aquesta variable marginalment significativa a I’analisi multivariada.

Taula 33. Taula de contingencia entre la variable “Infeccio” i variant genética trobada.

Variant genetica trobada?
Infeccio Total
No Si
N % N % N %
0 11 100% . . 11 100%
1 3 100% . . 3 100%
2 99  8L1% 23 18,9% 122 100%

0; sense infeccions, 1; només infeccions,2; infeccions i altres manifestacions cliniques.

100

80 —
[ mm 0
o i
E 60 = 1
3
8 3 2
o 401
o

204 |_|

0-

No Si
Mutacio causal trobada

Figura 44. Implicaci6 del fenotip clinic “Infeccié” en la probabilitat
de trobar una variant genética causal (p-value = 0,064).
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7.6. Limfocits B de transicio

S’observen diferéncies estadisticament significatives en funcid del valor dels limfocits
B de transici6 (p-valor=0,003). Un 94,4% dels pacients als que hem trobat una variant
genetica causal tenen els limfocits B de transicio elevats (B-Tr hi) (Taula 34, Figura

45).

Taula 34. Taula de contingencia entre la variable “limfocits B de transici¢” i variant genetica

trobada.
Variant genética trobada?
Limfocits B de transicié Total
No Si
N % N % N %

BTr hi 48 73,8% 17 26,2% 65 100%
BTr norm 36 97,3% 1 2,7% 37 100%

100-
o B B-Tr hi
2
< O B-Tr norm
S 501
o
[
o

0- T —
No Si

Mutacié causal trobada

Figura 45. Implicaci6 dels valors de limfocits B de transici6 en la
probabilitat de trobar una variant genetica causal (p-value = 0,003).
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7.7. Model de regressid logistica multivariant

A continuaci6 es presenten els resultats del model de regressio logistica multivariant
en el que s’han inclos totes les variables estadisticament significatives amb sentit
clinic, incloent la variable “infecci6” com s’ha comentat anteriorment. EI model
escollit com a millor predictiu de variants causals és el model amb interaccions i
“infeccio”, amb una sensibilitat del 83%, una especificitat del 82% i una AUC de 0,87
(Taula 35, Figura 46).

La variable amb més pes a I’hora de trobar una variant genética causal és “limfocits B

de transicio”, amb el valor estadistic més gran (7,7055) i una p-valor menor (0,0055).

S’observa una interaccié entre 1’edat d’inici de simptomes i els limfocits B de
transicié estadisticament significativa, indicant que 1’efecte de 1’edat d’inici de
simptomes és diferent segons el percentatge de limfocits B de transicid. Es a dir, en
pacients amb valors de limfocits B de transicié normals, no hi ha efecte de 1’edat
d’inici de simptomes. En canvi, en pacients amb valors de limfocits B de transicio
elevats, el risc de tenir una variant genética disminueix amb I’edat d’inici de
simptomes, és a dir, tenen més risc els pacients amb una edat d’inici de simptomes

més primerenca.

Taula 35. Model de regressio logistica multivariants amb interaccions i incorporant la variable
infeccid.

Variable \P/(vr?il-dSquare P-valor
Limfocits B de transicio 7,7055 0,0055 *
Edat inici simptomes * Limfocits B de transicio 5,3729 0,0205 *
Edat inici simptomes 2,5366 0,1112
Infeccid 2,1765 0,3368

* estadisticament significatiu (p<0,05)
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1.00 1

0.75

0.50

Sensitivity

0.25

0.00

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

1 - Specificity
Figura 46. Corba ROC pel model amb interaccions amb infeccio.
Valors de sensibilitat i d’especificitat de 0,83333 i 0,82143 respectivament. AUC = 0,8707.

En resum, els pacients amb més probabilitats de una variant genética causal d’IDCV
son els pacients pediatrics, amb un inici de manifestacions cliniques més precog, amb
un fenotip clinic no limitat a infeccions i amb percentatges de limfocits B de transicid

elevats.
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El present treball mostra que un percentatge important de pacients amb
diagnostic d’IDCV presenta defectes monogenics causals o facilitadors de presentar el
defecte immunitari. Els pacients amb diagnostic a edats precoces, amb un fenotip
clinic no limitat a les infeccions i amb limfocits B de transicid elevats presenten més
possibilitats de patir un defecte monogénic i seran els principals candidats a un estudi
genétic a través de NGS pel diagnostic de la malaltia. A més, el treball aporta
informacié sobre la validesa de la determinacié de les cadenes lleugeres lliures en

sérum en el procés diagnostic dels pacients amb IDCV.

Cal esmentar que la discussio del present treball d’investigacié presenta certes
limitacions especialment relacionades amb la heterogeneitat de la IDCV: els criteris
diagndstics emprats per diferents grups, els métodes emprats per a la classificacio dels
pacients, les técniques emprades per a I’analisi de les subpoblacions limfocitaries i la
poca informaci6 sobre estudis genétics en cohorts amplies de pacients amb IDCV. A
més, el fet que aportem dades cliniques, genétiques i funcionals que relacionem per
trobar una correlacié entre elles i, d’aquesta manera, poder predir en quins casos ¢és
optima la realitzacio de 1’estudi genétic complica la comparacio amb les altres cohort
publicades ja que algunes comprenen només I’estudi de manifestacions cliniques com
la de Gathmann et al. [35] i d’altres només contenen I’estudi genétic de la
cohort.[41,55,118]

172



DISCUSSIO

9.1. Caracteristiques de la cohort

La nostra cohort esta formada majoritariament per pacients adults i amb una
distribucié per génere gairebé paritaria, de forma similar a les dades publicades
(Gathmann et al. [35]). També la distribuci6 d’edat dels pacients és molt similar, amb
I’excepcié que a la nostra cohort no hi ha representacié del grup d’edat de 4 a 11
anys. Aixo és aixi ja que pacients amb un defecte T important s’han classificat com a
immunodeficiéncies combinades i no com a IDCV i perque hem estat molt estrictes a
I’hora de posar la etiqueta “IDCV” a pacients pediatrics amb

hipogammaglobulinémia.

L’étnia caucasica suposa la practica totalitat de la cohort i només s’observa
consanguinitat en 3 pacients (2,2%) — valors similars als de consanguinitat a I’Estat
Espanyol (1-4% de la poblacid) [119] -, fet que dificulta ’avaluacié de la relacié
d’aquesta variable amb la IDCV. Cal remarcar, perd, que rarament s’ha descrit el
paper de la consanguinitat en la IDCV classica i en moltes publicacions amb grans
cohorts manca aquesta dada. Aquestes caracteristiques sén importants ja que les
troballes observades en aquest treball poden no ser traslladables a d’altres entorns
amb diferéncies demografiques significatives on la consanguinitat és molt més

frequent.

Pel que fa a les manifestacions cliniques observades, el fenotip clinic més prevalent
son les infeccions respiratories bacterianes recurrents (91,2%), en consonancia amb el
que hi ha publicat a la literatura fins al moment de la redaccié d’aquesta tesi. No
obstant, al treball de Gathmann et al. només un 32% dels pacients de la seva cohort
presenten pneumonia i només un 23% presenten bronquiéctasis, mentre que en el
present treball, les bronquiéctasis estan recollides en el segon grup més frequent,
“afectacid pulmonar”. Igualment, ’afectacié gastrointestinal (76,5%) és molt més
freqiient al nostre estudi que en d’altres cohorts com la de Gathmann et al. on
I’enteropatia és present només en un 9% dels pacients estudiants. Les diferencies
observades entre el nostre treball i els treballs publicats a la literatura poden ser
degudes a: (1) diferent criteri diagnostic d’IDCV emprat, (2) estudi monocentric, (3)

diferéncies demografiques, (4) diferents criteris a ’hora de definir una afectacio
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organica i/o diferents protocols de cribratge d’aquestes manifestacions als pacients

asimptomatics [120]

Mitjangant 1’agrupacio de les manifestacions cliniques, observem que la major part
dels nostres pacients (89,7%) presenten infeccions i altres manifestacions cliniques
secundaries a fenomens d’immunodesregulacio. Resulta dificil comparar aquesta dada
amb el que hi ha publicat a la literatura degut a que normalment es classifiquen en
només dos grups: només infeccions i complicacions. No obstant, el grup més nombraés
és sempre el de “complicacions” en consonancia amb els nostres resultats.
[42,44,121-123]. Fixant-nos en [’score d’acumulacié de manifestacions cliniques, el
més freqlient és tenir almenys 3 manifestacions cliniques acumulades. El predomini
de poblacié adulta a la nostra cohort i el fet que el nostre hospital sigui un centre de
referéncia nacional d’IEI on ens fan arribar els pacients més complexes, poden

explicar aquests resultats.

9.2. Eines pel diagnostic d’IDCV

En quant als criteris diagnostics utilitzats en el nostre estudi, la classificacié de la
ICON-2015 ha estat escollida pels seglients motius: (1) el diagnostic és definitiu si es
compleixen tots els criteris diagnostics, (2) a diferéncia d’altres aproximacions, en
aquest cas no es defineix IDCV probable ni IDCV possible, (3) els valors sérics d’1gG
han de ser inferiors als valors de referéncia del laboratori clinic local o regional i no
inferiors a un punt de tall en concret, (4) es requereix, estrictament, que la IgA i/o la
IgM estiguin disminuides, (5) la resposta vacunal ha d’estar alterada, (6) el diagnostic
pot ser establert Gnicament sobre la base de criteris de laboratori, (7) el diagnostic no
esta influit per criteris de laboratori addicionals i (8) el diagndstic no depén de criteris
histologics.[35]

Aixi, tot i que ’estudi de les subpoblacions de limfocits B no és un criteri diagnostic
de la ICON-2015, altres treballs si que el tenen com un dels criteris pel diagnostic
d’IDCV pel que es va recollir de manera sistematica en el nostre estudi. [37,38] A la
nostra cohort, trobem que només un 42,4% dels pacients amb IDCV presenten uns

limfocits B de canvi d’isotip disminuits (+/<2%; ‘smB-‘) seguint la classificacio
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EUROclass.[50] De la mateixa manera, en el treball publicat per Bright et al., en el
qual s’utilitza la mateixa classificaci6 EUROclass, s’evidencia que un 47% dels
pacients amb IDCV presenten limfocits B de canvi d’isotip disminuits.[124] Ambdés
resultats queden una mica per sota de les dades publicades per Wehr et al.
(EUROclass trial) on es descriu que un 58% dels pacients amb IDCV so6n smB-. Cal
destacar que en totes tres cohorts els valors son baixos per ser un criteri diagnostic
d’IDCV, suggerint que és un criteri molt poc sensible. Fins i tot, dins la cohort de
pacients amb defectes monogenics causals, 9 d’ells (64,3%) presenten uns resultats de
smB normals indicant la necessitat de poder disposar d’una millor eina pel diagnostic

de la IDCV. [50]

Per contra, els resultats obtinguts per la resta de subpoblacions estudiades difereixen
drasticament de Darticle de Wehr et al. on es mostra un 19% de B-Tr" i un 81% de B-
Trom pel que fa als limfocits B de transicié i un 43 % de CD21'°" i un 57% dels
CD21m™ pel que fa als limfocits B CD21'°%, Aquest fet pot ser degut a que no tots els
nostres pacients han estat subsidiaris a I’estudi de subpoblacions limfocitaries
avancades i els resultats poden veure’s esbiaixats. A més, cal tenir en compte que la
utilitzacié d’estratégies de gating diferents per diferenciar els limfocits B de transici6
i els limfocits CD21'%, i la preséncia de pacients amb APDS a la nostra cohort (els
quals es caracteritzen per presentar uns valors de limfocits B de transici6 elevats)
podria explicar les diferéncies observades amb els resultats de Wehr et al.. Poder
disposar d’un grup control de donants sans ens hagués permes comparar els nostres
resultats i saber els nivells de significanca de les diferéncies observades.[125] Tot i la
baixa sensibilitat de la determinacio dels smB, la determinaci6 de les subpoblacions
de limfocits B és 1til en ’estudi del pacient amb una possible IDCV ja que pot ajudar-
nos a decidir si incloure al pacient al panell genétic o no, ja que com hem vist els
pacients amb limfocits B de transicié elevats tenen major probabilitat de tenir una

mutacié monogenica causal.

Una altra de les eines diagnostiques ampliament emprada és la resposta vacunal,
inclosa com a criteri diagnostic en la ICON-2015. Tot i que totes les guies pel
diagnostic d’IDCV recomana la seva realitzacid ja que té una alta sensibilitat per a

detectar pacients amb IDCV, hi ha una serie de consideracions que cal tenir en
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compte: en la practica assistencial del nostre laboratori i de la majoria de centres a
Europa la resposta vacunal enfront al pneumococ es realitza de forma global i no
mitjancant els diferents serotips, manquen uns valors de referéncia per grups d’edat,
es requereix de temps per a estudiar-la (entre 3-6 setmanes), s’han de realitzar dues
extraccions sanguinies i pacients amb hipogammaglobulinemia greu (IgG<100

mg/dL) no poden ser avaluats.

Les limitacions evidents d’aquests dos criteris, fa que en aquest treball proposem la
determinacio6 de les cadenes lleugeres Iliures en serum com un nou biomarcador pel
diagnostic d’IDCV. L’any 2021, Unsworth et al. van posar de manifest per primera
vegada que els valors de les cadenes lleugeres lliures x i/o A eren extremadament
baixos o indetectables en una petita cohort de pacients amb deficiéncies primaries
d’anticossos, la majoria d’ells amb IDCV, suggerint que un x/A determinat podria ser
un indicador de disfuncid de les cel-lules B.[126] De la mateixa manera, Scarppa et
al. estudien 345 pacients adults amb IDCV i 138 pacients control, i no només
demostren que els pacients amb IDCV presenten valors més baixos de les cadenes « i
A comparant-ho amb els controls, sin6é que els classifiquen en 4 grups en funcio del
seu fenotip: kA" (25%), K"\ (3%), kA" (51%), KA (22%) essent el grup k*A*" el més
predominant en el grup control. D’aquesta manera, relaciona els valors de sFLC amb
un epifenomen de 1’alteracio de la diferenciacié dels limfocits B, cosa que comporta
als pacients a un major risc d’infeccions bacterianes i a un defecte pulmonar cronic.
En la mateixa linia, Guevara-Hoyer et al. estudien les sFLC de 100 pacients amb IEI i
de 49 amb immunodeficiéncies secundaries i proposen un punt de tall de la suma k+A

de 16,7 mg/L amb aplicacié diagnostica per als pacients amb IDCV.[51]

El nostre estudi valida els treballs esmentats anteriorment trobant un 83,5% dels
pacients de la cohort amb un dels dos 0 ambdds subtipus disminuits, en comparacié
amb els valors de referéncia establerts, cosa que indica que la determinacié de sFLC
és un bon predictor d’IDCV. A més, també detectem un 89,7% de pacients amb la
suma k+A disminuida per sota de 16,7 mg/L validant d’aquesta manera el cut-off
proposat per Guevara-Hoyer et al. [51] No observem diferéncies significatives entre

pacients adults i pacients pediatrics pel que sembla raonable afirmar que pot ser un
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bon biomarcador independentment de 1’edat dels pacients. Tot i aixo, cal tenir present

el nimero limitat de pacients pediatrics inclosos a la nostra cohort.

Un pas més seria determinar si, atesa la complexitat i el retard en el diagnostic que pot
suposar la determinacié de la resposta vacunal, la determinacié de les cadenes
lleugeres pot substituir-la com a criteri diagnostic d’IDCV. D’aquesta manera,
evitariem el procés de vacunacid, la realitzaci6 de dues analitiques (pre- i post-
vacunacio) i evitariem també el problema que presenta la vacunacid en pacients amb
hipogammaglobulinémia greu. Per aquest motiu hem analitzat la correlacid entre la
resposta vacunal i les cadenes lleugeres lliures en serum, que ha resultat en una
correlacid positiva pero no significativa a nivell estadistic. No obstant, hem vist que
afegir la determinacio de les sFLC dins dels criteris diagnostics de la IDCV és molt
util per a pacients amb resposta vacunal normal i alta sospita d’IDCV 0 pels pacients
en els que la determinaci6 de la resposta vacunal no es pot determinar pel seu grau
d’hipogammaglobulinémia ja que ens permetria detectar molts pacients que han

quedat fora del paraiguies de la IDCV.

9.3. Model predictiu per I’estudi genétic

Un cop establert de manera correcta un diagnostic d’IDCV, els pacients han de ser
estudiats geneticament per establir un diagnostic genetic que permetra escollir el
tractament més adequat i oferir consell genétic. Per aix0, en aquest treball proposem
un model per predir quins pacients han de ser prioritzats per 1’estudi genétic si no es
pot dur a terme de forma generalitzada. Tot i que els costos de la NGS han baixat
substancialment en els Gltims anys, el preu segueix sent una barrera per a la seva
utilitzacio i l'analisi de dades és fa dificil de gestionar per a alguns centres degut a
’alt volum de dades generades. Tampoc s’ha d’oblidar que la NGS no esta disponible
a arreu del mén. [12,127,128]

En I'estudi del nostre model de prioritzacié, les variables que han resultat ser
significatives son I’edat d’inici de simptomes i els limfocits B de transicio elevats. Pel
que fa a I’edat d’inici de simptomes, trobem que els pacients que han tingut ’inici de

simptomes en edat pediatrica tenen més probabilitats de tenir una variant genética

177



DISCUSSIO

causal, fet que remarca la necessitat de fer una bona historia clinica quan s’atén per
primera vegada un pacient adult amb IDCV. Aquestes dades van en la linia dels
resultats obtinguts per Mafucci et al. on troben que 1’edat d’inici de simptomes dels
pacients amb variants causals és de 14 anys (mediana) i de 16 anys (mitjana). [128]
La resta de cohorts publicades no aporten informacié sobre 1’edat dels pacients
estudiats i el seu paper en la prediccié de patir un defecte monogénic. Respecte a
I’alteracié dels percentatges de limfocits B de transicié com a variable associada a un
defecte monogeénic, cal tenir en compte que aquest resultat es pot veure esbiaixat ja
gue a la nostra cohort tenim 3 pacients amb diagnostic d’APDS, on una de les
caracteristiques immunoldgiques principals és la preséncia de limfocits B de transicid
augmentats. Des del punt de vista de parametres immunoldgics, crida ’atencio que
cap de les variables relacionades amb les cadenes lleugeres lliures en serum hagi
resultat significativa en el model generat. No obstant, creiem que és degut a una molt
bona caracteritzacié de la cohort de pacients amb IDCV, on practicament la totalitat
de pacients presenten les cadenes lleugeres disminuides i per tant, no es poden
observar diferéncies significatives si (practicament) tota la cohort té aquesta variable

com a denominador comd.

Tot i que la variable “infeccio” només presenta una relacio marginalment significativa
I’hem afegida a la modelitzacio ja que un model amb edat d’inici de simptomes,
fenotip clinic i una troballa de laboratori (limfocits B de transicid) té sentit des d’un
punt de vista clinic. A més, afegint la variable “infecci¢” s’aconsegueix augmentar
lleugerament el valor d’AUC del model de prediccié de formes monogeniques. De
nou, aquesta aproximacié basada en parametres clinics Gtils pels professionals que

atenen als pacients amb IDCV no s’ha utilitzat en publicacions prévies.

L'avaluacio6 del valor d'AUC no és una tasca senzilla. Tot i que estadisticament valors
per sobre 0,7 es consideren significatius, a nivell practic el llindar pot variar. Per tal
de determinar aquest Ilindar recentment Guevara-Hoyer et al. han desenvolupat una
classificacio “VISUAL” tot i que en aquest cas, amb 1’objectiu de predir la gravetat
utilitzant les dades individuals de pacients amb IDCV i no la probabilitat de trobar

una variant genética causal, com és el nostre cas. En el cas del treball de Guevara-
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Hoyer et al., s'inclouen els limfocits smB, el valor d’IgA, les respostes d'anticossos
especifics, els limfocits T CD4" i I'augment d'IgM, obtenint una AUC de 0,72.[129]

9.4. Aproximacions en el diagnostic genetic

L’estudi genétic aporta molts avantatges i de fet, molts experts apunten que
actualment és I’estandard d’atenci6 dels pacients amb IEI. Alguns dels avantatges
especifics del diagndstic genétic en pacients amb IDCV soén: (1) I’establiment del
diagnostic, (2) I’oferiment d’un tractament especific ja sigui farmacologic, TPH en els
casos més greus, o fins i tot mitjancant tractaments basats en la terapia o edicié
géeniques, (3) el coneixement del pronostic del pacient, (4) la possibilitat de la
realitzacio d’estudis familiars i (5) I’aportacid6 de noves dades per a la recerca
d’entitats de nova descripcid. [127] Aquest enfocament té un valor afegit en subjectes

amb fenotips més greus. [128]

Un altre argument potent per a la seqllenciacid dels pacients amb IDCV a travées de
NGS és que la contribuci6 digenica, oligenica i fins i tot poligénica de la IDCV, pot
ser molt més facilment detectada mitjancant NGS. [127] A meés, els resultats dels
estudis genétics poden conduir a la reassignacié del pacient a la categoria de defecte
immunitari correcta o fins i tot contribuir a que descobreixin noves causes

monogeniques addicionals en els casos d’estudis de WES o WGS. [130]

Per tot aix0, és important que, un cop seleccionats els pacients candidats a la
realitzacié de I’estudi genétic, definim quina és la millor aproximacio a dur a terme.
La utilitzacié d’un panell genétic d’IEI per a pacients amb diagnostic d’IDCV sembla
ser la millor opcié tal i com demostra Orange et al. ja que és ’aproximaci6 d’estudi
genétic amb més rendiment per a aquest tipus de patologia. [131] No obstant, cal que
el panell estigui actualitzat, fet forca dificil tenint en compte la constant descripcié de
nous gens causants d’IEL [3] Tot i els clars beneficis de I’aplicacié d’estudis genétics
mitjangant aquests panells en pacients amb IDCV, sén molts els pacients que
segueixen sense poder obtenir un diagnostic monogeénic. Aixo és aixi per la possible

interaccio de varis gens, la implicacio de factor ambientals o fins i tot causes
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epigenetiques. [130] Pero sobretot, el principal inconvenient de 1’aplicacio de panells
genétics és que molts d'ells no contenen tots els gens associats a IEI ja que no estaven
descrits en el moment de disseny del panell. [12] A més, cal tenir en compte que els
panells proporcionats comercialment no sén facilment personalitzables i queden
obsolets amb facilitat. [12] En el nostre cas, el rendiment del nostre panell d’IEI és
d’un 14,17%. Aquesta taxa diagnostica augmenta fins a 17,6% si afegim array-CGH,
WES i WGS a casos seleccionats. Amb els estudis realitzats en aquest treball, trobem
un resultat positiu en 1/2 array-CGH, 1/8 WES i 1/1 WGS.

Idealment, I’aproximacié diagnostica en pacients amb un resultat del panell negatiu o
no concloent hauria d’incloure la realitzacio de WES i/o de WGS. De fet, els panells
genétics comercials, tot i que s6n més limitats, proporcionen una cobertura i una
profunditat de sequienciaci6 més gran que el WES. [128] EI WES permet la
identificacié molecular de defectes en gens que no estan presents a la IUIS aixi com la
identificacié d’etiologies moleculars insospitades i recentment s’esta convertint en la
técnica estandard per al diagnostic de malalties genétiques substituint 1’aplicacio de
panells més restringits aportant un enfocament imparcial que cobreix totes les regions
codificants del genoma. [12] No obstant, en el nostre treball, limitacions de temps i
finangament ho han impedit i s’ha limitat la seva realitzacid als aquells pacients amb

un fenotip clinic greu.

Una altra aproximacio interessant en el grup de pacients amb estudi genétic negatiu
seria estudiar altres models d’heréncia basats en 1’acumulacié de diverses variants
funcionals en gens relacionats amb el desenvolupament i funcié de la cél-lula B.
Aquesta aproximacio requereix un nombre elevat de pacients amb IDCV amb resultat
genetic negatiu i també una grup control d’individus sans seqiienciats amb la mateixa
técnica. En aquesta tesi no s’ha abordat aquest tipus d’estudi perd el considerem de

gran interés i esperem poder-lo fer en el futur.

Finalment, es important remarcar que en el recent treball de Rodriguez-Ubreva et al.
on estudien a nivell d’epigenética i transcriptomica a dues parelles de bessons
monozigotics discordants per a la IDCV identifiquen defectes en la metilacié de

I’ADN, en D’accessibilitat de la cromatina, i defectes transcripcionals als limfocits B

180



DISCUSSIO

de memoria evidenciant defectes en la comunicacié entre cél-lules durant 1’activacid
cel-lular. Aquests defectes han estat validats posteriorment en una cohort de pacients
amb IDCV i amb una de donants sans i proporcionen un mapa multiomic complet
d’alteracions en els limfocits B de memoria en pacients amb IDCV posant de manifest

la necessitat d’estudis 0mics en aquells pacients amb resultat genétic negatiu.[68]

Sigui quina sigui I’aproximacioé de NGS que s’empri, sempre hi ha el risc d'identificar
variants de significat incert (VUS) la patogenicitat de les quals s’ha de resoldre
mitjancant estudis funcionals tot i que no sempre sén facils de reproduir ni
d’interpretar.[127] Es per aix0 que el centre que porti a terme els estudis genétics en
pacients amb IDCV ha d’estar preparat i ha de disposar d’un laboratori de recerca
amb capacitat de realitzar proves avancades per ser capagos d’interpretar totes les
mutacions trobades que no estiguin descrites a la literatura a nivell funcional i/o
molecular. El nombre de VUS obtingudes en els panells genetics, en WES i
especialment en WGS també és un aspecte desafiant inherent als enfocaments de
NGS. S'han de dur a terme esforgos per resoldre la classificacié de la variant com a
patogenica o benigna sense oblidar que la interpretacié de les VUS en un entorn clinic

és un tema de debat continu. [12]

9.5. Defectes monogenics identificats

El present treball detecta un 17,6% de casos amb defectes monogénics que
considerem com a causals en una cohort de pacients diagnosticats amb IDCV, un
resultat similar a les altres series descrites a la literatura. [55,118] Els principals gens
causants d’IDCV descrits en aquest treball, i que coincideixen amb les principals
cohorts d’IDCV de la literatura, son: LRBA (12,5%), PIK3R1 (12,5%), NFKB1
(16,7%) i CTLA4 (4,2%) (Taula 36).

181



DISCUSSIO

Taula 36. Comparativa de gens causals d’IDCYV descrits a la literatura.

Present Bogaert et al. De Valles-1bafiez et al. Rojas-Restrepo et al.
treball [54] [55] [132]
n=136 n=n.d. n=36 n=291

N variants causals 24 n.d. 7 72

Zona geografica Catalunya  Revisio literatura Catalunya Alemanya

LRBA (%) 12,5 26,7 14,3 2,8

PIK3R1 (%) 12,5 438 28,6 0

NFKB1 (%) 16,7 1,6 14,3 22,2

CTLA4 (%) 42 6,4 14,3 20,8

Altres gens (%) 54,1 60,5 28,5 54,2

n.d.= no disponible

La identificacié de variants causals als gens LRBA i/o CTLA4 pot determinar el
pronostic del pacient ja que en aquest cas hi ha la possibilitat d’administrar un
tractament dirigit, I’abatacept. L’any 2015, Lo et al. publicaven a la revista Science
un treball on demostraven per primera vegada que pacients amb deficiencia a LRBA
mostraven una millora del seu estat clinic general, de les tomografies computarizades
i de la funci6 pulmonar després de ser tractats amb abatacept. [24] Recentment,
Kiykim et al. han demostrat els beneficis a llarg termini de I'abatacept com a terapia
dirigida per a la deficiéncia de LRBA. [132] En el present treball, s’ha administrat
abatacept en dos casos observant-se una resposta favorable. Per altra banda, els
treballs publicats a la literatura mostren que el TPH és una bona opci6 a tenir en
compte de tractament per als pacients amb deficiéncia d’LRBA o de CTLA4. No
obstant, el conjunt de dades publicades i les cohorts estudiades s6n massa
heterogenies i no suficientment grans com per obtenir cap recomanacié sobre la
millor pauta d’acondicionament 0 el nivell necessari de quimerisme del donant. [133—
135]

Pel que fa a les variants al gen NFKB1, cal tenir en compte que la relacio causal entre
aquestes i la IDCV no esta del tot clara ja que fins fa poc no s’havia demostrat ni
funcionalment ni genéticament. En general, hi ha proves suggestives, perd no
concloents, de que les variants deletéries a NFKB1 poden causar IDCV. Al 2021, Li et
al. comprovaven la validesa d'aquesta hipotesi desenvolupant un assaig funcional nou,
robust i precis per classificar les variants a NFKB1 segons la capacitat d'activar la
transcripci6. Utilitzaven aquest assaig per avaluar I'impacte bioquimic de 365 variants

no sinonimes a NFKB1. Van trobar 59 de les 90 variants en pacients amb IDCV o
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condicions relacionades de pérdua de funcié o hipomorfiques i van demostrar que els
pacients amb IDCV poden mostrar un enriquiment en variants a NFKB1 demostrades
experimentalment que sén deletéries. [110] En el nostre cas, les variants a NFKB1 de
la cohort sén totes deletéries, confirmant aixi 1’aproximaci6é proposada per Li et al.

[110]

Els pacients amb variants a PIK3R1 (i a PIK3CD) s6n candidats per a rebre
tractament dirigit com pot ser el sirolimus o els inhibidors especifics de PIK35. L’any
2017, Saettini et al. van demostrar I’efectivitat del sirolimus per a pacients amb APDS
mitjangant la inhibicio de ’activitat de la fosfatidilinositol-3-kinasa. [136] Igualment,
els assajos clinics per avaluar ’eficacia de leniolisib (un potent i inhibidor selectiu de
PI3K3) pel tractament d’APDS han mostrat uns resultats molt prometedors. [137,138]
A més, recentment, s’han dut a terme esforgos internacionals en els que ha col-laborat
el nostre grup per estudiar I’efecte d’aquests farmacs en APDS aixi com I’impacte del
trasplantament de cél-lules hematopoétiques al-logéniques per a I’APDS. [23,70,139]
Aixi, Dimitrova et al. estudia una cohort de 57 pacients amb APDS sotmesos a TPH i
conclouen que cal fer un seguiment a llarg termini de més pacients després del TPH
per dilucidar la cinética de la reconstitucié immunitaria i el quimerisme del donant,
establir enfocaments que redueixin la inestabilitat de I'empelt i avaluar la totalitat de
la reversid del fenotip al llarg del temps. [139] En el present treball, s’ha administrat
sirolimus a dos casos, observant una resposta favorable i una resposta parcial amb
toxicitat. A la nostra cohort, s’ha tractat un pacient amb seletalisib en el context d’un
assaig clinic presentant una resposta parcial amb toxicitat hepatica associada al
farmac. [70]

Si ens centrem en defectes monogeénics detectats menys freqlientment a la nostra
cohort, en el cas concret de la deficiéncia de RNU4ATAC, cal tenir present una
particularitat important: RNU4ATAC no és un gen convencional, entenent com a gen
“convencional” aquell que codifica per una proteina i té una estructura basada en
exons i introns. RNU4ATAC codifica per un ARN nuclear petit (snRNA, de I’angles
small nuclear RNA) i no esta inclos la captura dels gens que es realitza en un WES.
Aixo explica perqué el panell genétic i I’exoma que es van realitzar en el pacient que

presentem van resultar negatius. En aquest cas, la seqlienciacié del genoma complet
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va permetre identificar les dues variants patogéniques a RNU4ATAC, fet que il-lustra
una dels avantatges del WGS respecte el WES com és la deteccid de variants en

regions no codificants.

Finalment, variants genetiques en hemizigosi al gen DKC1 estan associades a
disceratosi congenita lligada al cromosoma X. La disqueratosi congénita pot
presentar-se inicialment com una immunodeficiéncia humoral i entre les mdltiples
manifestacions es descriu un fenotip immunoldogic similar a una IDCV.[91]
Practicament totes les variants descrites en pacients amb disqueratosi congenita per
deficiencia de DKC1 son del tipus missense (de canvi d’aminoacid). De fet, el gen
DKC1 és extremadament intolerant a les variants de pérdua de funcid (té un pLI = 1,
segons dades de gnomAD. [140] Curiosament, a 1’anic article on es descriu un pacient
amb una variant genética a DKC1 i fenotip IDCV sense altres manifestacions
tipicament associades a disqueratosi congenita, la variant que descriuen és una delecié
d’un aminoacid de la regié C-terminal de la proteina. [91] i la variant identificada en
el nostre pacient és una delecié de dos nucledtids que provoca un canvi de marc de
lectura situat també a la regié C-terminal, molt proper al final de la proteina i a la
variant reportada en aquest treball. La nostra hipotesi és que variants de pérdua de
funcié com la nostra podrien ser viables només si estan situades a I’extrem C-
terminal, de forma que es podria generar una proteina que preservaria part de la
funcié donant un fenotip més lleu (IDCV) que la disqueratosi congénita classica

associada a DKC1.

9.6. Variants genetiques no descrites avaluades funcionalment

Com hem comentat anteriorment, sigui quina sigui la aproximacié de NGS que
s’empri, sempre hi ha la possibilitat d'identificar variants no descrites anteriorment o
catalogades com a VUS, la patogenicitat de les quals pot requerir d’estudis
addicionals (moleculars i/o funcionals) tot i que no sempre son facils de realitzar ni
d’interpretar com es mostra a I’apartat resultats per diferents variants potencialment
causants de IDCV. [127,141]

184



DISCUSSIO

En aquest sentit, per exemple, variants genétiques patogéniques al gen IKZF1 han
estat descrites a la literatura amb una heréncia autosomica dominant (AD) i amb un
fenotip compatible amb I’IDCV.[95,142,143] Al nostre estudi hem demostrat que la
variant genetica descrita en la familia IDCV100 (c.851-2A>C) causa un defecte
d’splicing que provoca la degradacié completa de 1’al-lel mutat (haploinsuficiéncia).
En P’estudi familiar, s’observa que la mare i el germa de la pacient index sén
portadors de la mateixa variant genética -pero al-lels wt diferents ja que la pacient
index i el seu germa tenen pares diferents- i son clinicament asimptomatics, fet que en
complica la interpretaci6. Una possible hipotesi per aquestes troballes seria que la
mare i el germa, tot i ser portadors de la mateixa variant, tinguin uns valors
d’expressié d’IKZF1 (procedent de 1’al-lel wt) més elevats que la pacient index. Per
aixd vam realitzar experiments d’expressié genica per qPCR. Els resultats incials
mostraven una aparent sobreexpressid genica d’IKZF1 en tots els membres - pero
especialment en la pacient index - de la familia IDCV100. Cal fer, pero dues

consideracions importants:

1-S’ha realitzat una metodologia de qPCR que ens indica I’expressio relativa, i no

absoluta, dels gens analitzats.

2-Els nostres resultats d’expressio de IKZF1 en diferents subpoblacions limfocitaries
en individus controls indiquen que els limfocits T expressen 3 vegades més de IKZF1
que els limfocits B o els granulocits, resultats similars amb els que es troben al The
Human Protein Atlas (disponible a: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000185811-
IKZF1/single+cell+type).

Per tant, I’expressidé relativa augmentada d’IKZF1 dels portadors de la variant
genética de IKZF1 a la familia IDCV100 es deu al seu major percentatge de cél-lules
T en sang. Aquest fet és especialment evident en la pacient index que presenta una
important disminucié del nombre de limfocits B i invalida la metodologia utilitzada

per validar la nostra hipotesi.

Tenint en compte els resultats obtinguts sobre la diferent expressié de 1ZKF1 en les
diferents subpoblacions leucocitaries, el seglient pas que realitzarem és la qPCR per

quantificar IKZF1 en cél-lules B purificades. D’aquesta forma, i corregint per la
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diferent quantitat de cél-lules B dels portadors de la variant, podrem veure si realment
la contribucid de I’al-lel wt podria explicar la diferent penetrancia de la variant en

aquesta familia.

En el cas de les variants genetiques trobades al gen BTK, la p.Y418H (pacient
IDCV022) ja ha estat préviament descrita a la literatura [98,99] on els pacients
expressen parcialment la proteina BTK i classifiquen aquesta variant com a variant
hipomorfica i amb penetrancia incompleta. Es per aquest motiu que la pacient, tot i
presentar una inactivacié del cromosoma X completament esbiaixada a favor de
I’al-lel wt, presenta un fenotip compatible amb IDCV i no un fenotip classic de
I’agammaglobulinémia lligada al cromosoma X (ALX), amb uns valors disminuits de

limfocits B perod no suficients pel diagnostic d’ALX. [100]

En canvi, la variant p.M596T (pacient IDCV038) no ha estat descrita préviament a la
literatura, 1 després de 1’estudi de la inactivacié del cromosoma X demostrem que la
pacient expressa en la mateixa mesura els dos al-lels (el mutat i el wild type) i, per
tant, I’excloem de la cohort de pacients amb variants monogéniques causants d’IDCV.
Cal remarcar que aix0 no exclou la possibilitat que la variant p.M596T sigui
patogenica. De fet, és una variant de freqiiéncia poblacional nul-la, amb un canvi
d’aminoacid en una posicid evolutivament molt conservada i amb prediccié de
patogenicitat per la majoria de predictors computacionals. A més, es troba en una
regié amb diverses variants patogéniques descrites, també de canvi d’aminoacid. La
variant no es troba descrita a la literatura i no hi ha cap estudi funcional reportat. Els
dos fills de la pacient no presenten la variant i, per tant, no podem saber el seu efecte
en hemizigosi. Per tot aix0, hem classificat la variant p.M596T com a variant de
significat incert, tot i que no es pot descartar que en el futur es demostri la seva
patogenicitat. Igualment, en el cas que la variant fos patogenica, la pacient la presenta
en heterozigosi i hem descartat una inactivacid esbiaixada del cromosoma X. Per tant,
tampoc la considerariem causant, per si sola, de la clinica de IDCV de la pacient. En
resum, davant d’una variant genetica al gen BTK en una dona (0 en qualsevol altre
gen d’heréncia lligada al cromosoma X) no es pot descartar 1’abséncia de

patogenicitat i cal estudiar la inactivacid del cromosoma X.
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Pel que fa a les variants al gen IKBKG, més concretament a la variant p.E57K,
diversos articles han reportat I’efecte funcional d’aquesta variant i confirmen la
condicié de variant hipomorfica. Les variants hipomorfiques a IKBKG en homes
s'associen normalment a la displasia ectodérmica anhidrdtica amb immunodeficiéncia
(EDA-ID) tot i que s’han reportat algunes variants genetiques que causen
immunodeficiencia sense EDA (NEMO-ID) aixi com casos de portadors
asimptomatics, per la qual cosa la penetrancia és incompleta.[114,115] Per tots
aquests motius, davant d’una variant possiblement patogenica a IKBKG cal aprofundir
amb la realitzacié de proves funcionals i/o moleculars exhaustives que determinin la
patogenicitat de la variant trobada i ens ajudin a interpretar-la. En aquesta linia,
Glynis Frans et al. estudien I’impacte patogénic de la variant genetica p.E5S7K
mitjancant estudis in vitro, observant una degradacio d’TkBo normal i una disminucié
de la produccio d’IL-6 després de I’estimulacié amb IL13, Pam3CSK4 o FSL-1.

Degut a la falta de més casos publicats i per ajudar a concretar la implicacié d’aquesta
variant a nivell funcional, paral-lelament a la realitzaciéo d’aquesta tesi doctoral hem
estudiat 4 pacients portadors de la variant p.E57K amb diversos fenotips clinics. Hem
realitzat un Western Blot per estudiar les proteines de la via de senyalitzacié NF-«B i
hem quantificat la produccié de citocines en el sobrenedant de cultius cel-lulars. Els
nostres resultats mostren una alta variabilitat interindividual en els fenotips
immunologics i clinics dels quatre subjectes estudiats, de la mateixa manera que els
altres dos casos publicats a la literatura amb la mateixa mutacié. [113,115] No
s’observa cap anormalitat clara de la via NF-kB quan s’avalua mitjangcant WB, pero
s’evidencia una alteracid variable en la produccié de citocines. Aquests resultats
reforcen el concepte que la variant p.E57K a IKBKG és una variant hipomorfica amb
penetrancia incompleta i expressivitat variable, pero el seu paper real en el fenotip

clinic dels nostres pacients queda per dilucidar.

A més, en el cas de la pacient IDCV148, que també presenta la variant p.E57K, el
primer estudi a realitzar és la inactivacid del cromosoma X per veure quina
representacio té 1’al-lel mutat. Els resultats obtinguts evidencien una expressio del
75% del nucledtid mutat i 25% del nucledtid wild type, suggerint un fenomen

d’inactivacio del cromosoma X parcialment eshiaixada. Aquest cas no va ser
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incorporat a I’estudi funcional de la variant p.E57K esmentat anteriorment ja que el
seu diagnostic genétic va ser posterior en el temps i actualment resta pendent

d’avaluar funcionalment.

A la mateixa pacient IDCV148 es troba una variant en heterozigosi al gen
TNFRSF13B (TACI). Globalment, mentre que les variants genétiques
monoal-léliques a TNFRSF13B es consideren factors de risc a IDCV perd no
suficients per causar malaltia per si soles, es causals amb penetrancia alta (perd no
completa) les variants bial-1eliques (homozigotes o heterozigotes compostes). La
hipotesi més acceptada és que els casos de pacients IDCV amb variants genétiques
heterozigotes a TNFRSF13B van acompanyats d’altres factors ja siguin genétics,
epigenetics, ambientals o d’altres encara pendents d’identificar.[144,145] En el nostre
cas, hem detectat un 13,2% de pacients de la cohort amb variants genetiques a TACI,
on només un 4,35% han estat variants causants (bial-1eéliques). Aquest resultat és
semblant al que obté Gathmann et al. en la seva cohort de pacients amb IDCV, on
troba un 2% de pacients amb variants genétiques a TACI. [41] Per tot ’exposat, les
variants genétiques al gen TNFRSF13B han d’interpretar-se amb cautela,

especialment quan les trobem en heterozigosi.

La pacient IDCV 148 presenta una variant genética que afecta al lloc donador
d’splicing de P’intr6 1 (c.61+2T>A). Al gel d’electroforesi de validacio
d’amplificaci6 de I’ADNc de la pacient IDCV148, s’observen dues bandes
corresponents al transcrit complet (373 pdb) i a una isoforma incompleta d’uns 200
pdb aproximadament a la que li manca I’ex6 2 (isoforma A2). La preséncia d’aquesta
isoforma A2 ja ha estat descrita préviament en treballs publicats a la literatura, on
descriuen que el gen TNFRSF13B huma té un exé 5' addicional, que mitjancant
I’splicing alternatiu de I'ARNmM permet saltar I'exé 2, conduint a la produccid de 2
isoformes TACI (wt i A2) que no es troben en ratolins. Per tant, en el cas de la pacient
IDCV148, la variant ¢.61+2T>A provoca un defecte en el procés d’splicing que dona
lloc a una isoforma (A2) que, alhora, és una isoforma que es produeix de forma
fisiologica per un fenomen d’splicing alternatiu. La diferent proporci6 entre les dues
isoformes (amb menys quantitat de la forma wt) seria el mecanisme patogénic

d’aquesta variant. La isoforma wt conté 2 dominis d'unié a lligands (CRD1 i CRD2)
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mentre que la curta (A2) només conté el domini CRD2 proximal de la
membrana.[116,117] Hymowitz et al., examinant les isoformes humanes en cel-lules
transfectants, demostren que, tot i que ambdues isoformes activen el factor nuclear
NF-kB, la isoforma A2 té una afinitat d'uni6 més alta per APRIL i BAFF en
comparaci6 amb la isoforma més llarga.[116,117,146] Malgrat aquestes dades,
desconeixem quin pot ser el mecanisme patogénic que expliqui perqué tenir una
proporcio més elevada de la isoforma A2 respecte la forma wt condiciona un risc més

elevat de presentar un fenotip clinic compatible amb una IDCV.

Un cas similar a TACI és el que passa amb les variants genétiques a MBL2 que
causen un déficit de lectina d'unié a la manosa (MBL, de I’anglés mannose-binding
lectin) que, al seu torn, causa un deficit funcional de la via de les lectines del
complement. Aquest déficit, que per si sol no causa clinica habitualment, pot ser
rellevant quan es troba en pacients que presenten altres variants genétiques causants
d’IEl. Aquest rol de factor de susceptibilitat en la IDCV s’exposa en varis treballs de
la literatura. [147-149] Un exemple il-lustratiu del nostre treball és la pacient
IDCV100, la qual presenta una variant patogenica en heterozigosi a IKZF1 i una
variant en heterozigosi que provoca un al-lel nul al gen MBL2. L’altre al-lel d’MBL2,
el wt, presenta I’haplotip associat a baixa expressio. El paper de les variants a MBL2
en la IDCV no queda clar i, com passa en altres IEIl, sembla tenir un paper
modificador del fenotip infeccioés de la malaltia i en cap cas un paper directament
causant. En general, per confirmar el paper de les variants trobades a MBL2, cal
comprovar-ho funcionalment mitjangant una estudi de la via de les lectines del

complement (tal com hem fet en el cas de la pacient IDCV100).[150]

Amb tot I’exposat, volem insistir en la importancia de disposar d’un centre de
referéncia que compti amb un laboratori de proves avangades en IEI amb capacitat de
dur a termes proves funcionals i/o moleculars que s’escapen de la practica clinica
rutinaria per a la validacié de les variants genétiques trobades no descrites mitjancant
I’estudi genétic. En cas de no disposar-ne, és important crear xarxes per establir

col-laboracions entre centres amb diferents recursos.
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9.7. Altres beneficis dels estudis genétics

L'estudi genétic no només serveix de confirmacioé del diagndstic clinic sin6 que si es
fa extensiu al resta familiars, permet conéixer si hi ha portadors (que poden presentar,
0 no, manifestacions cliniques). Aquells familiars portadors de variants genétiques i
amb desig reproductiu necessitaran d'un adequat assessorament genetic, per coneixer
el risc de transmetre la malaltia. En aquest treball s’han realitzat un total de 14 estudis
familiars on s’han trobat: (i) 11 progenitors portadors, permetent realitzar consell
genétic preconcepcional en el cas de requerir-ho; (ii) 4 germans heterozigots
portadors i asimptomatics; (iii) 2 germans portadors i afectes de la malaltia; (iv) 3 fills
de pacients index portadors i afectes de la malaltia, permetent 1’administracié de
profilaxis i una monitoritzacio clinica en tots ells; (v) en 3 dels casos, la variant
genética ha resultat de novo. A més, ’estudi genétic mitjangant diferents
aproximacions (seqiienciacié Sanger, panell personalitzat, exoma o genoma) permetra
terapies dirigides i és de vital importancia per a pacients amb presentacions atipiques.
[127,151]

Tot i que en la majoria dels pacients no se’ls ha pogut oferir un tractament especific i
dirigit que millori el seu pronostic, poder identificar el seu defecte genétic fa que en
aquells casos més greus es puguin arribar a plantejar el TPH, més enlla de la seva
indicaci6 global en IDCV. En aquesta linia, actualment el projecte STEM-PAD
coordinat per I’ESID té I’objectiu d'avaluar el nombre, la indicaci6, la mortalitat, la
morbiditat i la reconstitucié immune després de TPH en pacients amb deficiéncia
d’anticossos, 1 d’aquesta manera, poder avaluar la possibilitat d'utilitzar aquesta eina
terapéutica en pacients amb IDCV. Més informacid sobre el projecte i el seu aveng

pot trobar-se a la pagina web del projecte: https://esid.org/Working-Parties/Clinical-

Working-Party/Studies/StemPAD-study-recruitement-closed
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9.8. Limitacions de I’estudi

Aquest estudi presenta una serie de limitacions que es comenten a continuacio:

1. Es tracta d’un projecte unicentric i amb un ndmero limitat de pacients inclosos en
el que no hi ha variabilitat étnica. Tot i que aix0 sigui una limitacid, també ens
permet tenir una cohort molt homogénia i amb informacié molt detallada, fet que
ens permet aprofundir molt més en ’estudi de la IDCV sense la addici6 d’altres
variables que podrien alterar els resultats obtinguts. De totes maneres, sembla
evident la necessitat de validar els resultats en d’altres ambits geografics i origens
poblacionals.

2. Ladistribucié de les edats dels pacients de la cohort esta esbiaixada degut al baix
nombre de pacients pediatrics inclosos. Aix0 és degut a que hem estat molt
estrictes en els criteris diagnostics d’IDCV i s’han exclos tots aquells pacients amb
immunodeficiéncies combinades o amb hipogammaglobulinémies inespecifiques.
Aquest fet diferencia el nostre estudi de moltes de les cohorts analitzades
anteriorment i aixo també complica dur a terme comparacions detallades.

3. Els estudis genetics familiars no han pogut ser realitzats a la totalitat dels pacients
de la cohort, especialment per la negativa dels familiars a cedir mostra per a
I’estudi o per la impossibilitat de contactar amb ells. No obstant, s’han detectat un
total de 9 casos afectes, 17 casos portadors i tots ells s’han pogut beneficiar de
consell genétic preconcepcional.

4. No s’ha dut a terme un estudi mitjangant WES o WGS en tots els pacients inclosos
amb un resultat genétic inicial negatiu. La necessitat de major finangcament i de
més temps han impedit dur-ho a terme com a part de la present tesi doctoral.

5. L’estudi dels valors de les cadenes lleugeres lliures en serum s’ha realitzat només
en pacients amb IDCV i manca ’estudi en un grup control ja sigui de donants sans
o0 de pacients amb una altra patologia. Tot i aix0, I’existéncia de treballs previs que
validen la determinaci6 de les SFLC com biomarcador per a la IDCV reforga el

nostre enfocament.
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9.9. Futures linies de recerca

Els resultats actuals ja han beneficiat a un nombre significatiu de pacients i la intencié
del nostre grup és seguir aquesta linia de recerca de cara a validar la seva aplicabilitat
a d’altres cohorts i a aprofundir en els estudis dels pacients sense un diagnostic

concloent. Els aspectes que es pretenen abordar son:

1. El seguiment a llarg termini de la cohort més enlla dels 3 anys de I'estudi per
obtenir més informacio de I’evolucio clinica dels pacients.

2. L’aplicacio d’estudis genétics avancgats de forma rutinaria en els pacients amb un
resultat genétic negatiu; WES, WGS, estudis de transcriptomica, d’epigenética,
etc.

3. L’aplicacié d’estudis on es considerin altres models d’heréncia més enlla del
monogénic (heréncia digénica, oligogénica, poligénica) en els pacients amb un
resultat genétic negatiu.

4. L’ampliacié de la cohort amb pacients amb diagnostic d’IDCV procedents d’altres
hospitals del territori Catala-Espanyol per augmentar la n de pacients estudiats.

5. La replicacio del model predictor de formes monogéniques d’IDCV a altres
cohorts per a la seva validaci6.

6. La identificacié de nous gens o noves variants genetiques associades a IDCV.
Durant la redacci6 d’aquest treball, la doctoranda ha participat en la publicacié de
I’article cientific “Labrador-Horrillo M, Franco-Jarava C, Garcia-Prat M, Parra-
Martinez A, Antolin M, Salgado-Perandrés S, et al. Case Report: X-Linked SASH3
Deficiency Presenting as a Common Variable Immunodeficiency. Front Immunol.
Front Immunol; 2022;13.” el segon article sobre la deficiéncia de SASH3 a la
literatura. Es tracta d’un pacient adult inicialment diagnosticat amb IDCV que
gracies a ’aplicacié del panell genétic d’IEI se li detecta una variant genética al
gen SASH3 recentment descrit com a causant d’immunodeficiéncia combinada
Iligada al cromosoma X. No obstant, el pacient presentava un fenotip més lleu de
I’habitual i per aixo havia estat catalogat com a IDCV.[152] Malauradament, el
pacient no es va poder incloure a la cohort d’estudi d’aquesta tesi doctoral per

manca de temps.
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El present estudi aporta noves dades sobre la genética relacionada amb la

immunodeficiéncia comuna variable:

1. S’ha detectat una causa monogenica causal en un 17,6% de casos en una
cohort de pacients diagnosticats amb IDCV.

2. Els criteris que han resultat ser rellevants per a I’estudi genétic son: 1’edat
d’inici de simptomes, la preséncia d’altres manifestacions cliniques a part

d’infeccions i la preséncia de limfocits B de transicio elevats.

3. Les cadenes lleugeres lliures en sérum (k i A) sébn un bon biomarcador pel
diagnostic d’IDCV.
4. Disposar de les eines necessaries per a I’analisi funcional de les variants

genétiques no descrites o de significat incert ens ha permés confirmar les
nostres troballes en un percentatge significatiu de pacients.

5. La nostra aproximacié diagnostica ha permeés realitzar 1’estudi genétic
familiar i oferir consell genétic tant a pacients com a familiars.

6. L’estudi genétic ens ha permes identificar pacients que es poden beneficiar

potencialment de tractaments especifics.
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La realitzacio d’aquest projecte ha estat possible parcialment gracies al finangament
que el grup de recerca “Infeccié en el pacient pediatric immunodeprimit” del VHIR
ha rebut per part de Grifols International SA (Sant Cugat del Vallés, Barcelona

Catalunya, Espanya).

L’estudi de les cadenes lleugeres lliures en serum en pacients amb IDCV ha estat
possible gracies a la col-laboraci6 amb The Binding Site Espafia (Barcelona
Catalunya, Espanya).
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ANNEXOS






Taula Al. Classificacio de les IEI en 10 grups segons la IUIS 2022 [3]

Grup d'IEI IEI (Gen)

1. Immunodeficiéncies combinades, que afecten la immunitat cel-lular (T) i humoral (B)

Deficiéncia yc (IL2RG), deficiencia JAK3 (JAK3), deficiencia IL-7Ra (IL7R),
deficiéncia CD45 (PTPRC), deficiéncia CD3d (CD3D), deficiencia CD3e
(CD3E), deficiencia CD3z (CD3Z), deficiéncia Coronin-1A (CORO1A),

deficiéncia LAT (LAT), deficiéncia en SLP76 (LCP2)
Deficiéncia RAG1 (RAGL), deficiencia RAG2 (RAG2), deficiencia
DCLRE1C (Artemis) (DCLRE1C), deficiéncia DNA PKcs (PRKDC),
T-B- IDCG deficiéncia Cernunnos (NHEJ1), deficiéncia lligasa IV ADN (LIG4),
Disgeneésia reticular (AK2), deficiéncia, defecte RAC2 activat (RAC2),

T-B+ IDCG

Adenosina desaminasa (ADA)
Deficiencia CD40L (CD40LG), deficiencia CD40 (CD40), deficiencia ICOS
(1COS), deficiéncia ICOSL (ICOSL), deficiencia CD3g (CD3G), deficiencia
CDB8 (CDB8A), deficiéncia ZAP-70 (ZAP70), deficiencia MHC classe | (TAP1,
TAP2, TAPBP, B2M), deficiencia MHC classe Il (CIITA, RFX5, RFXANK,
RFXAP), deficiencia IKAROS (IKZF1), deficiencia DOCK8 (DOCK8),
deficiéncia DOCK2 (DOCK?2), deficiéncia RhoH (RHOH), deficiéncia
POLD1 (POLD1), deficiencia POLD2 (POLD?2), deficiencia MST1 (STK4),
Immunodeficiéncies deficiéncia TCRa (TRAC), deficiéncia LCK (LCK), deficiéncia en ITK (ITK),
combinades generalment deficiéncia MALT1 (MALT1), deficiencia CARD11 (CARD11), deficiéncia
menys greus que la IDCG BCL10 (BCL10), deficiéncia IL-21 (1L21), deficiéncia IL-21R (IL21R),
deficiéncia OX40 (TNFRSF4), deficiencia IKBKB (IKBKB), deficiéncia NIK
(MAP3K14), deficiencia RelB (RELB), haploinsuficiéncia RelA (RELA),
deficiéncia Moesin (MSN), deficiencia TFRC (TFRC), deficiencia c-Rel
(REL), deficiéncia FCHO1 (FCHOL1), deficiencia PAX1 (PAX1), deficiéncia
ITPKB (ITPKB), deficiéncia SASH3 (SASH3), deficiencia MAN2B2
(MAN2B2), deficiéncia COPG1 (COPG1), deficiéncia HELIOS (IKZF2),
deficiencia IKKa (CHUK)

2. Immunodeficiéncies combinades amb caracteristiques sindromiques associades

Immunodeficiéncia amb Sindrome Wiskott-Aldrich (WAS), deficiencia WIP (WIPF1), deficiéncia
trombocitopénia congénita ARPC1B (ARPC1B)
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Ataxia - telangiéctasi (ATM), Sindrome de trencament Nijmegen
(NBS1), sindrome Bloom (BLM), immunodeficiéncia amb inestabilitat
centromeérica i anomalies facials (DNMT3B, ZBTB24, CDCA7, HELLS),
deficiéncia PMS2 (PMS2), deficiéncia RNF168 (RNF168), deficiéncia
Defectes de reparacio de I’ADN o o
MCM4 (MCM4), deficiencia POLEL (POLEL), deficiéncia POLE2
(POLE?2), deficiencia lligasa | (LIG1), deficiencia NSMCE3 (NSMCE3),
deficiéncia Hebo (ERCC6L2), deficiencia GINS1 (GINS1), deficiéncia
MCM10 (MCM10)
Sindrome DiGeorge (22q11, TBX1), sindrome CHARGE (CHD?7,
SEMAB3E), deficiéncia FOXN1 “winged helix nude” (FOXN1),

Defectes timics amb altres

anomalies congenites haploinsuficiéncia FOXN1 (FOXN1), sindrome delecié cromosoma
10p13-p14 (Del10p13-p14), sindrome de Jacobsen (11g23del)
Hipoplasia capil-lar del cartilag (RMRP), Displasia immuno-ossia de
Schimke (SMARCAL1), deficiencia MYSM1 (MYSML1), deficiéncia
MOPD1 (sindrome Roifman) (RNU4ATAC), EXTL3 deficiéncia
(EXTL3)
Sindrome Hiper IgE (STAT3), deficiéncia receptor IL6 (IL6R),
Deficiéncia del transductor de senyal I1L6 (IL6ST — AD 0 AR -),
Sindromes d'Hiper IgE deficiéncia ZNF341 (ZNF341), deficiencia ERBIN (ERBB2IP),
sindrome Loeys-Dietz (TGFBR1, TGFBR2), sindrome Comel-Netherton
(SPINK5), deficiencia PGM3 (PGM3), deficiencia CARD11 (CARD11)

Displasies immuno-ossies

. . Deficiéncia Transcobalamina 2 (TCN2), deficiéncia SLC46A1

Defectes de Vitamina B12 i . . ) .

(SLC46A1), deficiencia Metilenetetrahidrofolat deshidrogenasa 1
(MTHFD1)

metabolisme del folat

Ectodermodisplasia anhidrotica .
] o NEMO deficiéncia EDA-ID (IKBKG), IKBA GOF (NFKBIA), IKBKB
amb immunodeficiéncia (EDA-
D) GOF (IKBKB)

. Deficiéncia ORAI-I (ORAIL), deficiéncia STIM1 (STIM1), deficiéncia
Defectes en els canals de Calci
CRACR2A (CRACR2A)

Deficiéncia de purina nucleosidica fosforilasa (PNP),

immunodeficiéncia amb multimples atresies intestinals (TTC7A),
sindrome trico-hepato-entéric (TTC37, SKIV2L), Malaltia venooclusiva
hepatica amb immunodeficiencia (VODI) (SP110), deficiéncia BCL11B
(BCL11B), sindrome Vici (EPG5), deficiéncia HOIL1 (RBCK1),
deficiéncia HOIP (RNF31), Sindrome de Hennekam-limfangiectasia-
limfedema (CCBE1, FAT4), Activacio de variants genétiques de novo en

Altres defectes

factor nuclear semblant a I’eritroide 2 (NFE2L2), STAT5b deficiéncia
(STAT5B), sindrome Kabuki 1 (KMT2D), sindrome Kabuki 2 (KDM6A),
deficiéncia KMT2A (KMT2A), deficiencia DIAPH (DIAPH), deficiéncia
AIOLOS (IKZF3), deficiencia CD28 (CD28)
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3. Defectes predominantment d’anticossos
Deficiéncia BTK (BTK), deficiéncia de la cadena pesada p (IGHM),

Reducci6 de tots els isotips .
. . deficiéncia A5 (IGLL1), deficiéncia Iga. (CD79A), IgB deficiéncia
d'immunoglobulines amb
L e (CD79B), deficiencia BLNK (BLNK), deficiencia p1105 (PIK3R1),
disminucid greu o abséncia de . . L
Limfocits B deficiencia p85 (PIK3R1), deficiéncia factor transcripcié E47 (TCF3),
imfocits B,
. deficiéncia SLC39A7 (SLC39A7), sindrome Hoffman (TOP2B),
agammaglobulinemia . .
deficiéncia FNIP1 (FNIP1), deficiencia PU1 (SPI1)

Immunodeficiéncia comuna variable, Sindrome p1105 activada (APDS)
(PIK3CD, PIK3R1), deficiencia PTEN (PTEN), deficiencia CD19
(CD19), deficiencia CD81 (CD81), deficiencia CD20 (CD20), CD21
deficiéncia (CD21), deficiéncia TACI (TNFRSF13B), deficiencia
receptor BAFF (TNFRSF13C), deficiencia TWEAK (TNFSF12),
deficiéncia TRNT1 (TRNTL), deficiencia NFKB1 (NFKB1), deficiencia
NFKB2 (NFKB2), deficiéncia IKAROS (IKZF1), deficiéncia IRF2BP2
(IRF2BP2), deficiencia ATP6AP1 (ATP6AP1), deficiencia ARHGEF1
(ARHGEF1), deficiencia SH3KBP1 (SH3KBP1), deficiencia SEC61A1
(SEC61A1), deficiencia RAC2 (RAC?2), deficiéncia de manosil-
oligosacarid glucosidasa (MOGS), deficiéncia PIK3CG (PIK3CG),
deficiéncia BOB1 (POU2AF1)

Reduccié d'almenys 2 isotips
d'immunoglobulines amb
nombres normals o disminuits de
Limfocits B, fenotip IDCV

Reduccié greu d'lgG i d'IgA amb . . .
Deficiéncia AID (AICDA), deficiencia UNG (UNG), deficiéncia INO80

valors d'lgM normals o elevats, i . .
o (INOB80), deficiencia MSH6 (MSHS), deficiencia CTNNBL1
nombres normals de Limfocits .
. (CTNNBL1), deficiencia APRIL (TNFSF13)
B, Hiper IgM
Variants genetiques o delecions a la cadena pesada de les

Isotips, cadenes lleugeres o immunoglobuines, deficiéncia cadena k (IGKC), deficiéncia d’IgA i

deficiéncies funcionals amb un subclasses d’1gG, déficit selectiu d’IgA, deficiéncia especifica

nombre generalment normal de d’anticossos amb concentracions normals d’Ig i un nombre normal de

cel-lules B, hipogammaglobulinémia transitoria de la infancia, guany de

cél-lules B
funcié CARD11 (CARD11), deficit selectiu d'IgM

4. Malalties de desregulacié immunologica
Deficiéncia perforina (FHL2) (PRF1), deficiéncia UNC13D/Munc13-4

(FHL3) (UNC13D), deficiéencia Sintaxina 11 (FHL4) (STX11),

Linfohistiocistosis o o
. . deficiéncia STXBP2 / Munc18-2 (FHL5) (STXBP2), deficiéncia
hemofagocitica familiar (FHL) . .
FAAP24 (FAAP24), deficiencia SLC7A7 (SLC7A7Y), deficiéncia RHOG
(RHOG)
. Sindrome Chediak-Higashi (LYST), Sindrome Griscelli tipus 2
Sindromes FHL amb
o » (RAB27A), Sindrome Hermansky-Pudlak tipus 2 (AP3B1), Sindrome
hipopigmentacié . B
Hermansky-Pudlak tipus 10 (AP3D1), neofuncié CEBPE (CEBPE)
IPEX (FOXP3), deficiéncia CD25 (IL2RA),deficiencia CD122 (IL2RB),

Defectes en Limfocits T

Reguladors haploinsuficiéncia CTLA4 (CTLA4), deficiencia LRBA (LRBA),
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deficiéncia DEF6 (DEF6), STAT3 GOF (STAT3), deficiéncia BACH2
(BACH2), deficiencia FERMT1 (FERMT1), GOF IKAROS (IKZF1)

APECED (APS-1) poliandocrinopatia autoimmune amb candidiasi i
distrofia ectodermica (AIRE), deficiencia ITCH (ITCH), Deficiéncia de
tripeptidil-peptidasa Il (TPP2), JAK1 GOF (JAK1), deficiéncia prolidasa
(PEPD), haploinsuficiencia SOCS1 (SOCS1), deficiéncia PD-1
(PDCD1)

Autoimmunitat amb o sense

limfoproliferacié

Deficiencia IL-10 (IL10), deficiéncia IL-10R (IL10RA, IL10RB),
Immunedesregulaci6é amb colitis haploinsuficiéncia NFAT5 (NFATS5), deficiencia TGFB1 (TGFB1),
deficiencia RIPK1 (RIPK1), deficiéncia ELF4 (ELF4)

Sindrome limfoproliferatiu ALPS-FAS (TNFRSF6), ALPS-FASLG (TNFSF6), ALPS-Caspasal0
autoimmune (CASP10), ALPS-Caspasa 8 (CASP8), deficiencia FADD (FADD)

deficiencia SAP (XLP1) (SH2D1A), deficiencia XIAP (XLP2) (XIAP),
deficiéncia CD27 (CD27), deficiencia CD70 (CD70), deficiencia CTPS1
Susceptiblitat a VEB i (CTPS1), deficiencia CD137 (TNFRSF9), deficiéncia RASGRP1
condicions limfoproliferatives (RASGRP1), deficiéncia RLTPR (CARMIL2), MAGT1 deficiciency,
XMEN (MAGT1), deficiéncia PRKCD (PRKCD), deficiéncia TET2
(TET2)

5. Defectes congenits de nombre i/o funci6 dels fagocits

Neutropénia ciclica (ELANE), deficiéncia GFI 1 (GFI1), deficiéncia
HAX1 (HAX1), deficiencia G6PC3 (G6PC3), deficiencia VPS45
(VPS45), Malaltia per emmagatzematge del glicogen tipus Ib (G6PT1),
neutropenia/ mielodisplasia lligada al cromosoma X (WAS), deficiéncia
P14/LAMTOR2 (LAMTOR?2), Sindrome Barth (TAZ), sindrome Cohen

Neutropenies congeénites (VPS13B), sindrome Clericuzio (Poikiloderma amb neutropenia)
(USB1), deficiéncia JAGN1 (JAGN1), Aciduria 3-metilglutaconica
(CLPB), deficiencia G-CSF receptor (CSF3R), deficiencia SMARCD2
(SMARCD?), deficiéncia especifica de granuls (CEBPE), sindrome
Shwachman-Diamond (SBDS), deficiéencia HYOU1 (HYOU1),
deficiencia SRP54 (SRP54), deficiéncia CXCR2 (CXCR2)

Deficiéncia d'adhesi6 de leucocits tipus 1 (LAD1) (ITGB2), Deficiencia
d'adhesid de leucocits tipus 2 (LAD2) (SLC35C1), Deficiéncia d'adhesio
de leucaocits tipus 3 (LAD3) (FERMT3), deficiéncia Rac2 (RAC2),
Defectes de motilitat deficiéncia b-actina (ACTB), Periodontitis juvenil localitzada (FPR1),
sindrome Papillon-Lefévre (CTSC), WDR1 deficiéncia (WDR1), Fibrosi
quistica (CFTR), Neutropenia amb immunodeficiéncia combinada per
deficiéncia de MKL1 (MKL1)
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Malaltia granulomatosa cronica lligada al cromosoma X per deficiéncia
. . gp91 phox (CYBB), Malaltia granulomatosa cronica autosomica
Defectes en l'esclat respiratori . .
recessiva (CYBA, CYBC1, NCF1, NCF2, NCF4), deficiencia G6PD
classe | (G6PD)
o deficiéncia GATA2 (GATA2), Proteinosi alveolar pulmonar (CSF2RA,
Altres defectes no limfoides
CSF2RB)

6. Defectes en la immunitat innata
Deficiéncia a la cadena 1 dels receptors IL-12 i IL-23 (IL12RB1),

deficiéncia 1L-12p40 (IL12B), deficiencia IL-12RB2 (IL12RB2),
deficiencia IL-23R (IL23R) deficiencia receptor 1 IFN-y (IFNGR1),
o . deficiéncia receptor 2 IFN-y (IFNGR?2), deficiencia STAT1 (STAT1),
Susceptibilitat mendeliana a la . . .
o . deficiéncia Macrofag gp91 phox (CYBB), deficiéncia IRF8 (IRF8),
malaltia micobacteriana . . o
deficiéncia SPPL2a (SPPL2A), deficiencia Tyk2 (TYK2), homozigositat
P1104A TYK2 (TYK2), deficiéncia ISG15 (1SG15), deficiéncia RORyt
(RORC), deficiencia JAK1 (JAK1), deficiencia T-bet (TBX21),
deficiéncia IFNy (IFNG)
. . ) ) Deficiéncia EVER1 (TMC6), EVER2 deficiencia (TMCS8), deficiéncia
Epidermodysplasia verruciformis . . .
(VPH) CIB1 WHIM (Berrugues, hipogammaglobulinémia, infeccions,
mielocatexia) (CXCR4)
deficiencia STAT1 (STATL), deficiencia STAT2 (STAT2), deficiencia
IRF9 (IRF9), IRF7 deficiéncia (IRF7), deficiéncia IFNARL (IFNARL),
deficiencia IFNAR2 (IFNAR2), deficiencia CD16 (FCGR3A), MDA5
deficiéncia (IFIH1), deficiéncia NOS2 (NOS2), deficiencia ZNFX1
(ZNFX1), deficiéncia RNA polimerasa 111 (POLR3A, POLR3C,
POLR3F)
deficiéncia TLR3 (TLR3), deficiencia UNC93B1 (UNC93B1),

Predisposici6 a infeccions

viriques greus

deficiéncia TRAF3 (TRAF3), deficiéncia TRIF (TICAM1), deficiéncia
TBK1 (TBK1), deficiencia IRF3 (IRF3), deficiencia DBR1 (DBR1),
deficiéncia SNORA31 (SNORA31), deficiencia ATGAA (ATG4A),
deficiéncia MAP1LC3B2 (MAP1LC3B2)

Encefalitis herpetiques

Predisposici¢ a infeccions .
o . . deficiéncia CARD9 (CARD9)
fingiques invasives

Deficiéncia IL-17RA (IL17RA), deficiéncia IL-17RC (IL17RC),

Predisposicié a candidiasis . .
. deficiéncia IL-17F (IL17F), STAT1 GOF (STAT1), deficiencia ACT1
mucocutanies NPT
(TRAF3I1P2), haploinsuficiéncia INK1 (MAPKS)
Deficiéncia IRAK-4 (IRAK4), deficiencia MyD88 (MYD88), deficiencia

Deficiencia en la senyalitzaci6 a
tarvés de TLR amb

susceptibilitat bacteriana

IRAKL (IRAK1), deficiéncia TIRAP (TIRAP), deficiéncia TLR7 (TLR7),
GOF TLR8 (TLR8)
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Asplénia congénita aillada (RPSA, HMOX), Trypanosomiasis (APOL1),

Altres defectes innats deficiéncia NBAS (NBAS), Encefalopatia aguda necrotitzant (RANBP2),
d’immunitat relacionats amb osteopetrosis (CLCN7, SNX10, OSTM1, PLEKHM1, TCIRG1,
teixits no hematopoétics TNFRSF11A, TNFSF11), hidradenitis suppurativa (NCSTN, PSEN,
PSENEN)

Altres errors innats d’immunitat . . .
. . Haploinsuficiéncia IRF4 (IRF4), deficiencia IL-18BP (IL18BP)
relacionats amb els leucocits

7. Desordres autoinflamatoris

Vasculopatia associada a STING, d'inici infantil (TMEM173 —AD o AR),
deficiéncia ADA2 (ADA2), deficiencia TREX1 (TREX1), Aicardi-
Goutieres syndrome 1 (AGS1) (TREX1), deficiencia RNASEH2A

AGS4 (RNASEH2A), deficiéncia RNASEH2B AGS2 (RNASEH2B),
deficiéncia RNASEH2C AGS3 (RNASEH2C), deficiencia SAMHD1
(SAMHD1), deficiencia ADAR1, AGS6 (ADAR1), sindrome Aicardi-
Goutieres 7 (AGS7) (IFIH1), deficiéncia DNAse 11 (DNASE2), Lupus
eritematos sistemic pediatric per deficiéncia de DNASE1L3
(DNASE1L3), deficiéncia LSM11 (LSM11), deficiencia RNU7-1

(RNU7-1), Espondiloenchondrodisplasia amb desregulacié immune

Interferonopaties de tipus |

(SPENCD) (ACP5), Trastorn pigmentari reticulat lligat al cromosoma X
(POLAL1), deficiencia USP18 (USP18), deficiencia OAS1 (OAS1),
deficiéncia CDC42 (CDC42), LOF/regulacié STAT2 R148 (STAT2),
deficiéncia ATAD3A (ATAD3A)

Febre Mediterrania familiar (MEFV), deficiéncia Mevalonat quinasa
(Hyper IgD syndrome) (MVK), sindrome Muckle-Wells (NLRP3),
Malaltia inflamatoria multisistema d’aparici6 neonatal (NOMID) o
sindrome cutania i articular neuroldgica infantil cronica (CINCA),
Defectes que afecten a Sindrome autoinflamatoria del fred familiar (NLRP12), NLRC4-MAS
I'inflamasoma (sindrome d'activaci6 de macrofags) (NLRC4), PLAID (PLCy2
associada a deficiéncia d’anticossos i desregulacié immune) (PLCG2),
Autoinflamatori del fred familiar
sindrome 3 0 APLAID (c2120A> C), deficiéncia NLRP1 (NLRP1),
deficiéncia RIPK1 (RIPK1)

Sindrome periddica associada al receptor de TNF (TRAPS)
(TNFRSF1A), Sindrome amb artritis estéril piogénica, pioderma
gangrenosa i acne (PAPA) (PSTPIP1), sindrome Blau (NOD2),
Condicions no relacionades amb deficiéncia ADAM17 (ADAML17), Osteomielitis multifocal cronica
I'inflamasoma recurrent i anemia diseritropoetica congeénita (sindrome Majeed)*
(LPIN2), DIRA (Deficiéncia receptor d’interleucina 1 Antagonista)
(IL1RN), DITRA — Deficiéncia receptor I1L-36 antagonista (IL36RN),
variant a SLC29A3 (SLC29A3), CAMPS (CARD14), Querubisme
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(SH3BP2), CANDLE (PSMB8, PSMG2), defecte COPA (COPA),
Otulipenia/ORAS (OTULIN), deficiéncia A20 (TNFAIP3), deficiéncia
AP1S3 (AP1S3), deficiencia ALPI (ALPI), TRIM22 (TRIM22),
Limfoma de cel-lules T subcutani semblant a paniculitis (deficiencia de
TIM3) (HAVCR?2), deficiencia C20rf69 (C20rf69), deficiencia
NCKAP1L (NCKAP1L), GOF SYK (SYK), GOF HCK (HCK), GOF
PSMB9 (PSMB9), deleci6 ex6 5 NEMO (IKBKG), deficiencia TBK1
(TBK1)

8. Deficiencies del complement

Deficiéncia C1q (C1QA, C1QB, C1QC), deficiencia C1r (C1R),
deficiéncia C1s (C1S), deficiencia C4 (C4A, C4B), deficiencia C2 (C2),
Deficiéncies en components de  deficiéncia C3 (C3), C3 GOF (C3), deficiencia C5 (C5), deficiencia C6

la cascada del complement (C6), deficiéncia C7 (C7), deficiencia C8a (C8A), deficiéncia C8y
(C8G), deficiencia C8p (C8B), deficiéncia C9 (C9), deficiéncia MASP2

(MASP2), deficiencia Ficolin 3 (FCN3)

Deficiéncia C1 inhibidor (SERPING1), factor B GOF (CFB), deficiencia

factor (CFB), deficiéncia factor D (CFD), deficiencia properdina

(CFP), deficiéncia factor | (CFI), deficiéncia factor H (CFH),

Deficiéncies en reguladors de la Deficiéncies de proteines relacionades amb el factor H (CFHR1,

cascada del complement CFHR2, CFHR3, CFHR4, CFHR5), deficiéncia Trombomodulina
(THBD), deficiencia proteina de cofactor de membrana (CD46),
deficiéncia inhibidor del complex d’atac de membranes (CD59),
deficiéncia CD55 (CHAPEL) (CD55)

9. Insuficiencia de medul-la ossia

Anémia de Fanconi tipus A (FANCA),Anémia de Fanconi tipus B
(FANCB), Anemia de Fanconi tipus C (FANCC), Anémia de Fanconi
tipus D1 (BRCA2), Anémia de Fanconi tipus D2 (FANCD2), Anémia de
Fanconi tipus E (FANCE), Anemia de Fanconi tipus F (FANCF),
Anémia de Fanconi tipus G (XRCC9), Anémia de Fanconi tipus |
(FANCI), Anemia de Fanconi tipus J (BRIP1), Anémia de Fanconi tipus
Anémia de Fanconi L (FANCL), Anémia de Fanconi tipus M (FANCM), Anémia de Fanconi
tipus N (PALB2), Anémia de Fanconi tipus O (RAD51C), Anémia de
Fanconi tipus P (SLX4), Anémia de Fanconi tipus Q (ERCC4), Anémia
de Fanconi tipus R (RAD51), Anémia de Fanconi tipus S (BRCA1),
Anémia de Fanconi tipus T (UBE2T), Anémia de Fanconi tipus U
(XRCC2), Anemia de Fanconi tipus V (MAD2L2), Anémia de Fanconi
tipus W (RFWD3).

MIRAGE (mielodisplasia,

infeccid, restriccio del Deficiencia en SAMD9 (SAMD9)
creixement, hipoplasia
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suprarenal, fenotips genitals,

enteropatia)

Sindrome d’ataxia pancitopénia

Deficiéncia en SAMDIL (SAMD9L)

Disqueratosis congénita

DKCX1 (DKC1), DKCAL (TERC), DKCA2 (TERT), DKCA3 (TINF2),
DKCA4 (RTEL1), DKCA5 (TINF2), DKCA6 (ACD), DKCB1 (NOLA3),
DKCB2 (NOLA2), DKCB3 (WRAP53), DKCB4 (TERT), DKCB5
(RTEL1), DKCB6 (PARN), DKCB7 (ACD)

Sindromes de fracas de medul-la
ossia (BMF)

BMFS1 Deficiencia en SRP72 (SRP72), BMFS2 (ERCC6L2), BMFS5
(TP53)

Microangiopatia cerebroretinal
amb calcificacions i quists

(Coats plus syndrome)

Deficiéncia en STN1 (STN1), Deficiéncia en CTC1 (CTC1), deficiéncia
MECOM (MECOM)

10. Fenocopies d'IEI

Associat a variants genétiques

somatiques

Sindrome limfoproliferatiu autoimmune (ALPS) (TNFRSF6), Malaltia
limfoproliferativa autoimmune associada a RAS (RALD) (KRAS,
NRAS), Criopirinopatia (NLRP3), sindrome hipereosinofilica (STAT5b),
sindrome VEXAS (vacuols, enzim E1, lligat a X,

autoinflamatori, somatica), GOF TLR8.

Associat amb autoanticossos

Chronic mucocutaneous candidiasis (isolated or with APECED
syndrome), Adult-onset immunodeficiéncia with susceptibility to
mycobacteria, Recurrent skin infection, Pulmonary alveolar proteinosis,
Acquired angioedema, Atypical hemolytic-uremic syndrome, Thymoma
with hypogammaglobulinemia (Good syndrome), COVID-19 greu
(Autoanticossos a IFNs tipus I (INFa, IFNw)
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ACP5 CD3z FASLG IRAK4 NFKB2 SH2D1A TRAF3IP2
ACTB CD40 FCGR1A IRF7 NFKBIA SH3BP2 TREX1
ADA CD40LG FCGR2A IRF8 NHEJ1 SKIV2L TRNT1
ADAM17 CD46 FCGR2B ISG15 NHP2 SLC11A1 T7C37
ADAMTS13 CD55 FCGR3A ITCH NLRC4 SLC29A3 TTC7A
ADAR CD59 FCGR3B ITGB2 NLRP12 SLC35C1 TYK2
AICDA CcD70 FCGRT ITK NLRP3 SLC37A4 UNC119
AIRE CD79A FCN3 JAGN1 NOD2 SLC46A1 UNC13D
AK2 CD79B FERMT3 JAK2 NOP10 SMARCAL1 UNC93B1
AKT1 CD81 FOXN1 JAK3 NRAS SP110 UNG
AP3B1 CD8A FOXP3 KRAS ORAI1 SPINK5 USB1
AP3D1 CEBPE FPR1 LAMTOR2 PARN STAT1 VPREB1
AP4E1 CECR1 G6PC LAT PAX5 STAT2 VPS13B
APOL1 CFB G6PC3 LCK PGM3 STAT3 VPS45
ARPC1B CFD G6PD LIG1 PIGA STAT5B WAS
ATM CFH G6PT1 LIG4 PIK3CD STIM1 WASF2
BLM CFI GATA2 LMNA PIK3R1 STK4 WIPF1
BLNK CFP GFI1 LPIN2 PLCG2 STN1 WRAP53
BLOC1S6 CHD7 GIMAPS LRBA PMS2 STX11 XIAP
BTK CIITA GP1BA LRRC8A PNP STXBP2 XRCC4
CI1QA CLEC7A HAX1 LYST POLE1 TAP1 ZAP70
C1QB CLPB ICOS MAGT1 PRF1 TAP2 ZBTB24
ciQc COH1 IFIH1 MALT1 PRKCD TAPBP ZNF345
CIR COLEC11 IFNGR1 MAP3K14 PRKDC TAZ
C1S COPA IFNGR2 MASP1 PSMB8 TBK1
c2 CORO1A IGHA1 MASP2 PSTPIP1 TBX1
C3 CR2 IGHG2 MBL2 PTPRC TCF3
C4A CSF2RA IGHM MCM10 RAB27A TCIRG1
C4B CSF3R IGLL1 MCM4 RAC2 TCN2
C4BPA CTLA4 IKBA MEFV RAG1 TERC
C4BPB CTPS1 IKBKB MKL1 RAG2 TERT
Cc5 CTSC IKBKG MLPH RASGRP1 TFRC
C6 CXCR4 IKZF1 MMACHC RASGRP2 THBD
c7 CYBA IL10 MPO RBCK1 TICAM1
C8A CYBB IL10RA MRE11A RECQL4 TINF2
C8B DCLRE1B ILI0RB MS4A1 RFX5 TLR3
c8G DCLRE1C IL12B MSH6 RFXANK T™MC6
c9 DEPTOR IL12RB1 MSN RFXAP TMC8
CARD11 DGKE IL17F MTHFD1 RMRP TMEM173
CARD14 DKC1 IL17RA MVK RNASEH2A TNFAIP3
CARDS DNMT3B IL17RC MYD88 RNASEH2B TNFRSF11A
CARMIL2 DOCK2 IL18 MYO5A RNASEH2C TNFRSF13B
CASP10 DOCK8 ILIRN NBN RNF168 TNFRSF13C
CASP8 ELANE 1121 NBS1 RNF31 TNFRSF1A
CD19 ELF4 IL21R NCF1 RORC TNFRSF4
CD247 EPG5 IL2RA NCF2 RPSA TNFRSF6
cD27 F12 IL2RG NCF4 RTEL1 TNFSF12
CD3D FADD IL36RN NEIL3 SAMHD1 TNFSF6
CD3E FAM105B IL7R NFATS5 SBDS TRAC
CD3G FAS INO8O NFKB1 SERPING1 TRAF3
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