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RESUMEN

Caracterizacion clinica, molecular y funcional de las

inmunodeficiencias primarias e implicaciones terapéuticas

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) o errores innatos de la inmunidad (EIl) consisten en el
defecto por nimero o funcidn, exceso o defecto, en las células del sistema inmune, constituyendo
485 entidades diferenciadas en la actualidad. El retraso diagnostico se puede acortar con la
implementacion de las técnicas de secuenciacion masiva gracias a la disminucion de los costes de
secuenciacion. Mediante este abordaje se identifican 4 familias con 3 defectos monogeénicos
distintos: NFKB1, NHEJ1 y PIK3R1. Se analizan las caracteristicas clinicas, inmunologicas y
geneticas de los pacientes incluidos y se comparan con las cohortes de la literatura y las
comorbilidades de los pacientes, tanto con inmunodeficiencia variable comun como con
deficiencias celulares (con sus complicaciones mas habituales: infeccion oportunista,
desregulacién y cancer), asi como los defectos inmunoldgicos intrinsecos subyacentes (cambio
de clase, hipermutacion somatica, recombinacion VDJ, inmunosenescencia y el binomio
reparacion DNA-radiosensibilidad). Los pacientes con Ell en general y las familias incluidas en
este trabajo en particular muestran fendmenos de penetrancia incompleta y expresividad variable.
Se discuten las alternativas terapéuticas a partir de dichos defectos monogénicos y la toma de
decisiones a partir de la variabilidad del fenotipo (clinico, inmunoldgico y genético) para hacer

posible el empleo de una medicina personalizada.

De las 4 familias estudiadas, se describen dos casos no relacionados de deficiencia de

Cernunnos/XLF. Sendos pacientes presentan un defecto similar de reparacion e incremento en la
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radiosensibilidad celular a la radiacion ionizante demostrado en ensayos “in vitro™. Sin embargo,
el perfil clinico e inmunoldgico fue extremadamente diverso: el primero de los pacientes mostro
un fenotipo de inmunodeficiencia combinada mientras que el segundo de ellos presentd una
deficiencia aislada de IgA. Otros dos pacientes fueron identificados a raiz de una infeccion
oportunista. En el primer caso, se identificd un sindrome APDS2 (Activated Phosphoinositide 3-
kinase D Syndrome type 2, por deficiencia en PIK3R1). Este defecto puede provocar infeccion
precoz y de larga duracion por M. faucium en ausencia de fenotipo hiperlgM. La secuenciacion
del rRNA 16S de las muestras microbioldgicas fue clave para el diagnostico molecular. El
tratamiento antibiotico de combinacion con el uso de la radiologia intervencionista puede ser (til
en la erradicacion de abscesos gigantes en pacientes con inmunodeficiencias primarias. En el
ultimo paciente descrito desarrolld una infeccion diseminada por M. genavense presentando una
variante sinonima en NFKB1 en el estudio molecular cuya patogenicidad se demostré6 mediante

estudios de mMRNA y proteina.
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SUMMARY

Clinical, molecular and functional characterization of

primary immunodeficiencies and therapeutic implications.

Primary immunodeficiencies (PIDs) or inborn errors of immunity (IEI) consist of defect by
number or function, excess or defect, in the cells of the immune system, constituting 485
differentiated entities at present. This approach identifies 4 families with 3 distinct monogenic
defects: NFKB1, NHEJ1 and PIK3R1. Clinical, immunological and genetic characteristics of the
patients included in the present text are analyzed and compared with literature cohorts and the
comorbidities of patients with both common variable immunodeficiency and cellular deficiencies
(with their most common complications: opportunistic infection, dysregulation and cancer), as
well as the underlying intrinsic immunological defects (class switching, somatic hypermutation,
VDJ recombination, immunosenescence and the DNA repair-radiosensitivity binomial). IBD
patients in general and the families included in this work in particular show phenomena of
incomplete penetrance and variable expressivity. Therapeutic alternatives based on these
monogenic defects and decision making based on phenotype variability (clinical, immunological

and genetic) are discussed in order to make possible the use of personalized medicine.

Of the 4 families studied, 2 unrelated cases of Cernunnos/XLF deficiency are described. Both
patients present similar repair defect and increased cellular radiosensitivity to ionizing radiation
demonstrated by in-vitro assays. However, the clinical and immunologic profile was extremely
diverse: the first patient showed a combined immunodeficiency phenotype while the second

patient had an isolated IgA deficiency. Two other patients were identified as a result of an
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opportunistic infection. In the first case, an APDS2 syndrome (Activated Phosphoinositide 3-
kinase D Syndrome type 2, due to PIK3R1 deficiency) was identified. This defect can cause early
and long-lasting infection by M. faucium in the absence of hyperlgM phenotype. Sequencing of
16S rRNA from microbiological samples was key to molecular diagnosis. Combination antibiotic
treatment with the use of interventional radiology may be useful in the eradication of giant
abscesses in patients with primary immunodeficiencies. In the last patient after disseminated
infection by M. genavense the molecular assessment showed a synonymous variant in NFKB1,

with the final demonstration of pathogenicity based on mRNA and protein studies.
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1.

INTRODUCCION GENERAL.

1.1. CONCEPTO.

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) o errores innatos de la inmunidad (EIl) consisten

en el defecto por nimero o funcion, exceso o defecto, en las células del sistema inmune.
1.2. EPIDEMIOLOGIA.

La Sociedad Internacional de Inmunodeficiencias (International Union of Immunological
Societies Expert Committee, IUIS) reconoce 485 IDP en su ultima actualizacién en 2022
(1) (Figura 1), clasificados en 10 grupos (Figura 1AB). Los dos primeros defectos de ElI
(la deficiencia de adenosin deaminasa y la deficiencia de purina nucledsido fosforilasa)

fueron caracterizados molecularmente a partir de 1985.
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Figura 1. (A) NUmero de defectos monogeénicos de errores innatos de la inmunidad
identificados. En la Figura B se especifican los nuevos defectos que actualizan la

clasificacion IUIS de 2019. Modificado de (1).

Cabe destacar que hasta el afio 1996 se habian caracterizado desde el punto de vista
genetico solamente 6 EIl. La caracterizacion molecular ha avanzado rapidamente en los
ultimos afios y el desarrollo de las tecnicas de secuenciacion masiva ha permitido
identificar un namero creciente de enfermedades, gracias a la disminucién de los costes
de su implementacion (2). De hecho, se considera que de los 19116 genes codificantes, la
lista de los potencialmente relacionados con el sistema inmune puede ser de 3110 (3,4).
Este grupo heterogéneo de enfermedades genéticas, aunque Se presentan

fundamentalmente en la infancia, pueden manifestarse en cualquier momento de la vida,
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derivando no solo en complicaciones infecciosas graves sino que ademas predisponen al
desarrollo de fendmenos autoinmunes, inflamacion, alergia y neoplasias (Figuras 2 y 3).
Son consideradas enfermedades raras si bien segun datos indirectos hasta 1 de cada 1200
recién nacidos vivos padece un EIl (5-7). El retraso diagnostico en estas entidades es
frecuente, lo que contribuye a su morbimortalidad (8). Mas del 50% de los pacientes tienen
complicaciones no infecciosas que contribuyen a la mortalidad y mas del 25% presentan
complicaciones autoinmunes (9,10). Sirva de ejemplo el rango de retraso diagnostico en
la inmunodeficiencia comun variable (IDCV), independientemente de la edad al
diagnostico (ya sea antes o después de los 10 afios de vida) y del afio del diagnostico (antes
0 después del 2000) que se sitta entre 4,6 y 9 afios (11,12). Es de destacar que hasta el
90% de los sujetos con un EIl podrian desconocer su padecimiento (13). El retraso
diagnostico guarda relacion con la mortalidad, ya que el citado estudio demuestra
mediante andalisis multivariante una menor supervivencia asociada a un mayor retraso
diagnostico (11). Esto se debe a que los signos clasicos de alarma de la Fundacion Jeffrey

Modell (disponibles en http://imfworld.com/library/educational-materials/10-warning-

signs) son utiles para identificar algunos subtipos de Ell (deficiencias de inmunidad innata
y celulares), pero no defectos humorales que, por otra parte, suponen el grupo mas

prevalente de EIl (aproximadamente el 65% de los casos) (14,15).
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Los signos de alarma para la sospecha de EIll son los siguientes:(16)
a) Para poblacion pediatrica:

1. Cuatro otitis en un afio

2. Dos sinusitis graves en un afo

3. Necesidad de tratamiento antibidtico durante al menos dos meses con poco efecto

4. Dos neumonias en un afio

5. Fallo de medro

6. Infecciones recurrentes profundas o abscesos viscerales

7. Muguet persistente o infeccion fungica cutanea persistente

8. Necesidad de tratamiento antibiético endovenoso para erradicar una infeccion
9. Dos infecciones profundas, incluyendo sepsis.

10. Historia familiar de IDP

b) Para poblacién adulta:

1. Dos otitis en un afio

2. Dos sinusitis en un afio, en ausencia de alergia

3. Una neumonia al afio durante mas de un afio.

4. Diarrea cronica con pérdida de peso.

5. Infecciones virales recurrentes (herpes, verrugas, condilomas)

6. Necesidad de tratamiento antibidtico endovenoso para erradicar una infeccion
7. Abscesos viscerales o cutaneos profundos

8. Muguet persistente o infeccidn fungica en la piel u otra localizacion persistente
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9. Infeccion por micobacterias atipicas escasamente patdgenas

10. Historia familiar de IDP

Adicionalmente, debemos considerar la evaluacién de los signos de alarma clasicos
incluyendo la consanguinidad parental, diarrea cronica y la historia familiar de

tuberculosis para la identificacion de inmunodeficiencias secundarias (IDS) (17).

Inmunodeficiencia Desregulacion

ST

Inmunodeficiencia Inmunodeficiencia Inmunodeficiencia
combinada variable comun combinada

grave Enf. Desregulacion
(NHEJ1) (NFKB1) (PIK3R1)

Figura 2. Espectro entre la inmunodeficiencia y la desregulacion.

Citopenias autoinmunes

INMU NODEF|C|ENC|A\ Linfoproliferacién

Infecciones recurrentesinfecciones Eczema, eritrodermia

graves foportunistas/atipicas Endocrinopatia
Patron de infeccién por patdgenos Enteropatia/Enf. Inflamatoria intestinal
restringida Autoinmunidad sistémica / Vasculitis
IDCG EGC IDCV DADAZ APDS IPEX ALPS
CATCH22g11 Deficiencia RAG Enfermedades Treg

Figura 3. Modificado de (15,18).

26


https://www.zotero.org/google-docs/?0jRVvp
https://www.zotero.org/google-docs/?MMc05n

El patron de herencia de estas enfermedades, como cualquier otra enfermedad genética,
puede ser autosomico recesivo, dominante o ligado al cromosoma X. Existe una
sobrerrepresentacion de patron de herencia mendeliana en familias consanguineas (hasta
el 95 % en algunas series) (19,20). Incluso en areas de alta consanguinidad (sudeste
asiatico) todas las familias identificadas tenian antecedente de un hijo fallecido previo a
la identificacion del caso indice (21). A pesar de todo lo anterior e incluso con las nuevas
técnicas de secuenciacion masiva, la rentabilidad diagndstica es adn limitada, con una
rentabilidad promedio del 29% (rango 10-79%) que aumenta hasta el 38% cuando se

utiliza la secuenciacion masiva mediante exoma completo (rango 15-70%)(22,23).

Los pacientes estudiados en la presente tesis comparten el denominador comudn del defecto
combinado de linfocitos T y B. En alguno de los casos se alinea en el espectro de la IDCG
(Cernunnos), pasando por la IDC (Cernunnos, PIK3R1) hasta el de IDCV (NFKB1) con defectos

en ambos compartimentos de la inmunidad adaptativa.

1.3. INMUNODEFICIENCIAS HUMORALES:
INMUNODEFICIENCIA VARIABLE COMUN (IDCV)

La IDCV constituye un grupo heterogeneo de entidades cuya caracteristica comun es la presencia
de hipogammaglobulinemia sin defecto profundo en los compartimentos T y B. Su prevalencia
se estima en alrededor de 1 de cada 30.000-50.000 individuos (24). Su presentacion es mas
frecuente en el adulto joven y puede afectar a una multitud de érganos, principalmente el aparato
respiratorio y gastrointestinal (25). Se reconocen 22 defectos monogénicos que explican
alrededor del 10% de casos de IDCV (26). Segun la clasificacion reciente de la IUIS los genes
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asociados a esta entidad son: ARHGEF1, ATP6AP1, CD19, CD20, CD21, CD81, IKZF1,
IRF2BP2, MOGS, NFKB1, NFKB2, PIK3CD, PIK3R1, PTEN, RAC2, SEC61A1, SH3KBP1,
TNFSF13, TNFRSF13B, TNFRSF13C, TNFSF12, y TRNT1. La causa monogénica mas
frecuente, al menos en Europa (4%), son las variantes monoalélicas en NFKB1, mediante un
mecanismo de pérdida de funcion (27,28). En la cohorte internacional mas amplia, de 157
pacientes, se pone de manifiesto una pléyade de manifestaciones clinicas: infecciones
oportunistas, granulomas, autoinflamacion, linfoproliferacion, cancer y enteropatia de causa no
infecciosa (29). Por contra, la clasificacion original de 1999 incluia solo las infecciones de

repeticion como criterio clinico para el diagnostico (30).
La clasificacion actual (2014) amplia los criterios clinicos. Consta de los siguientes criterios:(31)
Al menos UNO de los siguientes:
- Susceptibilidad a infecciones
- Manifestaciones autoinmunes
- Enfermedad granulomatosa
- Linfoproliferacion policlonal inexplicada
- Familiar afecto de inmunodeficiencia humoral

Y marcada disminucion de 1gG y de IgA con o sin disminucion de IgM (habiendo realizado 2

determinaciones; valor inferior a 2 DE para la edad
Y al menos uno de los siguientes:

- Respuesta vacunal insuficiente (y/o ausencia de isohemaglutininas). Por ejemplo,

ausencia de titulos protectores a pesar de la vacunacion.
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- Disminucién de linfocitos B de cambio de clase (por debajo del 70% del valor

normal segun edad)
Y habiendo descartado causas secundarias de hipogammaglobulinemia (pérdidas y/o farmacos)
Y diagnostico establecido por encima del cuarto afio de vida, aunque los sintomas podrian estar
presentes previamente.

Y ausencia de deficiencia de linfocitos T grave, definido como 2 de los siguientes criterios:

- Recuento de linfocitos CD4+: 2-6anos<2300/microL, 6-12 afnos<250/microL,

>12 afios <200/microL

- % de linfocitos CD4+ Naive: 2—6 afios < 25%, 6—16 afos < 20%, >16 afios < 10%

- Proliferacion linfocitaria T ausente.
La concepcion del defecto monogénico dejando atras la ambiguiedad del concepto genérico de

IDCV se puede observar graficamente (Figura 4): en una busqueda en la base de referencia

PubMed (https://www.pubmed.gov), con fecha 22/2/2023, el nimero de publicaciones sobre este

concepto se ha estabilizado. Se prefiere identificar el defecto genético particular sobre el término

ambiguo de IDCV.

4,205 results Page 1 ofaz1 > >

-..----lIlllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIMIIIMC')
2023

Figura 4. Tendencia de buasquedas en PubMed sobre el término “Common Variable

1954

Immunodeficiency” (IDCV).
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La necesidad de un diagnostico molecular preciso viene determinada por dos aspectos, uno

diagnostico-terapéutico y otro de seguimiento-prondstico:

1. Diagnéstico-Terapéutico: En cuanto a las deficiencias humorales y de desregulacion que

corresponden a los grupos 11y IV de la clasificacion IUIS actual, en los Gltimos afios se
han descrito defectos monogénicos susceptibles de tratamiento especifico como
CTLA4/LRBA (tratamiento con abatacept) (32,33), APDS1/2 (sirolimus o inhibidores
especificos p110) (34,35) o sindrome STAT1/2/3 de ganancia de funcién (inhibidores
JAK) (36-38) independientemente del tratamiento sustitutivo con gammaglobulina, entre
otros (39). En este sentido, como alternativa al tratamiento cl&sico de reposicion con
inmunoglobulina endovenosa existen formas novedosas de administracion como la via
subcutanea cada 1-4 semanas que mejoran la calidad de vida de estos pacientes
manteniendo la misma eficacia (40,41).

2. De sequimiento-pronéstico: Los pacientes con IDCV presentan un riesgo aumentado de

infecciones de repeticién, fendmenos autoinmunes y cancer, lo que determina una
supervivencia menor (42), particularmente en los pacientes con complicaciones no
infecciosas (25). Los pacientes que presentan exclusivamente infecciones de repeticion
presentan una supervivencia a largo plazo del 95%. Sin embargo, aquellos que presentan
otro tipo de complicaciones no infecciosas ven mermada significativamente su
supervivencia (42%). Se puede resumir en que las complicaciones infecciosas permiten el
diagnostico. Pero las demas son responsables de gran parte de la morbimortalidad en estos

pacientes (Figura 5).
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Figura 5. Supervivencia en los pacientes con IDCV (25).

El seguimiento del paciente con IDCV debe incluir la monitorizacion de las complicaciones
respiratorias mediante pruebas de funcion respiratoria (espirometria, pletismografia, difusion
pulmonar, test de la marcha) y pruebas de imagen (TAC toracico, con periodicidad de modo
individualizado)(43). La complicacién mas grave es la enfermedad granulomatosa intersticial
pulmonar (granulomatous and lymphocytic interstitial lung disease, GLILD)(44). Requiere
inmunosupresion agresiva con deplecion CD20+ (rituximab) y una diana T (micofenolato,
azatioprina, sirolimus, ciclosporina A), ya que la supervivencia en ausencia de tratamiento es
inferior a 14 afios desde el diagndstico(1-3). EI mejor pardmetro de seguimiento en esta

complicacién es el estudio de difusion pulmonar (44).
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Los pacientes con IDCV tienen un riesgo incrementado de mortalidad por adenocarcinoma
gastrico 10,1 veces respecto a la poblacion general(48). Debe evaluarse periédicamente y, en caso
de colonizacion por H. pylori, esta indicada la realizacion de una endoscopia basal. En caso de

gastritis atrofica o metaplasia se recomienda el seguimiento endoscopico periodico (49).

Los pacientes IDCV con mayor riesgo de malignidad son los que presentan deficiencia de NFKB1

(16,8%) (29), seguidos por los deficientes en CTLA4 (12,9%) (50).

Por ultimo, hoy dia constituye un reto el diagnoéstico molecular de los pacientes con IDCV, ya
que a pesar del avance de las técnicas de secuenciacion masiva, el rendimiento diagndstico es
muy bajo. Por tanto, hay que considerar otros factores digénicos o poligénicos, epigenéticos e
incluso la aparicion de variantes patogénicas somaticas que resulten en un fenotipo clinico

concreto.

1.4. INMUNODEFICIENCIAS COMBINADA / INMUNODEFICIENCIA COMBINADA

GRAVE

Dentro de la clasificacion de los Ell se encuentra el grupo de las IDC de linfocito Ty B (1). En
este apartado destaca por su gravedad la inmunodeficiencia combinada grave (IDCG), una
emergencia pediatrica por el compromiso vital que supone la ausencia de linfocitos T, B y NK
en algunos pacientes. La IDCG presenta heterogeneidad genética, dado que se han descrito mas

de 25 defectos monogénicos (Tabla 1).
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Tabla 1. Causas genéticas de IDCG. Adaptado de (1,51)

C delta

FENOTIPO PROTEINA GEN
T-B+NK- Cadena gamma comun IL2RG
) ) JAK3
Janus associated kinase 3
deficiency
Deficiencia de CD45 PTPRC
CD3 delta, epsilon, zeta CD3D,CD3E,CD3Z
Linker for activation of T cells
(LAT) LAT
T-B+NK+ Cadena alfa del receptor de la | IL7Ra
IL7
Deficiencia Coronina 1a CORO1A
T-B-NK- Deficiencia de ADA ADA
Deficiencia de PNP PNP
Hipoplasia pelo-cartilago (T- [ RMRP
B-/+NK+/-)
Deficiencia adenilato kinasa 2 | AK2
T-B-NK+ sin microcefalia Genes activadores de las | RAG1, RAG2
recombinasas 1/2
Artemis DCLRE1C
Deficiencia RAC2 ( RAC2
Ras-related C3 botulinum
toxin)
T-B-NK+ con microcefalia Deficiencia de | NHEJ1
Cernunnos/XLF
Deficiencia de DNA Ligasa 4 | DNALig4
Deficiencia de protein kinasa | PRKDC
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1.5. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO EN LOS PACIENTES CON ERRORES

INNATOS DE LA INMUNIDAD.

El abordaje diagndstico en los pacientes con Ell depende del tipo que se esté considerando (1,52).
En los EIl humorales el primer nivel consta de una cuantificacion de inmunoglobulinas (1gG, IgA,
IgM e IgE). En caso de un resultado repetido anormal el segundo nivel estd formado por la
respuesta vacunal y el estudio del compartimento B (linfocitos B de memoria de cambio de clase,
transicionales y CD21low). Adicionalmente deben excluirse las causas secundarias por pérdidas
(en contexto de enteropatia pierde-proteinas -mediante la cuantificacion de ol-antitripsina fecal-
u orina -proteinuria-) y las farmacoldgicas (fundamentalmente farmacos antiepilépticos y

esteroides) (53).

En los Ell celulares el primer nivel consta del estudio de poblaciones linfocitarias T, B y NK. El
paso siguiente es el estudio funcional mediante proliferacion linfocitaria, tras exposicion a
mitogenos (PHA, anti CD3/28, PMA+ionomicina). Los ensayos de fosforilacion o citometria de
flujo para la determinacion de la presencia de ciertas proteinas tanto de membrana como
intracelulares, deben realizarse cuando existe una sospecha diagnéstica concreta basada en los

estudios previos.

El tercer escalon diagnostico ha sido, tradicionalmente, el estudio molecular, si bien es dificil
diferenciarlo del segundo. Su objetivo es identificar cambios en la secuencia del DNA genomico
que produzcan cambios en el RNA mensajero y/o un defecto o ganancia de la funcién de la

proteina.

El defecto funcional y/o la ausencia de linfocitos T y B conducen a la ausencia de produccion de

anticuerpos y al riesgo de infecciones graves por virus, bacterias y hongos (54,55).
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A pesar de la diversidad genética, la presentacion clinica desde el punto de vista de la
susceptibilidad a infecciones de los pacientes con IDCG puede ser similar y las infecciones mas
frecuentes en estos pacientes se deben a microorganismos oportunistas: neumonia por
Pneumocystis jiroveci o CMV, aunque también por otros virus (adenovirus y/o herpesvirus)
(29,56,57). La presencia de infeccion activa en el momento de identificar el paciente como afecto
de IDCG o el diagnéstico tardio disminuyen significativamente la supervivencia (58). Sin
tratamiento definitivo del defecto monogénico, como el trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH) o la terapia génica para un espectro reducido de enfermedades dentro
de este grupo, la enfermedad es mortal (59). Por tanto, la IDCG supone un problema grave de
salud publica. Los estudios de coste-efectividad muestran un balance favorable al programa de
cribado neonatal para la IDCG (60). La experiencia en Reino Unido muestra resultados similares
desde otra perspectiva: en el periodo 1979-2008 se analizé la supervivencia (SV) de pacientes
pre-sintomaticos hermanos de nifios previamente diagnosticados de IDCG. La SV de la cohorte
de pacientes sintomaticos fue del 39,9% (mortalidad pre vs postrasplante del 35% y 39%,
respectivamente), mientras que la de los hermanos identificados en fase presintomatica fue del
90% (mortalidad pre vs postrasplante 1,7% y 8,4%, respectivamente) (61). Los datos de SV de
pacientes con IDCG trasplantados en periodo neonatal muestran una SV superior al 90% (62).
Dentro del grupo de las IDC de linfocitos T y B, destacan las inmunodeficiencias combinadas
profundas (IDCP), generalmente menos graves que la IDCG (63). Las IDCP pueden deberse a
mutaciones hipomorficas o reversiones somaticas en los genes cuyas mutaciones tipicamente
provocan IDCG vy se diagnostican en la infancia temprana, en la adolescencia e incluso en la
edad adulta. Cuando se manifiestan en la infancia, las IDCP deben diferenciarse de la IDCG. El

tratamiento de eleccion para la IDCG es el trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH).
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Sin embargo, el tratamiento de los pacientes con IDCP es controvertido, ya que la presentacion
de la inmunodeficiencia puede ser mucho menos grave. Estas variantes genéticas se suelen
asociar mas a desregulacion inmune que a susceptibilidad a infecciones y por eso se han
denominado también IDCG *“atipica”(64-66). Ademas, dentro de la IDCP también se incluyen
un grupo heterogéneo de inmunodeficiencias no definidas genéticamente en algunos pacientes,
por lo que las decisiones terapéuticas son mucho mas dificiles de tomar. Un porcentaje
importante de estos pacientes tienen un riesgo elevado de infeccion grave y de padecer
desregulacion inmune severa. Es en estos pacientes donde el TPH debe considerarse de modo
individualizado. Tanto en el caso de IDCG como de IDCP es deseable el conocimiento de la
alteracion molecular subyacente para mejorar el pronostico y la eleccion del tratamiento mas
adecuado puesto que aproximadamente el 50% de los pacientes con IDC, tanto pediatricos como

adultos, se trasplantan sin conocer el defecto genético (67,68).

En ocasiones, el desconocimiento del gen responsable de la inmunodeficiencia desestima el
TPH.(69) Laimplementacion del cribado neonatal mediante la deteccion de circulos de escision
del receptor del linfocito T (T-cell receptor excision circles, TRECs) en la prueba del talon
realizada conjuntamente con el resto de pruebas endocrino-metabdlicas a las 48 horas de vida

permite de un modo coste-efectivo el diagndstico y tratamiento precoz de este grupo de Ell (70).

1.6. DIAGNOSTICO MOLECULAR.

El diagndstico de confirmacion de un Ell se basa en el diagnostico molecular. Existen criterios
estandarizados ACMG implementados en Europa y Reino Unido para evaluar la patogenicidad

de las variantes encontradas (71-73).
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El diagnostico molecular de una enfermedad rara requiere hallar una variante que causa la
enfermedad (o variantes bialélicas en enfermedades autosomico recesivas). Un diagnostico
rapido y preciso es esencial para ofrecer un mejor cuidado para el paciente y su familia, pudiendo
potencialmente ofrecer un tratamiento dirigido o, en el peor de los escenarios, cuidados
paliativos en ausencia de enfermedad tratable. EI diagndstico con las nuevas técnicas rapidas de
secuenciacion masiva de genoma completo se puede conseguir en 2 dias para mas de 5430
enfermedades monogeénicas (74). Esto conlleva inherentes retos, como la correcta informacion
prondstica y la prediccion del riesgo de familiares, mas alla de las consecuencias terapeuticas
inmediatas para el paciente. Historicamente, el fenotipo clinico del paciente ha guiado los
estudios moleculares mediante secuenciacion directa o Sanger. Sin embargo, este abordaje

presenta 3 graves limitaciones:

1) El coste de secuenciacidn (en tiempo de analisis y consumo de reactivos)

2) La sensibilidad para la deteccion de mutaciones somaticas, especialmente cuando el
porcentaje de alelo mutado es inferior al 15-20%

3) Laincapacidad para detectar mosaicismos, con implicaciones de cara al consejo genético,

ya que estan presentes hasta en el 6% de casos de Ell (75).

Por contra, la secuenciacion masiva permite evaluar multiples genes en la misma prueba. En la
actualidad, se dispone de rutina de paneles de genes extensos (superiores a los 100 genes) vy el
diagnostico mediante secuenciacion de exoma completo para llegar al diagnéstico. En relacion
a la secuenciacion mediante genoma completo, la dificultad consiste en descifrar si alguna de las
variantes identificadas en un genoma concreto que puede contener hasta 4 millones de ellas, es
patogénica, ya que la mayoria son variantes normales cuya contribucién a un mayor o menor

riesgo a desarrollar una enfermedad multifactorial no se puede descartar por completo. Es
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frecuente la identificacion de variantes de significado incierto donde en algunos casos la

validacion inmunoldgica funcional es clave para realizar un diagnostico definitivo. El reanalisis

de las muestras obtenidas es Util para el diagndstico a medida que se identifican nuevas variantes

0 genes involucrados ademas de variantes estructurales (76). En la Tabla 2 podemos ver una

comparativa de las diversas técnicas de diagnostico molecular, con sus ventajas e inconvenientes

(22,23,77-79).

Tabla 2. Comparativa de las técnicas de diagndstico molecular mediante secuenciacién masiva

en comparacion con la secuenciacion clasica (secuenciacion directa o0 método de Sanger)

TECNICA SANGER PANELES GENES | WES WGS
FENOTIPO Claro Restringido Complejo Complejo
(si <100 genes)

REGION Codificante [ Codificante y | Codificante y | Codificante vy
y no | splicing restringida | splicing amplia no codificante
codificante

PROFUNDIDAD | - > 500x > 50-100x > 30x

VARIANTES No detecta | Puede no detectar | Subdptimo para | Cualquier tipo
baja variantes analisis de | variante
frecuencia estructurales variacion numero

(del/dup) copias

COMPLEJIDAD | +/- + ++ ++++

ANALISIS

COSTE ++ + ++ ++++
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En este sentido, se describen diversos tipos de variantes patogénicas no silenciosas: cambio de
nucleotido que provoca un cambio de aminoacido, cambio de nucleotido que codifica para codon
STOP, inserciones, deleciones, duplicaciones, cambio del marco de lectura, expansiones de
repeticion. Las variantes silenciosas (sinénimas) pueden no ser tan silenciosas y generar nuevos
sitios cripticos de splicing que trunquen una proteina (80-82), tal y como se muestra en uno de

los pacientes descritos en este trabajo con una mutacion sinénima en NFKB1(82).

La rentabilidad diagnostica es mayor en los defectos de inmunidad innata en comparacién con los
de la inmunidad adaptativa. Dentro de estos ultimos, los que presentan menor tasa de diagnostico
son los defectos predominantemente de anticuerpos. Si comparamos el grupo de pacientes que
presentan autoinmunidad o linfoproliferacion benigna con los que manifiestan exclusivamente
infecciones de repeticion, la rentabilidad diagnostica es mayor en el primero de dichos
grupos(23). Los pacientes con inmunodeficiencias humorales constituyen el grupo en el que con
mas frecuencia el diagndstico queda sin cerrar. A diferencia de esto, las enfermedades por
desregulacién o que afectan a los neutréfilos son las que mas rentabilidad tienen (83). La tasa
diagnostica en pacientes tanto pediatricos como adultos mejora con el abordaje mediante
secuenciacion de genoma completo (84). El cribado neonatal de los Ell puede suponer el paso
inmediatamente anterior al uso rutinario de la secuenciacion por genoma completo. Esta idea, a
pesar de ser intuitivamente interesante, plantea retos técnicos (tiempo de andlisis, recursos
limitados) y éticos (cuestiones que se plantean los padres tales como ¢qué se diagnostica?,
¢cudndo se informa?, ¢quiero y/o debo ser informados de las enfermedades potenciales de mi

hijo/a? ¢y de las futuras?, entre otras cuestiones) (85).
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1.7. COMPLICACIONES DE LOS PACIENTES CON ERRORES INNATOS DE LA

INMUNIDAD:

En todas estas enfermedades debemos destacar caracteristicas comunes como la penetrancia
incompleta y la expresividad variable, que explican la heterogeneidad genotipica (diversos
genotipos causan un mismo fenotipo) y fenotipica (diversos fenotipos son causados por el mismo

defecto monogénico).

1.7.1. ERRORES INNATOS DE LA INMUNIDAD E INFECCIONES

Los pacientes con EIl presentan susceptibilidad a las infecciones por virus, bacterias, hongos y
parasitos. La edad a la que estas infecciones ocurren pueden permitir una sospecha precoz: en
IDC o IDCG la susceptibilidad es precoz a cualquier microorganismo, fundamentalmente virus
(citomegalovirus, herpesvirus o enterovirus) pero también bacterias (a traves de vias periféricas
o0 tras la pérdida de la barrera cutdnea como en el sindrome de Omenn) y la infeccion por

Pneumocystis jiroveci (86,87).

Los pacientes con inmunodeficiencias humorales presentan susceptibilidad a bacterias
encapsuladas, entre otras. Los pacientes con IDCV tienen aumento del riesgo de colonizacion
persistente por Helicobacter pylori unido a mayores tasas de reinfeccién (88,89). Dicha

susceptibilidad se expande a los parasitos (ej. Giardia lamblia) (90).

Los pacientes con enfermedad granulomatosa crénica (EGC) presentan infecciones graves y
precoces (edad media de 2 afios al inicio de los sintomas, media de edad al diagndstico de 3 afios)

(91).
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Los pacientes con defectos de la inmunidad innata padecen infecciones que se caracterizan por

alguno de los siguientes elementos:

Susceptibilidad a un microorganismo particular:

Las infecciones por bacterias encapsuladas son caracteristicas en pacientes con defectos
del sistema de complemento, siendo el mas frecuente la deficiencia del C2, aunque

proporcionalmente sea el grupo de EIl menos frecuente (el 2%).

En lo que se refiere a infecciones invasivas por S. pneumoniae se puede afirmar que hasta
el 50% de los sujetos no infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
pueden presentar alguin tipo de deficiencia humoral (92). Los pacientes con defectos
cuantitativos o cualitativos de neutrofilos exhiben particular susceptibilidad frente a
bacterias (ej: neutropenia severa congénita)(93) u hongos (enfermedad granulomatosa
cronica) (94). Las deficiencias en la inmunidad innata en el reconocimiento de virus
(TLR3, TLR7,TLR8, TLR9, IRF7, IRF9, TRAIF, TRAF6, MDA5) tienen una
susceptibilidad especial frente a virus, ya sea gripe (MDA5S) y/o herpesvirus (via de
reconocimiento endosomal TLR3)(95), de modo que todo paciente con encefalitis
herpética fuera del periodo neonatal debe considerarse sospechoso de padecer un defecto
monogénico en esta via hasta que se demuestre lo contrario (96). Desde el afio 1996 hasta
la actualidad, se han demostrado 19 genes de susceptibilidad a la denominada
susceptibilidad mendeliana a la infeccion por micobacterias (Mendelian Susceptibility to
Mycobacterial Disease, MSMD): CYBB, IFNGR1, IFNGR2, IFNG, IL12RB1, IL12B,
IL23R, IL12RB2, ISG15, IRF8, JAK1, NEMO, RORC, SPPL2A, STAT1, TBX21, TYK2,
USP18, ZNFX1 correspondiente al grupo VI de la IUIS, siendo los mas frecuentes los que

involucran a la IL12 y su receptor seguidos por el receptor del IFN-y (97-100). Dentro
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del grupo X de la IUIS, las fenocopias remedan defectos monogénicos: susceptibilidad a
micobacterias en el adulto (Ac frente a IFN-y), infecciones cutaneas recurrentes (Ac
antilL6), candidiasis mucocutanea cronica (Ac anti IL17 y/o IL22) (101), SARS-
COV2(102) o el virus de la gripe(103). La respuesta antiestafilococica puede estar
disminuida por una incapacidad del huésped del reconocimiento de la alfa toxina dentro

de la deficiencia de otulina (104).

Particularidad en la presentacién clinica: Los pacientes con defectos en el reconocimiento
inespecifico de bacterias extracelulares (S. aureus, S. pneumoniae, P. aeruginosa) como
sucede en los defectos de la via IRAK4/MyD88 se caracterizan por mostrar un retraso o
ausencia en la respuesta inflamatoria (reactantes de fase aguda, produccién de IL6 y
fiebre) (105).

La correlacién germen/huésped susceptible se puede resumir en la Tabla 3

Tabla 3. Correlacion germen con Ell

TIPO EIlI

GERMENES SUSCEPTIBLES

1. Combinadas

Virus, bacterias, parasitos y hongos

2. Humorales

Bacterias (encapsuladas o no),Mycoplasma,
Enterovirus, Aichivirus,Norovirus, parasitos
(G. lamblia)

3. Complemento

Bacterias encapsuladas, particularmente S.
pneumoniae y Neisseria spp

4. Neutréfilos

Bacterias intra y extracelulares. Hongos

5. Inmunidad innata
a. IRAK4/MyD88
b. STAT1LOF
c. STAT2LOF
d. EjeIL12/ IFN-y

S. aureus, P. aeruginosa, S. pneumoniae
Virus, hongos

Virus

Salmonella spp. Mycobacterium spp
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1.7.2. ERRORES INNATOS DE LA INMUNIDAD Y DESREGULACION

Los signos de alarma para sospechar Ell en condiciones de autoinmunidad multiple o precoz no
son tan conocidos. Particularmente, el riesgo de presentar un Ell es elevado en presencia de
anemia hemolitica autoinmune o de enfermedad inflamatoria intestinal de inicio precoz (riesgo
relativo de 830 y 40 respecto a la poblacion general, respectivamente)(106). Adicionalmente, las
citopenias en el contexto de las inmunodeficiencias son caracteristicamente mas refractarias al
tratamiento y condicionan mayor mortalidad (106). En relacion con lo anterior, se han descrito

patrones de desregulacion asociados a las inmunodeficiencias primarias (12).

Por tanto, es necesaria la formacion especifica para todos aquellos profesionales sanitarios que
pueden atender a un paciente con un Ell y asi permitir un diagndstico precoz y un tratamiento

adecuado.
Varios mecanismos justifican las citopenias en los pacientes con EII:
1) Autoinmunidad:

Celular: IDC (WAS vy variantes) (107,108), ZAP70 (109), RASGRP (110), TPP2 (111),

STAT1 GOF, STAT3 GOF, STAT5b)(112).

Humoral: IDCV-like (deficiencia LRBA,CTLA4 y APDS1/2) (34,113), sindrome de

Good.

2) Desregulacion inmune: IPEX (114), HLH primario (115), NLRC4 (116), Albinismo
oculocutaneo con inmunodeficiencia (Sindrome de Chediak Higashi, Sindrome de
Griscelli tipo 2, Sindrome de Hermansky Pudlak) (117).

3) Fallo medular:(118) GATA2, IKZF1, TLR8, Neutropenia severa congenita, Disqueratosis

congénita, Disgenesia reticular, SAMDY/L, Displasias 0seas con inmunodeficiencia
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4)

(Hipoplasia pelo-cartilago, Schimke, EXTL3, Sindrome otocervical tipo 2), Sindrome de
Shwachman-Diamond.
Mielosupresion (Secundaria a infeccion viral, Nutricional, Farmacoldgica o Mielokatexis

“WHIM-)(119,120).

Desde el punto de vista practico, existen alteraciones de laboratorio a modo de patrones

(Linfopenia/Linfocitosis, Neutropenia/Neutrofilia, Monocitosis/Monocitopenia, Trombopenia),

gue obligan a considerar diversos Ell:

1)

2)

3)

Linfopenia. Cabe destacar, respecto a lo anteriormente referido, que en todo lactante el
hallazgo de un recuento < 2500 linfocitos/microL obliga a descartar una IDC(G) (121).
Linfocitosis, Se asocia de modo infrecuente a IDP, excepto en el caso de sindrome de
Omenn (122). Puede presentarse en el contexto de una leucemia de linfocitos grandes
granulares (LGL) (123), tipicamente en el adulto (ocasionalmente presente en pacientes
con fallo medular) y que produce una IDS (124). Dentro de las IDPs, los defectos del
complejo CARD11-BCL10-MALT1 producen IDC con linfocitosis (125).
Ocasionalmente en IkBa GOF puede producirse (126).
Neutropenia. Se clasifica en Leve: 1000-1500 /microL, Moderada 500-999 /microL o
Grave < 500 /microL. Las causas pueden ser:

a) Fallo medular: Neutropenia severa congénita (127), GATA2 (128), disgenesia

reticular (129).
b) Inmunodeficiencias celulares
c) Neutropenia asociada al cromosoma X: N-WASP (WAS) (130).

d) Deficiencia de CD40 ligando (131).
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e) Deficiencia de Moesina (132).

f) Deficiencia de CARD11 (133).

g) IDP humorales: Deficiencia de BTK (enfermedad de Bruton).(134) Puede
presentarse en IDCV (y en general leve-moderada) (135).

h) Mixta: WHIM (120) DADA2 (136).

4) Neutrofilia. Es tipica de la deficiencia de adhesion leucocitaria, por defecto en la beta-2
integrina (CD18), necesaria para la transcitosis al foco inflamatorio desde el torrente
circulatorio. Los pacientes asplénicos (primaria -deficiencia de RPSA- (137) o secundaria)
pueden presentarla.

5) Monocitosis. Esta presente ocasionalmente en pacientes con IDCV del tipo de
desregulacion (LRBA,CTLA4) y en NFKB1. Es muy caracteristica de los sindromes
leucoproliferativos asociados a RAS (RALD)(138).

6) Monocitopenia. Se presenta en deficiencias de GATA2 (139), Moesina (140), SAMD9/L

(141), IRF8 (142).
7) Trombopenia. Puede ser mediada por diferentes mecanismos, incluyendo:
a) Autoinmunidad:
i)  Celulares /Combinadas:
(1) WAS y variantes (107,143-145).
(2) RASGRP (110), TPP2 (111), CATCH22q11 (146), ZAP70 (109)
,STAT1 GOF, STAT3 GOF (147), STAT5b, TET2 (148).
i)  Humoral (113): LRBA,(149) CTLA4, APDS1/2, NFKB1
b) Desregulacion (150): IPEX (114), ALPS/ALPS-like (151,152), ITK (153), CD27

(154),CD70 (155), HLH primario (116), NLRC4 (156).
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c) Fallo medular: GATA2, IKZF1, Disqueratosis congénita, Disgenesia reticular,
Displasias 6seas con inmunodeficiencia (Hipoplasia cartilago-pelo, SAMD9/L,
Schimke) (157).

d) Otras: WHIM (120).

Las citopenias refractarias pueden requerir tratamientos farmacolédgicos que conlleven el
desarrollo de una IDS (particularmente en la anemia hemolitica autoinmune por
anticuerpos calientes) por deplecion CD20+ (rituximab), donde el caracter primario o
secundario del defecto es dificil de determinar (158). Asi, un porcentaje variable de
pacientes presenta disminucion de IgM post-tratamiento (ademas de riesgo de
disminucion de 1gG). Tras el tratamiento con rituximab, los linfocitos B desaparecen (no
asi las células plasmaticas, CD138+, sensibles a la deplecién con bortezomib) (159). Es
esencial la cuantificacion de inmunoglobulinas previa a la deplecion CD20+ (160). La
clinica puede reaparecer coincidiendo con la repoblacion B, 6-12 meses tras la finalizacién
del tratamiento. La decision de tratamiento sustitutivo debe valorarse individualmente, en
base a la presencia de infecciones, hipogammaglobulinemia (IgG inferior a 400mg/dL) y

ausencia de respuestas vacunales (161).

Tras las citopenias autoinmunes, el mayor riesgo de Ell aparece en pacientes con enfermedad

inflamatoria intestinal de inicio precoz (Early Onset Inflammatory Bowel Disease, EO-1BD)

(106). La asociacion entre diarrea cronica y EIl es maltiple, ya que muchos EIll predisponen a

infecciones (con mas frecuencia los déficits humorales), problemas malabsortivos (por atrofia

intestinal, coexistencia de enfermedad celiaca, sobrecrecimiento bacteriano) o inflamatorios
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(como parte de un cuadro de enfermedad inflamatoria intestinal de la que se conocen en la

actualidad alrededor de 80 defectos monogénicos) (162,163).

La EO-1BD o de curso anormalmente térpido (fundamentalmente, aungque no de modo exclusivo,
en la edad pediatrica)(164) presenta un riesgo de asociacién con Ell en grado variable (mayor a
menor edad de presentacion, siendo cercano al 100% si el debut es neonatal). El algoritmo
diagnostico se muestra en la Figura 6. Conceptualmente existen dos grupos de EO-IBD, ya sea
por defectos en la barrera epitelial o por EIl (165). El reto diagnostico incluye la habitual
elevacion de los niveles de calprotectina (el marcador de inflamacion intestinal) en lactantes sanos
en comparacion con el escolar o adolescente (166). La identificacion precoz es obligada, ya que
muchos de estos EIll requieren inmunosupresion (con el riesgo de infecciones graves derivadas

del propio EIl)(167) o un trasplante de progenitores hematopoyéticos (168).
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Figura 6. Algoritmo diagnostico del abordaje del paciente con enfermedad inflamatoria

intestinal de inicio precoz o evolucion térpida.
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1.7.3. ERRORES INNATOS DE LA INMUNIDAD Y CANCER

Si bien los Ell se deben a variantes patogénicas de linea germinal en los genes anteriormente
referidos, recientemente se han descrito dichos Ell por variantes somaticas (169-171). Por contra
y aunque existen genes de predisposicion familiar al cancer, el resultado de la acumulacion de
variantes patogenicas somaticas conlleva el desarrollo de neoplasias tanto hematoldgicas como
de o6rgano soélido. La diferenciacion es dificil, ya que la interrelacién entre los genes que

predisponen a Ell y céncer es frecuente. (Figura 7).

NEOPLASIA

INFECCION ERROR INNATO
-VIRAL (EBV,HPV) DE LA
-BACTERIANA

(H. pylori) INMUNIDAD

Figura 7. La contribucion necesaria del Ell y la infeccion viral persistente condicionan la

aparicion del cancer.

En el caso de las infecciones cronicas por virus, los dos principales agentes involucrados son el

VEB y el VPH. La infeccion cronica se asocia a diversas neoplasias, como se resume en la Tabla
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4a, pero no siempre la asociacion neoplasia-Ell estd determinado por la presencia de infeccion.

La asociacion neoplasia-Ell se muestra en la Tabla 4b.

Tabla 4a. Neoplasias asociadas a infecciones

NEOPLASIA ASOCIADA A INFECCIONES EN ElI

STKA4

DOCKS8

LAD-I

IL2RG/JAK3

Ataxia telangiectasia
Deficiencia de CD28
Sindrome Netherton

NEMO

IDCG

Sindrome de Wiskott—Aldrich
Inmunodeficiencias secundarias

CTPS1, ITK,
MAGT1, RASGRP1,
STK4,
SH2D1A/XIAP,
GATA2*CARMIL2*

GERMEN HPV (Cérvix, piel) (172) (173) VEB (174) (175) H. pylori (176)
(Tumor musculo | (Adenocarcinoma
liso*, linfoma) gastrico, VIPoma)

ERROR WHIM APDS IDCV

INNATO Epidermodisplasia verruciformis | TNFRSF9, CD27,

INMUNIDAD | GATA2 CD70, CORO1A,
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Tabla 4b. Asociacion infeccién, inmunodeficiencia y cancer

NEOPLASIA

Ell (177)

Leucemia Mieloide Aguda

GATAZ2,(170,178) SAMDOY/L,(179) Defectos
reparacion DNA, telomeropatias (180)

Leucemia Linfoblastica Aguda

CMMRD, telomeropatias, TCF3 (181)

Linfoma Hodgkin

ADA?2 (182)

Linfoma No Hodgkin

IDCV,(183) APDS,(184) ALPS,
STAT3(185),TET2,(148) Defectos reparacion
DNA (186)

Tumores del espectro CMMRD: Glioma de
alto grado, adenocarcinoma de colon,
hepatocarcinoma, rabdomiosarcoma, Tumor
Wilms, neuroblastoma

CMMRD (187): MLH1, MSH2,MSH6, PMS2,
POLE

Colangiocarcinoma

CD40LG(188)

Carcinoma papilar tiroides

STAT3 (185)

Dermatofibrosarcoma protuberans

ADA, (189) ERCC2 (190)

Existen diversos mecanismos involucrados en la reparacion del DNA. La radiosensibilidad y el

defecto en la reparacion del DNA no es una caracteristica restringida a los defectos de reparacion

del NHEJ (191) (192). Dentro de las IDC, la radiosensibilidad est4 presente en otros defectos

monogénicos ademas de los defectos de reparacion del DNA, como la deficiencia de ARPC1B

(193). Incluso los pacientes con IDCV muestran radiosensibilidad cromosomica en los ensayos

de reparacion en ciclo celular (G2 y G0) comparado con sujetos sanos (194,195). Por tanto, ya

sea por un defecto humoral o celular debe limitarse la exposicion radioldgica a las pruebas

estrictamente necesarias y sustituirlas por técnicas libres de irradiacion siempre que sea posible

(196).
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1.8. TRATAMIENTO DE SOPORTE.
1.8.1. Profilaxis antibidtica

Los pacientes con Ell humorales deben recibir en las agudizaciones respiratorias tratamiento
antimicrobiano sin demora. EIl retraso en la administracion de antibioterapia se asocia a dafio
estructural (bronquiectasias) (197). El empleo de profilaxis antibiotica en las deficiencias
humorales es controvertido, por el riesgo de desarrollar resistencias antimicrobianas. Sin
embargo, algunos grupos han mostrado resultados positivos con su uso. En las formas menores
de deficiencia de anticuerpos, la deficiencia especifica de anticuerpos, un ensayo aleatorizado
reciente muestra que no hay mejora significativa al afiadir tratamiento sustitutivo a la profilaxis
habitual (198). En cualquier caso, cuando la produccién de IgG residual es menor
(agammaglobulinemia o IDCV) el consenso sobre el empleo de profilaxis antibidtica reside en su
empleo individualizado y restringido a pacientes con infecciones de repeticion (habitualmente
més de 3 al afio), a pesar de un tratamiento sustitutivo correcto (199). En los pacientes con
deficiencias combinadas, en presencia de linfopenia CD4 grave o diagndstico molecular de
IDC(G) debe instaurarse  profilaxis frente a  Pneumocystis  jiroveci  con
trimetroprim/sulfametoxazol 1-3 dias en semana a 5-10mg/kg/dia, en diferentes pautas con
similar eficacia (200).

1.8.2. Vacunacion en el paciente con EllI

Los pacientes con Ell deben ser vacunados segun su susceptibilidad individual teniendo en cuenta
que ciertas inmunizaciones pueden estar contraindicadas o directamente no ser eficaces (201). Se
recomienda evitar la exposicion a los potenciales patogenos en la medida de los posible. Los

pacientes con agammaglobulinemia o con defectos celulares graves (IDCG) no deben recibir

vacunas de virus vivos atenuados. La administracion de vacunas basadas en tecnologia de mRNA
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es controvertida en los pacientes con interferonopatias por el riesgo tedrico de desencadenar
brotes (202). El resto de vacunas se pueden administrar, aunque es controvertido porque la
eficacia puede estar disminuida o muy disminuida. En los pacientes con inmunodeficiencias
celulares moderadas (ej. Sindrome de Wiskott-Aldrich) una alternativa para la vacunacion con
virus vivos atenuados es administrar en primer lugar la vacuna antivaricela, donde se puede
administrar aciclovir (endovenoso si fuera necesario con la aparicion de clinica relevante) y, en
ausencia de eventos adversos, administrar la vacuna de la triple virica (sarampion, rubeola,
parotiditis) en un segundo tiempo. Esto es particularmente relevante para inmunodeficiencias
combinadas o de desregulacion que pueden requerir tratamiento inmunosupresor (ej. JAKinibs en
pacientes con STAT3 GOF o sirolimus en ALPS)(203,204) donde la suspension transitoria del
tratamiento inmunosupresor puede permitir la vacunacion y conseguir una adecuada produccion
de anticuerpos protectores (205). Todos los pacientes deben recibir vacunacion antigripal anual
(en IDCV se consigue produccion de anticuerpos entre el 29 y el 86% de los pacientes),

recomendacion extensible a sus convivientes (206).
1.8.3. Tratamiento sustitutivo con gammaglobulina inespecifica

Los pacientes con un defecto de produccién de anticuerpos ya sea por un defecto humoral o un
defecto combinado deben recibir tratamiento sustitutivo con gammaglobulina inespecifica. La
administracion exdgena de gammaglobulina disminuye el riesgo de infecciones de repeticion
(207). Este tratamiento se emple6 por primera vez por Ogden Bruton, pediatra del Walter Reed
Hospital (Maryland, Bethesda, EEUU) en 1952 en un vardn de 8 afios; este nifio habia presentado,
en los 4 afios previos, 19 sepsis por enfermedad neumocdcica invasiva en ausencia de capacidad
de produccion de anticuerpos frente a S. pneumoniae. Desde la instauracion del tratamiento

sustitutivo con 3,2 gramos de gammaglobulina al mes via subcutanea no volvié a presentar
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infecciones durante los siguientes 14 meses (208). Durante varias décadas se empled el
tratamiento sustitutivo por via intramuscular (IM) hasta principios de los afios 90; el motivo de
ello fue que el profesor Janeway recibio una infusion intravenosa en los afios 70. Al experimentar
anafilaxia con la primera infusion no se volvio a emplear esta via hasta 2 décadas despues) (209).
La via IM tiene desventajas como el dolor durante la administracion, el riesgo de infecciones
profundas y el escaso volumen infundido. En la primera década de los afios 2000 se generaliza el
uso de la via subcutanea, permitiendo una administracién semanal. Hasta mediados de la segunda
década del siglo XX la via de administracion preferencial fue la endovenosa, con efectos adversos
como cefalea, pérdida de eficacia a partir de la tercera semana (efecto “wear off”) (210),
reacciones infusionales y, en ocasiones, meningitis aséptica (211). Sin embargo, no es hasta 2014
que se aprueba por los organismos reguladores la inmunoglobulina subcutanea facilitada con
hialuronidasa recombinante, que permite la administracion de grandes volimenes de medicacion
(700ml) por cada punto de infusion a altas velocidades (300ml/h) en un solo punto de infusion.
Con esta via los pacientes presentan efectos adversos locales leves pero no presentan -excepto
una minoria de ellos- los efectos adversos sistémicos anteriormente referidos. Los estudios sobre
la preferencia del paciente, sobrecarga por el tratamiento y calidad de vida muestran que, como
norma general (y a igualdad de eficacia), los pacientes prefieren la administracion en su domicilio,
en un solo punto de infusion y con una periodicidad mensual (212). El objetivo del tratamiento
es mantener al paciente libre de infecciones respiratorias recurrentes, con una dosis orientativa
entre 400 y 600 mg/kg y mes (213). Si bien cada paciente presenta un nivel por debajo del cual
puede presentar infecciones recurrentes se considera que, en ausencia de patologia pulmonar

cronica, unos niveles de 1gG valle alrededor de 700 mg/dL son adecuados (214).
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1.8.4. Terapias celulares: TPH y Terapia genica.

Durante décadas, el tratamiento definitivo para los EIl mas graves ha sido el TPH, cuyas
indicaciones se resumen en la Tabla 5. Los avances en el campo de la terapia génica permiten
ofrecen alternativas al TPH para ciertos pacientes con Ell, con vectores lentivirales seguros y
eficaces (cuyo uso esta ampliamente extendido para la deficiencia de cadena gamma comun,
deficiencia de ADA y sindrome de Wiskott Aldrich dentro del grupo de inmunodeficiencias

combinadas) (215).

Tabla 5. Resumen de las indicaciones de TPH. Adaptado de (216)

OBJETIVO ERROR CONGENITO INMUNIDAD
DEL TPH

Curativo IDC, IDCG, EGC, DOCK2, DOCKS, IPEX, WIP, ARPC1B, CD40L, XLP1,
XLP2, APDS, HLA clase Il, STAT3 LOF, CTLA4, LRBA, HLHp, GATA2,
RAB27A, LAD1, Disgenesia reticular.

Parcialmente Hipoplasia pelo-cartilago, PGM3, STAT1 y STAT3 GOF, Neutropenia
curativo severa congénita, ADA2, C1Q, CD25, IL10/IL10R, defectos reparacion
DNA doble cadena.

Controvertido IDCV, agammaglobulinemia, otras deficiencias complemento, sindrome
CATCH22 completo, Deficiencia IKBA, NEMO.

1.9. Novedades descritas desde la publicacion de los articulos de este trabajo

Desde la publicacién de los articulos contenidos en este trabajo ha habido algunos avances en los
Ell considerados: Desde el punto de vista diagnostico las técnicas de secuenciacion masiva se
han impuesto de un modo definitivo a la secuenciacion clasica independientemente de un

fenotipo clinico o inmunologico.

1. APDS: El fenotipo se expande con la contribucion de cohortes, como la irani que incluye

6 pacientes con APDS1 y 9 pacientes con APDS2, donde se observa mayor mortalidad en
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este Ultimo grupo (66,7%) (217). Es necesario considerar este Ell incluso en el adulto
joven (218). Se encuentran en fase temprana de ensayo clinico (fase 1) otros inhibidores
especificos, como seletalisib o leniolisib en fase 11/111(219). En el sindrome APDS2 se ha
empleado con éxito el uso de JAKinibs (Tofacitinib) para la artritis (220). Como
tratamiento definitivo el TPH en un estudio retrospectivo de 57 pacientes demuestra una
supervivencia a 2 afios del 86% con reversion del fenotipo en el 96% de los pacientes
(221). La generacion de iPSCs son una estrategia preliminar de cara a la aproximacion
mediante terapia génica para este sindrome (222).

NFKB1: La deficiencia de NFKB1 presenta gran variabilidad fenotipica (29). Se ha
descrito aisladamente un paciente con variantes patogénicas confirmadas funcionalmente
tanto en NFKB1 como en PIK3R1 (223). En un trabajo reciente se muestra que para un
gran numero de variantes previamente descritas como patogenicas no se ha podido
demostrar la deficiencia de NFKB1 desde el punto de vista bioquimico (224). No ha
habido avances terapéuticos en este ElI.

Cernunnos/XLF: En una revision reciente de la literatura se ha identificado el fallo de
medro y la microcefalia en el 81,6% y el 77,6% de los pacientes, respectivamente (225).
Se ha evidenciado que los pacientes pueden presentar diversidad normal del repertorio
TCR y BCR (226). Ocasionalmente se ha descrito la reversion de la monosomia del 7
como dato de sindrome mielodisplasico en un paciente no trasplantado tras 20 afios de
seguimiento (227). Desde el punto de vista diagnostico una aproximacion es el ensayo
PROMIDISa que consiste en la evaluacion por NGS del reordenamiento del TCRa,
alterado en los defectos de reparacion del NHEJ (191). La citometria de flujo es util para

el diagndstico de todos los defectos de reparacion del NHEJ conocidos excepto para
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algunos casos de deficiencia de Artemis (228). El desarrollo de inhibidores de las quinasas
relacionadas con la 3 quinasa no fosfatidilinositol (no PIKK) de otros miembros del NHEJ
puede permitir un abordaje farmacoldgico de los defectos en NHEJ (229). La sociedad
europea de inmunodeficiencias (ESID) junto con el grupo de trasplante ha publicado guias

especificas de TPH en Ell, incluyendo los defectos de reparacion del DNA (230).

En este trabajo se han estudiado pacientes sin diagnéstico molecular. Este tipo de estudios
fortalecen el conocimiento sobre enfermedades de baja frecuencia en la poblacion (raras) como
son los Ell. Lo anterior permite conocer las moléculas y vias de activacion del sistema inmune
cuya integridad es necesaria para su correcto funcionamiento, permitiendo un tratamiento

personalizado en estos pacientes con medicina de precision.(231)
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2. OBJETIVOS

La identificacion precoz del diagnostico molecular en IDP permite un tratamiento dirigido en
pacientes afectos, tanto de deficiencias celulares como humorales o de desregulacion. Dicho
tratamiento disminuira la morbilidad y la mortalidad de estos pacientes mediante el tratamiento
general y dirigido a disminuir la morbilidad. Concretamente, la secuenciacion masiva de ADN
(Next generation sequencing, NGS) permitiria identificar pacientes con el mismo defecto

molecular e incluso con la misma mutacion y fenotipos clinicos diversos.

El objetivo principal de esta tesis es el estudio clinico, inmunolégico y molecular de IDP/EII del

grupo de IDC o IDCG.
Los objetivos secundarios son:

1.- Caracterizar clinica, inmunofenotipica y genéticamente pacientes con infecciones oportunistas
y evaluar si los pacientes presentan un fenotipo clinico novedoso de inmunodeficiencia

combinada.

2.- Profundizar en las bases moleculares de las IDP descritas y entender como afecta la alteracion
molecular a la actividad/funcionalidad de la proteina para mejorar el conocimiento de la relacion

genotipo-fenotipo y la historia natural de estas enfermedades.

3.- Identificar las causas de la variabilidad fenotipica de los pacientes con defectos de reparacion

del DNA e idénticas mutaciones

4.- Evaluar la contribucion del abordaje multidisciplinar realizado mediante estudios de
citometria de flujo, y la decision de realizar o no un trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Evaluar el impacto de dichas medidas.
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Background: MF-xB1 iz a master regulator of both acquired and innate responses.
NFKBT loss-of-function mutations elicit a wide climical phenotype with asymptomatic
individualz at one end of the spectum and patients with common vanable
immunodeficiency, combined immunodeficiency or autoinflarmmation at the other.
Impaiment of acguired and innate mmunity and disseminated Mycobacterum
genavense infection expands the clinical and immunological phenotype of NF-kB1
deficiency.

QObjective: Functional and molecular characterization of a patient with a novel phenotype
of NF-kB1 deficiency.

Methods: Circulating T, B, dendritic cell subsets and innate or unconventional T-cells
were guantified. The cytoline production in stimulsted whole blood samples was
assessed and molecular characterization by next generation sequencing and gene
expression azsays were also performed.

Results: We report a patient presenting with features of combined immunodeficiency
(D) and disseminated Mycobacternum genavense infection. Sequencing of genomic
OMA identified a novel synonymous mutstion (0. 705G = A) in NFKBT gene which
resulted in exon 8 skipping and haploinsuficency of the NF-xB1 subunit pS0. The
susceptibility to atypical mycobacterial infection has not been previously reported and
may be the result of a dendmtic cell deficiency. A selective deficiency of circulating
folicular helper T (cTFH) cells responsible for mediating the differentiation of naive B
cellz into memory and plasma cells was also present in the patient. | could affect the
maturation of innate or unconventional T cells where NF-xB1 could also be involved.
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Conclusion: These findings showed that the role of NF-kB1 in humans could be critical
for the development of acguired and innate mmunity and further highlights the role of
hurman T cells in anti-mycobactenal immunity.

Keywords: factor of kappa light polypeptide gene enhancer In B-cells 1, NFKB1 gene, primary Immunodeficlency,

common variable Im

dellan susceptiblity to mycobacterlal disease, Mycobsctenium

genavense, submucosal Wh&nﬂmmm histlocytosts

KEY POINTS

- The clinical spectrum of NF-xB1 deficiency in humans is
expanding and includes increased susceptibility to atypical
mycobacterial infection.

- Pleiotropic immune defects can be identified in conventional
and unconventional T compartment and dendritic cells,
recapitulating the phenotype of NF-xB1 deficiency.

INTRODUCTION

The nuclear factor kappa light-chain enhancer of activated B-cells
(NE-kB}) 15 a pleiotropic transcription factor present in almost
all cell types and represents the endpoint of a series of signal
transduction events initiated by a vast array of stimuli related
to many biological processes such as inflammation, apoptosis,
differentiation, cell growth, tumorigenesis, and immunity (1).
Mutations in several genes encoding molecules of the NF-«B
pathway have been associated with primary immunodeficiencies
(2) including new combined and antibody defects such as CARD-
BCL10-MALT1 (3) and NF-B2 {4), respectively.

Heterorygous mutations of NFKBI gene lead to
haploinsufficiency of NF-«Bl. It was initially described in
patients with common variable immunodeficiency (CVIDY) (5).
The presentation of NF-xBl deficiency has since expanded to
include more diverse immunologic phenotypes ranging from
combined immunodeficiency(CID} {6, 7) to autoinflammatory
disease (8, 9), broadening the clinical phenotype.

In this report, we present the clinical and immunological
phenotype of a family with a novel synonymous mutation in
NFKBI gene that affected the canonical splicing of the gene
resulting in skipping of exon 8 and reduced expression of the
NF-«B1 p105 and p50.

The patient suffered from disseminated Mycobacterium
genavense infection, due to a CID that affected his acquired
and innate immunity. Mycobacterium genavense is a relatively
new species of non-tuberculous mycobacterium  reported
to cause disseminated infections in primary and secondary
immunodeficiencies (ie., AIDS). We also studied two
asymptomatic mutation-carrying relatives without the clinical

phenotype.

Abbreviations: 1D, Combined immunodeficiency; MF-xBl, nuclear factor
of kappa light polypeptide gene enhancer in Bcells I; MSMD, Mendelian
susceptibility to mycobacterial disease; Igh, immunoglobulin G Iga,
n'mnunﬂg]d:ulu:l A; Ighd, irmnu.nng]dm]in M; IgE, im:mml:g]nbu]iu E PEMC,
perigheral blood mononoclear cell; PID, primary immunodeficiency; TRECs,
T-cell receptor rearrangement excision circles; KRECs, K-deleting recombination
excisian circles; MATIT cells, Mucosal associated invariant T cells.

METHODS

Immunophenotyping and Functional
Assays

Immunophenotyping was performed on peripheral blood for
the identification of T, B, NK, and dendritic cells (DCs).
Conjugated anti-human monoclonal antibodies are listed in
Supplementary Table 1. Flow cytometry data were collected
using a Beckman Coulter Navios cytometer and analyred
with Kaluza 1.5a software (Beckman Coulter, Indianapolis
IN, US).

Cytokines in stimulated whole blood were measured with
ProcartaPlex™ 25-plex Immunoassay (Thermo Fisher) using
Luminex®. Standard curves were constructed to interpolate
analytes using ProcartaPlex Analyst version 1.0. The mean of
technical duplicates was recorded.

NGS and Sanger Sequencing

Genomic DNA was extracted from EDTA blood samples
using the QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
MGS were done by targeted gene sequencing with an in-
house designed panel of 192 genes involved in primary
immunodeficiency  (PID)  (Ampliseq, Life Technologies)
(Supplementary Table 2} and by whole exome sequencing
(WES) in the trio family. WES was based on an [llumina
HiSeq2000 sequencing platform and an Agilent’s SureSelect
Target Enrichment System for 51 Mb. The reads were aligned
against the human reference genome hg38 using the Burrows-
Wheeler Alignment tool (BWA) (10). After reads mapping.
low-quality reads and PCR duplicates were removed and with
Picard Tools. For the variant calling process, different algorithms
were applied. including VarScan (11) and the Genome Analysis
Toolkit (GATK) (12). Python scripts were developed to combine
variants. Variants annotation was based on Ensembl and NCEI
databases.

Variants were filtered according to an autosomal dominant
inheritance model. It 15 shown a schematic overview of the
strategy used to filter varants through WES in order to identify
potentially causative mutations (see Supplementary Figure 1).

NFKB1 synonymous variant was confirmed by Sanger
sequencing. For DMA amplification, reactions were carried out
in 100 pL containing 5 U Tag DNA Polymerase (Perkin Elmer),
200pM dNTPs, 0.5 pM of each primer and 1 pg of genomic
DMA. Primers used for amplification of exon & of NFKBI gene
were: gNFKBIL intron? Forward 5: TTGGGCTTTATAAAA
GCATGEG, and gNFEBI intrond Reverse 5': GGCAGGGCTGGA
AGTCTATT. PCR conditions were as follows: one cycle of 5 min
at 95°C and 35 cycles of PCR (155 at 95°C, 305 at 58°C, and 40s
at 72°C), followed by 10min at 72°C for the final elongation.
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RMNA was extracted from peripheral blood lymphocytes from the
patient and their family members by using RNeasy plus mini kit
{Quiagen, Madrid, Spain). Reverse transcription was done on
0.5 pg of cytoplasmatic RNA, using a one-step RT-PCR method
(Invitrogene), by using specific primers for the reaction that
cover from exon 7 to exon 9 of NFEKBI gene. The primers used
were: NFKB1_mRNA ex7Forward 5-TTGAAACACTGGAAG
CACGA and NFEB1_mRNA ex®Reverse 3'-ATTTCCTCCCCT
CCAGTCAC. RT-PCR conditions were as follows: one cycle of
BT {20 min at 50°C followed by 5min at 95°C) and 35 cycles
of PCR (155 at 95°C, 30s at 57°C, and 505 at 72°C), followed
by 10min at 72°C for the final elongation. PCR products
were screened by direct cycle sequencing. Diouble-strand DMNA
templates were sequenced using the dideoxy chain-terminator
method of Sanger, with Applied Biosystems DyeDeoxy
terminators.

Gene Expression Assays

Gene expression was analyzed by real-ime PCR using a
TagMan Fast Universal PCR Master Mix and Tagman probes
(NFEKB1: Hs00765730-m1) {Thermo Fisher) im accordance
with the manufacturers instruction. GADPH was used as
the endogenous control, and the level of expression of
NFKBI of the patient, father and sibling were quantitatively
measured in duplicates relative to that in two different healthy

donors. Western blotting was done according to methods
described (5).

All experimental work was performed after written informed
consent  for  publication of clinical and Immunological
information of the patient was provided from his parents
and all adult participants. All human subject samples were
consented under protocols approved by the Institutional Review
Board (IRB) of our Institution. The study was approved by
the IRB at Hospital 12 de Octubre. The study fulfilled the IRB
standards for ethical conduct of research with human subjects.

Statistical Analysis

The phenotypic studies were performed on the patient, brother
and healthy donors at the age of 6.8 4 004, 10.75 £ 0.35, and 4.8 +
1.6 years (mean + 5I¥), respectively. Significant differences were
determined by using non-paired Student ¢-test (Prism; GraphPad
software, La Jolla, Calif). A p-value of = *0.05 **0.01, and
***0.001 were considered significant.

BESULTS
Case Presentation

A 7-years-old male born to non-consanguinecus Caucasian
parents presented to our center at the age of 8 months
with cutaneous lesions on his trunk Skin biopsy revealed

AGURE 1 | Clinkcal phenobype In a patient with MF-«31 daficiency: (A} Skin biopsy showing & dense calular inflirabe by Lengarhans cels. Magnification 200w
Hermetodin-aosin; (B) Skin biopsy with Langemarns celks Infirating epidenmis and subcutensous tesuss, positive to COTa. Magnification 200
mmunohistochemistny CO1e; §6) Panoremic view of bone mermow with many histiocytes with granuler cytoplasm. Magnification 40w« Inslde IMages: Nigh power view
of histincyles batwean hematopoietic cels. They were Ntensety posite with acid-sicohal iechnigues (Flanl Mietsen). Magnifcation 400 . Hematoain-ecsin end Jenl
Mletzan; (Df Penoramic view of duodenal biopey with vl shorenad and lamina propria expended by many grenular histiocytes thet stained posiive wih Ziehl Misisen
1o detect Acid-resistant bacil inskda). Magnification 200w . Hematmdin-ecein. nside Zehi-Mieisen. Magnification 200: [E) Post-conirest comnal TZ-walghted MAl of
the aboomen showing mesantary anhancamant. (F) Small bowel biopsy showing myantenc pleses win ymphoplesmaoctiold Mammatony caks. Megnification 200w
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Langerhans cell histiocytosis {LCH) (Figures 14,B). As the
disease progressed (cutaneous and mucosal disease), systemic
steroids were added achieving partial remission 3 months later.
Shortly thereafter he developed worsening anemia, fever, marked
hepatosplenomegaly, and oral ulcers. Radiographic skeletal
survey imaging revealed lytic lesions in skoll and tibia indicating
disease progression. Bone marrow aspirate and trephine biopsy
did not show infiltration. At this time. he was 18-months-old

and was treated according to protocol LCH-IV. Dhuring the
continuation phase he received clofarabine due to refractory
disease (13).

At the age of 3 years LCH was in remission and methotrexate
and mercaptopurine were started as maintenance therapy.
One month after starting treatment, he developed febrile

TABLE 1 | Immunoiogic features of the famiy.

Parametar Ref values Ref valuas Patient Slbling Father
10 yo) {adults) 3y o adutt
Lymphooyie inSful) 2.500-6,000 1,500-3,000 1,737 3,408 1,833
TCELS
COa+HremL (%) 1,400-4,300452-8H) 850-2,25062-81) 154188 2398710 1,321 (BE)
COa+ HLA-DRS ) 0-10 MA i 14 MA
CD3 TCRaf (%) B5-83 MA =] 84 MA
CO TCRaf + ONT (%) 0235 MA 0z 1.1 MA
CD3 TCRyé (%) 2-15 MA 1 5 MA
Co4+ nful [} BO0-2,500033-55 S00-1,450[2-59) 293[17) 1,12435 B1TH)
CO4+HCO45RAT CORT [Melva) (%) 42-82 20-62 188 B0.8 308
CO4+CO45RA - CORTH [CM) (%) 1530 15-35 82 205 na
CO4+HCO4SRA - CORT— [EM) (%) B-30 2040 743 7.8 355
CO4+CO45RATCORT— () (W) 04-4 04-5 o7 0ga ig
CO4+HCO4SRATCO3 1+ ) 4460 A 10 45 A
coa+ nful [} 4001, 40001734} 180-350(15-36) 1,283(74) 1,182435) 47B[24)
COEHCD4SRAT CORT Nelva) (%) 30-80 10-50 23 531 735
CDEHCD45RA - CORTY [CM) (3) 3-8 520 13 48 -]
COEHCO45RA - CORT— [EM) (%) 17-35 10-40 1.1 2.5 ard
CDEHCD45RATCORT- (TEMAA) (3 2-15 535 53 125 3.1
TRECS [n° Coples/ug DAY =10 MA &3 3z MA
TCELPROUFERATION
Unsimulatad 01,000 MA are =58 MA
PR fo.p.m.) 30,000 MA 240 31,187 MA
AnH-C03 fopam) 10,000 MA 1,098 10,484 MA
Ant-CO3+AntHCO28 [cpam) 30,000 A 3,148 32235 A
P4, + lonomicin jo.pum ) 35,000 MA T.BE2 30576 MA

COSE+COE- 0Pl (3) 100-B50{E-20) B0-450{4-27) a7[5 TIOELE 41B[1)
BOELLS
COlgt Nl %) 400-1 500(8-28) 100-E00E-20) 5203 2I5E.6 Z30[12)
cOfe+coeT %) 7-19 E-50 45 337 24
COTE+igD*+COeT— [Mae) T5-83 5058 s 534 753
COe+igD* Co2T+ [ME) 16T 312 o0g 18.3 13B
CO18+gD-Co2T+ [eSW) 4.5-20 1040 23 174 102
CO1E+CORBNIgh+ [XTransiions) 310 310 503 BE BE
Plasmabiests 055 068 04 4z 13
MAECS |n° Coplesfug DhA) =10 MA £3 14 MA
SERUMIMMUNOGLOBULINS MG/DL)
19 [mgfoL) B00-1,230 700-1,600 958 ET 1,310
134 (Mgl 30-200 TO-400 74 218 an4
IghA (gL S0-200 40730 ag 102 108
SPECIACANTIBODIES
195 va. PTIEUMOCOCCLS (Mgiol) 5.4 M e A M
19GE vaL PrIumocoocus (mgédl) w24 A ot MA HA
195 va. Tetanus toxoid LATIL 0.1 A 086 18 hA
195 e-HE=Ag =10 A Megatie A MA
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resistant bacilli identified as Mycobacterium  genavense by
PCR technigues (Figures 1C,D). The patient required four
intravenous antimycobacterial drugs (nfampin, ethambutol,
clarithromycin, and levofloxacin) at standard doses and
improved clinically. Follow-up biopsies taken from both
gut and bone marrow 1 year after starting specific therapy
demonstrated clearing of non-tuberculous mycobacterial bacilli.
The patient continued complaining of chronic abdominal pain
which was attributed to post-chemotherapy enteritis. Due to
the persistence of the pain an MRI was obtained (Figure 1E)

revealing sclerosing mesenteritis.  Systemic  corticosteronds
were then added. The patient developed severe protein-losing
enteropathy with malabsorption, becoming stercid-dependent
and requiring long-term parenteral nutrition. A mew gut biopsy
revealed chronic lymphocytic plexitis (Figure 1F). He had
prolonged shedding after viral infections (RSYV and norovirus,
both requiring specific treatment with ribavirin in both
cases).

Dhuring the last 2 years the patient has been asymptomatic and
free of infections. Anti-mycobacterial treatment was withdrawn
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represant the standand amor of e mean. F . 005, P «< 001, "F < 0.001.

FIGURE 3 | and COE T-cals N the patiant; It s eiso shown the dot piot of the tather and sibing (G} The patient showed reduced swiiched memony B-cels
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1 year ago without relapse. Currently, he is receiving oral
clarithromycin as secondary prophylaxis.

Immunologic and Genetic Profile of a

Family With NF-kB1 Deficiency

The clinical and immunological phenotype of a family with a
novel variant leading to splicing defect in NFKBI gene were
studied. The index patient suffered disseminated Mycobacterium
genavense infection due to a CII. The profile of the relatives
and proband are described in Table 1. None of them had been
vaccinated with BCG.

Immunophenotyping of the patient showed CD4, B
and NK cell lymphopenia at the age of 3 years. Serum
immunoglobuling were normal until he was five and a-
half-years-old. when decreasing Igls levels led to suspicion of a
primary immunodeficiency (Table 1; Fignre 2A).

A targeted-NGS  panel of 192 PIDY related genes
(Supplementary Table 2) revealed a heterozygous nucleotide
substitution in exon 8 of NFKBI (70506 = A) gene, not found
in gnomAD or 1,000 genomes databases, that was predicted to
be silent (p.Val235Val). No additional putative disease-causing
mutations were identified by whole exome sequencing {(WES)
(Supplemental Fignre 1). Sanger sequencing confirmed that
the patient inherited the variant in an autosomal dominant
fashion with variable penetrance from his father who is healthy.
The patient has an older healthy sibling, which also carries the
NFKB1 mutation (Figure 2B). We also evaluated the potential
functional impact of this mutation by assessing its influence
on gene splicing with several computational tools (data not
shown) (14), indicating that a cryptic donor splice site just
upstream of this mutation could be activated, which would result
in exon & skipping and assigned this variant as pathegenic. To
verify this prediction, we sequenced a NFKBI cDNA fragment
from exons 7 to 9, confirming an additional shorter product
{A159bp) that corresponded to exon & skipping (Figure 2C).
However, we cannot rule out that a deep intronic mutation
provokes exon 8 skipping. The skipping of exon & resulting in
an in-frame 53aa deletion (p.Asp191_Lys244delinsGlu) and p50
haploinsufficiency (5) has been previously reported.

NFKBI gene expression assays showed that the symptomatic
patient presented less WT transcripts than the other mutation
positive relatives (Figure 2ID). The mutated protein pl05SAExS
led to rapid degradation and to haploinsufficiency of the p50
protein (Figure 2E). These data confirmed that a heterozygous
germline synonymous mutation (g.Chr&103.500,171G = A;
p-Aspl91_Lys244delinsGlu) in NFKBI may be responsible for the
novel form of CID in this patient. Similar to other gene defects
with an impact on immune system control, NFEEI mutations
lack complete penetrance (15).

Impact of NFKB1 Mutation in Acquired

Immunity

The immunophenotype of the patient showed defective
thymopoiesis with reduced recent thymic emigrants and
T-cell receptor rearrangement excision circles (TRECS),
restricted T-cell repertoire, decreased naive and increased
effector phenotype in CD4 and CD8 T-cells, as well as an
impaired lymphoproliferative response to mitogens (Table 1;
Figures 3A,B). These findings could be related to a senescent
T-cell phenotype. Absolute counts and proportion of B-cells
were low, with decreased immunoglobulin serum concentrations
and absent vaccine responses to pneumccoccal polysaccharide
as well as to hepatitis A and B antigens prior to immunoglobulin
replacement therapy (Tablel and Figore 2A). The patient
had reduced switched memory EB-cells and KRECS and
expansion of transitional B cells (Figures 3C,1); Table 1). These
findings were consistent with a CID phenotype where NF-xB1
haploinsutficiency could also be imvolved.

hfferentiation of naive CD4 T-cells mto a specialized
memory CIDM4 T-cells named circulating follicular helper T
(cTFH) cells is essemtial to produce a subset with the most
efficient helpers for B-cell differentiation. In this context and
expanding the immunological phenotype of WF-xBl deficiency.
we have identified in this patient a cTFH deficiency with lacking
CD4TCXCR5T T-cells (Figure 3E). At the same time cTFH can
be divided into different subpopulations according to CCRE and
CXCR3 expression of CI4 T-cells and cytokine production. The
patient showed a low distribution of Thl7-like memory subset
(CD4CHCRSTCD45RA - CCREMCXCR3I™) cells, which are key
promaoters of immunoglobulin secretion (Fignre 3F). Moreover,
cIFH from the patient had an increased PIN expression in
comparison to healthy donors (Figure 3G).

Whole blood assays showed that Thl production (IFNy),
Thi17 (IL-17A, 1L-22) and B-cell helperTFH (IL-10)
cytokines were decreased in response to phytohemagglutinin
(PHA) in comparison with healthy donors and healthy
brother, according to the immunophenotype of the patient
(Figures 44-1D).

Impact of NFKB1 Mutation in Innate

Immunity
Analysis of patient’s PEMCs confirmed a severe deficiency of the
non-lymphoid (CD3-CD19-CD56-) HLA-DRT DCs (Figure 4E)
with normal pI3Cs and mDCs distribution. However, IL-12p70
and IL-12p40 production in response to LPS was preserved (data
not shown), probably due to the secretion of those cytokines by
monocytes.

TCRys and MAIT cells are innate or "unconventional™
T cells that recognize lipids, small-molecule metabolites,
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FIGURE 4 | and I IL- 10 production (B-cell helpenTFH cytokdne). All =amples were as=ayed In duplcate In two different experiments. () Deficlancy of dendritic cells
{DCs) (HLA-DRLUN), [F) COFHToRyst, end (G) mucosa-associated Invarent T (MAIT) T-cels (CO3H TCHAef Va7 2HCOIE1H) ks shown In the patient. The
companson In this fgure was done with age maichad healffty donors. Lines represent mean end bars represant the standerd emor of the mean. *F « 0U0S, ™F «
Q.01 Statistical compertsons wene parformead with unpalred Shudent i-tests, with significance defined as P-values "F . 0U05, P «< 001

and specially modified peptides and respond killing
target cells, releasing cytokines (IL-17, IL-22 and others)
and activating and regulating other cells of the immune
system (16). In this context, TCRyd and MAIT cells from
the patient were decreased in comparison to  healthy
controls  (Figures 4EG; Table 1). As previously shown,
the production of IL-17A and IL-22 cytokines were also
reduced in the patient in the context of a Th17 deficiency

(Figures 4B,C).

DISCUSSION

Mycobacterium  gemavenmse is a ubiguitous non-tuberculous
mycobacterium, first described as a human infection in the
19905 as a primary cause of fatal disseminated infection in
patients with AIDS (17). M. gemavense is also recognized
as an opportunistic pathogen in patients without HIV who
have secondary immunodeficiencies, including solid-organ
transplantation, hematopoietic  stem  cell transplantation
or immunosuppressive  therapy (18). In this report, we
describe a novel severe disseminated Mycobacterium genavense
infection in a patient with NF-xBl deficiency. LCH and
the immunosuppressive treatments received by the patient
initially led us to suspect & secondary immunodeficiency.
However, the long-term CID' finally made us consider a
primary immunodeficiency. The two greatest decreases in
naive CD4TCCR7TCIMSRAT lymphocytes were secondary
to chemotherapy at 3 years of age and due to protein-losing
enteropathy at age 5 years, respectively (Supplementary Figure 2
and Supplementary Table 3). Previous reports of patients
with the same molecular defect only showed a mild to
moderate clinical and immunological impairment (19). The
condition could partially resemble mendelian susceptibility
to mycobacterial disease (MSMD), but mutations in MSMID
genes and congenital defects of phagocyte number or function
(20} were ruled out. It is well-known that a number of
PIDs as well as the MSMD group share the susceptibility to
mycobacterial disease due to lack of IFNy production. Mot
surprisingly, our patient has decreased [FMy production {21).
Finally, NG% confirmed a NF-kBl deficiency. It is likely that
this immunophenotype was due to NF-«Bl deficiency in a
patient with LCH and its sequelae. During the last 2 years
the patient has been asymptomatic and free of infections.
Anti-mycobacterial treatment was withdrawn 1 year ago
without relapse. Despite these facts, the immunological
phenotype of the patient was maintained over time (for full
correlation between clinical and immunological phenotype, see
Supplementary Table 3).

Several findings highlight that interactions between dendntic
cells (DCs), CDM47T T-cells and B-cells are required for TFH
formation (22}, As in this case, the deficiency of DM s and

the impairment of T- and B-compartment could produce a
severe decrease of cTFH cells. These cells are responsible for
mediating the differentiation of naive B cells into memory
cells and plasma cells, thereby providing effective humoral
immunity against T-dependent antigens. For this reason,
cTFH cells are used as a biomarker for dysfunctional humaoral
immunity (both immunodeficiency and autoimmunity).
A wide spectrum of primary immunodeficiencies due to
mutations in CD40LG, [COS5 BTK, and STAT3 associate
with TFH deficiency (23). A full comparison across
PIDs with a putative TFH defect is summarized in
Supplementary Table 4. where 5TAT3 LOF recapitulates
the findings also found in our patient with NF-xB1 deficiency.
NF-xBl deficiency in humans could also have a critical role in
TFH pathophysiology as it has been demonstrated in murine
madels (24).

It 15 well-known that patients with DC deficiencies are
prone to mycobacterial infections due to pDCs (GATAZ)
or mDCs (IRF8) depletion, related to its ability to present
mycobacterial lipid or viral antigens. respectively (23). [MCs are
specialized antigen-presenting cells {APCs), positioned within
the immune system to bridge innate and adaptive immunity.
In this case, it would be difficult to know whether DC
deficiency had any role in the dissemination of M. genavense
infection becanse IL-12 production was conserved in the
patient; it could be hypothesized, however, that DC deficiency
precluded the interplay with other immune cells, including
B and WK lymphocytes and innate immunity (26). In this
context, circulating MAIT cells correlate significantly with the
number of switched memory B cells in CVID patients and
require B cells for their development. In addition, MAIT cells
are involved in antimycobacterial immunity although it is
not known whether they possess B cell helper functions (27,
28). While the source of the defect in innate-like T cells in
this case is unclear, it is possible that the markedly reduced
numbers of antigen presenting cells (DCs and B cells) could
produce an impaired development of MAIT and TCRy& T-
cells.

To summarize, NF-xB1 deficiency has a wide phenotypic

variation ranging from asymptomatic individuals to severe

autoinflaimmatory  symptoms mimicking Behcets disease
and inflaimmatory gastrointestinal diseases (9). Thus,
this synonymous NFKEI LOF  heterozygous mutation

produces a non-fully penetrant CID phenotype showing
predisposition to non-tuberculous mycobacterial infections.
This report illustrates the first case of a synonymous nucleotide
substitution in the coding region of NFKBEI gene that results
in abnormal splicing. MNext generation sequencing is an
important part of the immunologists toolbox and the need
to evaluate the biologic relevance of synonymous variants
will continue to mcrease (14, 29). Taken together, these data
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demonstrate a non-redundant role for NF-kB1 in regulating
acquired and inmate immunity in homan immune cells.
Development of non-tuberculows mycobacterial infection
deserves proper immune assessment consisting of T- and
B-cell compartments as well as DCs, MAIT and TCRyd
cells. The clinical phenotype of the patient to date has been
dominated by non-tuberculous mycobacterial infection instead
of CVID, as has been described in most cases of NF-«Bl
deficiency.
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CemunnozaXLF deficiency 1= a rare primary mmunodeficiency classiied within the
DMA repair defects. Patients present with severe growth retardation, microcephaly,
lymphopenia and increased cellular sensitvity to loniming radiation. Here, we descnbe
two unrelated cases with the same non-sense mutation in the NHEJST gene showing
significant differences in clinical presentation and immunological profile but a similar DNA
repar defect.

Keywords: ¥l F/Cernunnos, NHEJ1 mutation, DMA repalr, severs combined Im: daflclency, lymph
radiosensitive SCID [RS-SCID)

INTRODUCTION

Clinical Presentation and Laboratory Test Results
We report two patients harboring the same homozygous mutation in NHEI! gene. Strikingly, their
clinical phenotypes differed markedly. One presented with severe combined immunodeficiency
whereas the other only had isolated thrombocytopenia and macrocytosis. Clinical characteristics
are summarized in Table 1. Both patients presented severe lymphopenia: immunophenotyping
of Patient 1 (P1) showed severe T and B-cell lymphopenia and normal to elevated NK cells
(T~ B~NK' phenotype) in contrast to Patient 2 (P2) who presented a milder immunophenotype.
T-cell compartment also showed differences between the two patients: P1 had a more senescent
T-cell phenotype with increase in CD4t and CDAT effector memory (CCR7TCID45RA™) and
decrease naive and recent thymic emigrants (RTE) (CD4+CD45RA+CD31+) T cells and a higher
proportion of activated T-cells (CD3THLA-DR™) (Table 2). Of note, P1 had a severe decrease
in CDE+ population mimicking the one reported in ZAP70 or HLA dass | deficiencies among
patients with combined immunodeficiency/severe combined immunodeficiency.

B cells were severely reduced in both patients. The B-cell profile in P2 showed a normal
proportion of naive, unswitched memaory, switched memory, transitional, and plasmoblast B-cells.
Serum immunoglobulins were reduced in P1. Due to age limitation, specific antibody response was
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TABLE 1 | Ciinical featuras of the patients with CermunnosRLF deficiency.

P P2
ongin Caucasic Calcaskc
Conzanguinity ND Mo
Age Onset m am
Curent 1 yaar 10m. B year4m.
Cinical feafures Microoaphaly + +
Growth retergation + +
Facil dysmomphism - -
Addiional clinical ieabures Maunciogical maniestetions - -
Bone makommation - -
AutimeTnity - -
Cytopeniss - + Rrrombocytopent)
Infactions Fespiratory rect Infections +
Eactenal and oppartunistic Infaction - -
Liinary fract sbnormeltties - -
Ape Bt HECT 4.5m. end 8 months Ty 10m.
Cutcoma Status Alve and wel [FE5CT) Allve and well [HSCT)
only tested in P2, showing a specific antibody deficiency: Igl and METHODS
Ig(a2 levels ageinst pneumococcus antigen were reduced while Cell Culture

Ighs levels against tetanus toxoid antigen showed normal values
after vaccination. Regarding to the immunophenotype in T and
B-cells, P1 had very low TRECs and KRECs copies, whereas P2
had preserved levels (Table 2.

The clinical presentation and immunologic features of both
patients lead to suspicion of a primary immunodeficiency (PIDY).
Accordingly, an in house targeted NGS sequencing panel for
192 PID related genes (Table 3) was performed and revealed a
homozygous nucleotide substitution in exon 2 of NHEIT gene
(NM_024782, c.169C=T) that affects codon 57 and is predicted
to result in a severely truncated protein (p.R57X), this mutational
change has been previously described in two Cernunnos /XLF
defective patients similar to P2 patient displaying microcephaly
and slight lymphopenia (1-6). Sanger sequencing confirmed
the variants in the patients which were inherited in autosomal
recessive fashion from their healthy parents (Figure 1).

Increased semsitivity and decreased double strand breaks
(D5B)} rejoining to ionizing irradiation (IR) is a feature of
Cernunnos (XLF deficient cells. Accordingly, a cell-survival assay
revealed an increased IR sensitivity in fibroblasts from P2 similar
to that observed in LIG4-deficient fibroblasts (Fipgure ZA4). We
also analyze DSB rejoining in primary fibroblasts from both
patients (P1 and P2) by enumerating the rate of loss of yw-H24AX
foct following exposure to y-IR. The results showed impaired
DSE rejoining after treatment with y-irradiation and etoposide in
both patients (Figure 2ZB). These findings are in agreement with
previously published results in Cernunnos and LIG4-defective
patients (7).

Comparative testing of DMNA repair was also performed on T
cells from the second patient (P2). Upon exposure of PEMCs to
10 Gy, induction and resolution of DMA damage was measured
at various time points and a delayed kinetics of DNA repair were
observed in P2 compared to a healthy control {Figure 2B).

Primary fibroblasts were grown in mimmal essential medinm

(MEM) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), penicillin
and streptomycin.

Immunofluorescence and Antibodies

To characterize the repair capacity of the patient’s cells we scored
the in situ modification of the histone varant H2AX, which is
phosphorylated proximal to sites of DNA double-strand breaks.
The number of phosphorylated H2AX (yH2AX) foci in a nucleus
is reported to be directly proportional to the number of D&Es,
and de-phosphorylation coincides with DSE repair. Primary
skin fibroblasts were irradiated with lonizing rradiation (37 (5)
or treated with 20mM Etoposide for 1h. After the indicated
treatments, the slides were washed with PBS, fixed using 4%
formaldehyde for 10 min at room temperature and permeabilized
with 0.5% Triton X-100 for Smin. Cells were incubated with
primary antibedies for 1h, the slides were washed with PBS
and the bound antibodies were revealed by IgG Alexa fluor
antibodies {Invitrogen). Muclei were counterstained with DAPL,
and slides were mounted for immunofluorescence. Images were
taken with a fluorescent microscopy (£eiss Axiolmages.Al, Carl
Zeiss). In a single experiment at least 30 cells per sample were
counted.

Survival Assay

Prim skin fibroblasts  were irradiated with lonizing
radiation (1¥Cs). After irradiation, the cells were seeded
at a demsity of 1 x 10% celliml in T75 flasks in
triplicate. To  evaluate cell sensitvity to y-IR (1 and
3 Gy). adherent cells were trypsinized and counted 11 days
later.
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Parametar Refvalues (children) P P2
Lymprocyie n=ful) 2500-6000 ] ETR
TCELS
COG+ Nl %) 1400-4300 (52-84) &0 [7) B61 (75}
COG-+TCRED (%) a5-20 5 54
CO3+TCRyS (%) 215 1 16
COA+HLA-DAY (%) o0 22 7
COG+ TCRxACTIM-CO8- (%) 025 oz or
CO4+ nedul %) 1000-2500 [33-55) 537 304 (35)
04+ COASFA+HOCRT-+ MNave) [ an-E0 ad 454
CO4-+COMSRA-OCAT + [OM) [ 15-30 415 88
CO4-+COMSRA-OCAT— (BM) (%) B30 538 238
CO4-+COM5AA+HCCAT- [E] 4 044 04 180
CO4-+COMSRA+HCOE+ (%) 4460 g MO
COB+ e/l (3) AD0-1400 {1 7-54) &1} 264 [30)
COE+CDASRA-+HOCAT-+ Nake) ) a0-80 153 2.0
COE+CDMSRA—CCAT+ (OM) %) 378 162 45
COB+COMSRA-OCAT— (BM) (%) 17-40 505 16.7
COB+COMSRA-+HOCAT— [TEMAY) 3% 215 g a8
TRECS |coples/punch) =10 <10 50
MKCELLS
COSE+C03- noful () 100650 (2-20) &71 [B3) 191 1.7
BCELLS
CO18+ MFful (%) 4001500 [B-26) 0E 22 2.5}
COME+C02T+ (%) 7-18 %) az
CO18+ig0+C027- Suaive) 7569 D B3
CO18+0+CO2T + (%MZ) 2671 ND 14.0
CO18+p0-CO27+ FEW) 4520 %) 17.10
CO18+CO3ENIgH + (FeTrenstions) 310 D 13
Plasmabiests 056 %) 46
KAECS [coplesfpunch) =10 <10 0o
SERUMIMMUNOGLOBULINS [mg/al)
19G gL ED0-1230 448 TR
g [mgrdLy 30-200 18 BET
g i) S0-200 40 108
SPECIFICANTIBODIES
109G V. PTISUMOCOceLs (mghil) =54 %) 28
1962 vE. PReumococcys (mgidl) =24 D 038
19G va. Tetanus towokd pUATIL) =01 ND 2.10

Flow Cytometry

Proportions and lymphocyte count of T-, B-, and NE-cells were
determined in blood samples wsing conjugated mouse anti-
human monoclonal antibodies and data were collected by flow
cytometry using & Navios Cytometer (Beckman Coulter, Madrid,
Spain) and analyzed with Kaluza 1.5a software (Beckman Coulter,
Indianapaolis IN, US).

PBMCs from patient and healthy controls were irradiated
with 100Gy, fixed and stained for CD3, CDN9, and phospho-
histone H2AX. Mean fluorescence intensities (MFI) of vH2AX
were evaluated on gated CD3+ lymphocytes.

Immunoglobulins
Total serum immunoglobulins (Igh, IgA, IgM, and IgE) were
measured by nephelometry (Beckman Coulter, Madrid. Spain).

NGS and Sanger Sequencing

Genomic DMNA was extracted from EDTA whole blood using
a MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit (Roche,
Madrid, Spain). Missense NHEII mutation was identified by
targeted next-generation sequencing with an in-house designed
panel of 192 genes involved In primary mmmunodeficiencies
(PID} { Ampliseq, Thermo Fisher, Madrid, Spain) and confirmed
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TABLE 3 | Gena-pansl reisied bo PID.

ACT1 ADA ACDA AIRE A2 AP3ET AP3D1 ATM BCL10 BLNK BTK 03 CARD1 1 CAADS CASP10 CASPE CD127 CD19 CO20 C021 CD27 CO3D CO3E CD3G
COEZ Cods COTas CDTIE G081 CDhas CEBPE CECR1 CLECTA GOPA CORACMA CTLAY CTPE1 CTEC CHOR4 CYEA CYBE DOLAETC DKC1 DNMT3E
DOCHE DOCKE ELANE EVERT EVER2 FADD FOGRIA FOMN1 FOXPI GEPCE GATAZ GRI1 HAXT HOIL1 100S IFMGR1 IFNGRE IGHM IGLLT KARDS IKBEA
IKEKE KEBKG IL10 IL10RA IL1CRS IL123 IL129E61 IL12RE2 IL1TF IL1TRA ILITRC ILIRN ILZ1 IL218 IL2RA IL2RG ILT FAKS IRFE AFT IRFE ISG15 MG32 MK
JAGNT SR KINDZE KRAS LAMTORZ LCK LGS LPINZ LABA LYST MAGTT MALTT MAPZK 14 MCMA MEPY MHCITA MBE11 MET1 MK MYDEE NCF1 MCF2
NFKE1 NFKB2 MHEMH NHP2 NLACA NLRP12 MLREPI NODZ2 NOP1 0 NRAS ORAH pdOphox PGME PEZCD FIK3R1 PLOGEZ PMEZ PNP POLET PRF PREDC
PEMEE PETPIP1 PTPNE RABZTA RAGT RAGZ AFXS RFXANK FFXAP BLTPR AMPP BNF163 RORC ATEL1 SH2D1A SMAACAL1 57110 SPINKE STAT1 STATZ
STATI STATSE ST STX11 ETHERZ TAP1 TAPZ2 TAFEF TBK1 TCFZ TCNZ TERC TERT TINFZ TIRAF TLR3 TMEM1T3 TNFRSF 136 TNFASF 130 TMFASF1A
THNFRSFS TNFRZFE TNFEFS TMFEFE TRAFS THIF TRMT1 TTCTA TWEAK UINC 110 UINCH3D LNCE3EE1T UMNG VPSS WAS WIPF XIAP ¥ROC4 ZAPTD ZETE24

Father

Mother

Sibling 1

Sibling 2

P2

P2 (B}

FAGURE 1 | Pedigres end genomic saquence enalysis of NHEST gena. Genomic NHE!T DA seguenca showing c. 1E8C-T mutation and Family tree In F1 (&) and

EhueWT

by PCR and Sanger sequencing using an ABI PRISM 3130 genetic
analyzer.

TRECs and KRECs

TRECs, KRECs, and beta-actin {ACTE) copy numbers were
determined from dried blood spots (DBS, punches of 3.2 mm)
using triplex real-time quantitative polymerase chain reaction
(RT-PCR) (TIB MOLBIOL) and run in a Light Cycler 480 [T from
Roche Diagnostics.

Ethics Statement
The protocols of this study were approved by the Institutional
Review Board of Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid,

5pain) and written informed consent was obtained from

all subjects/caregivers in accordance with the Declaration of
Helsinki.

BACKGROUND

DMNA non-homologous end-joining (WHEJ) is the major DNA
double strand break ([}5B) reparr pathway in mammalian
cells. NHE] also functions during immune development
rejoining the programmed D5Bs introduced during W(IN]
recombination (7). Most of the patients deficient in NHE]
components display radiosensitivity and severe combined
immunodeficiency (SCIDY), a phenotype which has been called
radiosensitive SCID (BS-3CID). To date, mutations in five
genes encoding components of the NHE] pathway, LIG4
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(encoding DMA ligase IV), NHEM! (encoding Cernunnos),
PREDC {encoding DNA-PEes), DCLREIC (encoding Arternis),
and XRCC4 (encoding XRCC4) have been identified in
patients. Although RS-SCID represents the extreme phenotype,
radiosensitivity coupled with variable immunodeficiency
ranging from Omenn’s Syndrome to CII has been observed.
Additional features are also observed in some patients, including
microcephaly and severe growth delay. However, all of these

patients are at risk of malignancies, particularly lymphoma
(6).

History

Cernunnos, was identified through both cIINA complementation
of cells derived from a IR-sensitive immunodeficient patient
(1} and through a yeast two-hybrid screen for XRCC4-
interacting partners (#). Cernunnos is 2 homolog of Nejl,
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one of the NHE] factors identified in yeast (9, 10). Data
from several studies suggest that although Cernunnos may
not be strictly required for NHEL the loss of Cernunnos
does affect NHE] and interestingly DNA repair defect in these
patients is quite similar to that found in LIG4 syndrome
patients (11).

Review of Similar Cases

Cermunnos/XLF  defictency in human results in  extreme
sensitivity to IR, microcephaly, and growth retardation, but the
effect on the immune system is variable (1-4, 8). Mutations
in NHE/1 have been described previously in 27 patients
with clinical features comparable to LIG4 deficiencies. Of
contrast, XRCC4 deficiency shares the radiosensitivity and
neurclogical impairment but not overt immunodeficiency
(5, 12, 13).

Most of the Cermunnos/XLF deficient patients are
hypersensitive to IR and have a significant NHE] defect
{1, 14} similar to LIG4 deficiency, which belong to NHE] ligation
complex; immunodeficiency, however, is milder compared with
defects in WHE] factors involved in hairpin opening as Artemis
and DNA-PKes.

In this study, we reported two patients who present the same
¢.169C=T mutation in NHEI gene but different immunologic
features (Table Z). P2 presented with mild T lymphopenia,
hypersensitivity and NHE] repair defect, typical for patients
with Cernunnos/XLF defects (1. 5). On the other hand, P1
presented a more severe phenotype (T-B-); hypersensitivity
and MHE] repair defect, however, was similar to P2, These
findings indicate that patients with same NHEIT mutation and
DMNA repair defect may show great variability in the clinical
phenotype.

Patients with homozygous mutations (p.R178X) in NHEJT
gene have been previously reported. Two patients died at 1.5 and
4 years (1, 2), while another of the patients remains alive at the age
of 8 years (without HSCT) (5). However, none of these patients
presented the severe T lymphopenia observed in our first patient.

One explanation for the different degree of lymphopenia
found in Cernunnos-deficient patients (P1 and P2) might be the
existence of alternative DA repair proteins that only work to
repair M5Bz generated during lymphocyte development (3). Ithas
been described that RAG complex and Cernunnos functionally
overlap in the repair of DMA breaks during antigen receptor
assembly ensuring stabilization of DNA ends after DNA cleavage
by RAG (15). ATM and/or ATM-dependent DRR factors, as
53BP1, would contribute to the RAG-DSBE stabilization and
the recruitment of MHE] pathway proteins. Severely impaired
joining of RAG-generated D5Bs in cells that are deficient for
Cernunnos and either ATM, 53PEP1or HZAX has been ohserved
{16). Thus, genetic factors such as mutations or polymorphisms
in some of these proteins could affect the VI recombination
process and explain the severe T lymphopenia observed in P1. As
Cernunnos is not usually found in the context of a patient with a
SCID phenotype we cannot rule out a digenic cause (particularly
53BP1, as other VD] recombination genes were wild-type in our
panel).

DISCUSSION

Diagnosis and Treatment

The assignment of a timely and accurate diagnosis is of
paramount importance in the management of patients with
defects in DNA repair, as H53CT is the only curative therapy
available. Usnally the repair defect in these disorders is
assessed by iImmunofluorescence assays of irradiation-induced
v-H2AX foci using skin fibroblasts. Flow cytometry (FC)
can be applied as a rapid diagnostic tool for DNA repair
disorders (17, 18). Therefore, we have used flow cytometry to
analyze PBMCs from P2 and the results showed a DNA repair
defect similar to that obtained m skin fibroblasts {data not
shown) {19).

Hence, a high throughput, sensitive and reliable assay to
quantify y-H2ZAX foci in PBMCs isolated from blood samples
would be a valuable tool to dizgnose these patients and thus allow
HSCT without delay.

In addition, it would also be helpful in cancer patients to
individualize and to guide the dosing of jonizing radiation
(IR} and! or genotoxic agents to avoid accumulation of
cells with genomic instability that could accelerate camcer
development.

In the era of newborn screening an abnormal TREC assay
should be followed by MGS approach as Cernunnos/XLF
deficiency may present early in life as SCII), as other RS-
SCIDy defects (20). Since genetic diagnosis takes time, functional
radiosensitivity assays in peripheral blood may lead to the
correct diagnosis and avoid exposure to alkylating agents during
the conditioning regimen even in the absence of a genetic
diagnosis (21).

The patients presented in this work are alive and well
and both patients after undergeing HSCT. Of note, P2 has
survived to age 7 years. It has beem reported that the
Cernunnos/XLF deficient patients may survive the first years
of life, or even up to 18 years, without HSCT. However,
due to the comorbilities that these patients face, it is highly
recommended HSCT pre-emptively, rather than expect the
appearance of a malignant refractory disease disregarding the age
at diagnosis (21).

Given the extreme rarity of the disorder, the appearance
of two unrelated homosygous cases in non-consanguineous
family with the same mutation seems unlikely. Howewver, we
can offer three reasons to discard consanguinity in both
kindreds: First. Geographical: Both families are more than
450 km apart each other. Both kindreds deny any consanguinity
(even far) ties. Second, Molecular: HLA typing were done
in both families. It is shown HLA haplotypes generated
by segregation amalysis in both families: Family 1, Father:
A*30, B*18, DRB1*03 and A*02, B*40, DRB1*08; Mother:
A*ol, B*37, DEB1*13 and A®-, B*57, DREB1*07. Family 2.
Father: A*02, B*39, DRBI*11 and A*29, B*51, DRBI1*04;
Mother: A*11, B*40, DRB1*04 and A®11, B*07, DREI*15. In
conclusion, both families did not share any HLA haplotype
(Table 4). Third. No other mutations in PII) genes that associate
radiosensibility (LI(s4, PREDC, DCLREIC, ATM, RNF168) were
found.
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TABLE 4 | HLA typing In P1 end P2 familes.

HLA P1 Family P2 Familly
P Father Mather P2 Father Mother
HLA-A A1, AC30 A2, A'30 A'D1, AUl ATDE, AT AT2, A2 A1, AT
HLA-S B8, 837 818, 840 B°37, B'5T B°07, B30 839, 851 E'O7, B0
HLA-DREH DRE1*03, OAB1*13  DAS1'04,DRE1'0E  DABI'07, DRB13  DABI*14, DABI*iS  DRS174, DREE*11 CFE1*04, DRB1*S

CONCLUDING REMARKS

We report two unrelated cases diagnosed with Cernunnos/XLF
deficiency. Both patients showed a similar DNA repair defect
and increased cellular sensitivity to lonizing radiation as per in
vifro assays. However, clinical presentation and immunological
profile were extremely different. The first patient showed a
senescent phenotype with decreased TRECs, RTE and naive T-
cells counts suggesting that the sustained self-renewal of T-cell
pool was impaired, while P2 presented only a slight reduction in
T-cell counts as it has been reported in Cernunnos/XLF deficient
patients reported up to date with normal TRECs/KRECs and [gG
levels {22).
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Clinical ImpEcations

» PIE3RI-dominant mumtions can canse activared
phosphoinosiide 3-kirmse § syndrome type 2, which
may cause early onser and long-rerm disseminared
ahscesses due o Myeaplastna fudum even In the ahsence
of hyper-Igh-like phenoype.

T} THE EDITOR:

A V6-year-old gid with a Z-pear history of recurrent peritoneal
effision, which required perodic paracentesis, was admined o
ow instimon. She was bom of Caucasbin unrelaed parens
from Spain. She lived in a nonmeal ares with no contace with
farm animals. At the age of 6 yeas, she had an episode of knee
arthritis—which never recurred—and fise of muldple episodes
of skin abscesses. Her initikl immunological smdy evealed low
serum immunoglobulin levels (IgG <7.3 mg/dL, IgA <5.8 mg
dL, Ighd < 4.3 mg'dl; nomal range, 504- 1464 mg/dL, 27-195
mgldL, and 24-210 mg/dL, respecively) with low CD194 Bcell
count (1 cellfpl). Quantwative dihydmorhodamine Aow oro-
mettic asay on neutmphils was normal. She was diagnosed with
hypogammaglobulinemia, and mumdons in the genes invobed
in autosomal-recessive forms were wsted by Sanger sequencing
(MGHM, CO794, COFE, IGLLT; all sequences, however, were
wild rype. Shordy thereafter she presented with recurrent cervical
and right axillary fsrulizing abscesses thar required dminage and
multiple antibiotic couses induding amoxdcilin-davulanare,
azithomydin, cephalosporing, and  carbapenems with  or
withour comicosteroids (Figure 1, 4-C). Splenic absceses were
drained for the first dme ar the age of 14 yeas, Baceral, fungal,
and mycobacedum culumes were repeatedly negadve. With a
diagnosis of hypogimmaglobulinemia she was smrred on smn-
dard subcutneows immunoglobulin replicement therapy and
subcuraneous injections of IFMN-Y, because her conditon was
very poor and she and her parents refused hematopoietic stem
cell ransplanmdon.

Physical examination on admission confirmed sunred growth
(weight and height below the third percentle) and revealed
cutangous abscesses on her face and arms, right Asrulized axillaey

1786

lynphadenids, an enlarged liver (546 cm), and marked spleno-
megaly (see Figure E1, A.1-8, in this aride’s Online Reposiory
ar www jad-inpractice.org). A 10 x 15 cm elstic, painless mass
was noted on her back. A compurerized romogrphic scan and
magnetic resonance imaging disclosed a bige vereoperdoneal
ahscess thar displaced the left kidney. Percuaneous draimage and
sclernsis with aleohol and palidocanal instillaion was pediomed
by intervenrdonal radiology (Figue E1, 81-8).

Pus from retmperitoneal collecrion and from skin abscesses
was sent for direcr microscopic ecaminarion, Gram and aur-
amine smins, and bacrerial, fungal, and mycobacredum culmre,
Mo isolaion was obtained. 165 rRNA PCR-sequendng with
primers thar amplified ¥1-¥3 regions (=500 bp) was per
formed in both samples. The alignment analysis with the
Genbank darabase showed more than 99% similarity with
Mycoplasma faudum (NRO24983) (see Figure E2 in this ard-
de’s Online Repository ar www. jad-inpractice.org). Samples
were sent for culmre M faucium in specific medium (supple-
mented SP-4 medivm and supplemented FPLO Agar base) 1w
isolare it and o perform antibiogram, bur no growth was ob-
rined. Three more samples fom cumneous absceses were
obained 6, 18, and 19 months larer (the last one withow
antimicrohial thempy). They vielded identcal resule by 168
rRMNA PCR-sequendng,

Although the bacterium could not be visualied through mi-
croscopy nof cultured in the specific media, detection by 168
R MNA gene sequencing provides srrong evidence regarding the
e of this microorganism as the cansal agenr of the infeaion, s
the Bolation of this micoomganism fom absoes samples has
been previously reporved.’

Electro pherograms ohmined from 165 (RMNA gene sequencing
were clean, indicating the absence of addivional bacreria.

Combined antibiotic therapy (dosyordin plis levofooacin
was started. Three days larer curaneows abscesses sopped
draining and in 2 months all her skin lesions and the mewoper-
itoneal absoess were resolved. Splenic absoess was no longer acrive
after draimage, bur skin abscesses relapsed afier kevoflosacdn was
discontinued becanse of enthesitis development. Chronic infec-
tion remained stable under antibiotic combirmation therapy (2 of
dowyeydine, moxiflovacin and josamycdn) for the following 4
vears. Hematopoietic stem cell tmmsplintaion was dedined by
the patient and her parenis. Five vears after the scleratherapy the
patient was admimed o another insirurion with bacrerial
preumonia, developed respimory amest, and died. We cannor
mule our the development of antdmicmbial resisance or infection
by a noncovered pathogen.

Immunological screening of the patient showed T, B, and
namral killer cell lymphopenia (Table [) with reduced recem
thymic emigrans and increased effecror memory T4 T celks.
When an extended maive/memory T CD8-cel phenorype was
pedormed, an incrmsed CDE T-cell number affecing mainly
effecton’ memaory T CDE cells was shown, The senescent T-cell
phenotype, the impaired T-cell lymphoproliferation  afrer
mirogen stimubidon (PHA and phorbol myristae aceae +
ionomycn), and hypogammaglobulinernia suggested a combined
immunodeficiency (Table ). Whole-exome sequencing revealed
2 heterozygous mutaton in the FIAERT gene (see Figure E3, A
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FIBURE 1. Fistulizing abscesses involving neck (A and Bl and right axilla (€.

LN

TABLE I. Immunaclogic features of the patient

18y
Absolsto Nomnal mngo
Parama tor/ago mumber%  Absolute numbern %
Total lymphocyies T 12k 3D
CD3+ Gl BT B5(-225(F02%-51 %
Ch3+afi+ SAWTHE  TON0-1350v0KE-RIFE
Cha+yi+ 4% 7% -1 SINOFE-T%:
DN T cells L% <2 5%
CDd+ BA40E  S0-1450F32%- 5%
CD44+CDASRAHCDA 1+ ArE 0E-50E
{recent thymic emgrant)
CIM+CDASRA+HOCR T+ (neive ) A% ArE-HFE
COM+CDAS A —OCR T+ 3% 2550
{ceniral memory )
COM+CDAS A —OCR T— 3B 5%V
{ellector memaory )
COM+CDAS RAHOCR 7— 1% (r%-5%
{ellector memory
expresang CDd5RA)
COE+HpL AN F45% Tal-45N15%-30%
COE+HCDASRAHOCR T+ (naive ) &% 15%-45%
COE+HCDASRA—OCR 7+ (central A% %-25%
Ty
CDEHCDASRAHCCR +— (elfecr % 25%-55%
memary )
COEHCDAS RAHOCR T+ — 15'% %20
(TEMR A)
CO1%+ 426%: 105N B - 200
COS6+CDE— A26% all-A5VAE-2%
COA+HLA-DR+ 10 1 5% (=25 0MF -1 0
T-cell proliferation {opm) Response index
PHA a0 =57
PMA + kmoamyein o ~h5
D35 (piml.) 3684 (h-2Wh

PMA, Phorbol 12mistate 13-acemase

and B, in this amicle’s Online Repository ar www jaci-inpractice.
omgh. Briefly, the mutation isa G ro T nudeoride substimtion ar
the +1 position of the donor splice sive (14254 1G=T), which
leads to the in-frame deletion of exon 171 of pE3a. This mumtion
has been previously repomed and affecs 13% of pariens with
acivated phosphoinosiide 3 kinase & syndome type 2
(APDS2)" By Sanger sequencing, the murarion was confirmed
in the patient. In addidon, familia segregarion was made,

CLIMICAL COMMUNICATIONS 1787

o

showing a wild-type sequence in both parenss (Figure E3, ).
There were no other relevane variants in the 312 known genes of
inhorn ermos of immunity (acconding to the IUIS 20017 dassi-
ficarion). Moreover, this mutation firs with the dinical (ym-
phoproliferative disorder) and immunological (specially B and T
cells) phenotype of the padent.

To dare 49 7u'cms with APDS2 hawe been repored, 5 of
themn in Spain.”™" A wide dinical specrmum is noted with reour-
rent respiratory teact infections in all of them. Despite frequent
viral oppormnistic infections (EBY, omomegalovires, varicels-
zoster vims, widespread Moffwcan contagionn), there are no
pepoms conceming bacteral oppormnistic infections” Typical
opporunisic nfecions are linked 1o cemain pimary immune-
deficiencies (PIDs), such s Chromebacterium violagum and
Helignbager/Flextspiea pp. infeaions in chronic granulomarous
disease and Xdinked agammaglobulinemia, respectively. An
ongoing registey promaoted by the European Society for Immu-
nodeficiencies is collecting long-rerm follow-up dam of patients
with APDS. Hemamwpoietic stem cell ransplantation has been
pedormed insome padens with APDS bur promising resuls are
being obrained in patents meared with the mTor inhibimoe
rapamycin or the PISKS inhibirer leniolisib.®

Although M faucion was first descibed in 1969 as a e
inhabitant of the human ompharyre, more recent smdies based
on malecular techniques have reported thar i is racher common
in the hurman oropharynx” However, in 2009, this bacrerium
was also idendfied in the bmin abscsses of 3 non-
immunocompromised patents.’

Our descripion is the first since then to repomn this baceda in
hurnan PID. We meport it ina padent with APDSZ, which could
give further insight into the pathogenesis of M faacium APDS2
can impact inmate immunity, B-cell—mediaed immuniry, or T-
cell—mediated immunity although further repors are needed 1w
decipher which branch of the immune system is relevant o the
contml of M fancim infection.” " Ocher invasive infections due
o Mycapldema species have been repomed in patients with hu-
maoral deficiency such @ agammaglobulinemia or common var-
iable immunodeficiency and thus we may hyporhesize thar
humoral immunity may be dererminane.

In summary, this report emphasizes thar conceming PID
disserninated M i infections should raise suspicion of
combined immunodefidency, panicularly APDS2 even in the
ahsenge of a hyper-lghd phenorype. A& mulidisciplirary approach
is essential in diagnosing and weating these patents, as iv has
been shown in this case, where 165 (BNA gene sequencing was
key o reach micmbiological diagnesis in an infection cawsed by
difficulr growth or noncultivable baceda Combined mearment
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of antibiorics with inerventional radiology may be helpful in the
eradication of very lame absosses in padents with PID,

Acknowledgment

We thank Alesandrm Plebani and Vassili Lougaris for the help
with the molecular  screening  for  agamoaglobulinemia
aurmsonulbrecesive genes and Maire for her care of the patient.
We also ame graeful w rhe family.

“Pediamic Hemalogy & Oncology Uinm, University Hospin] Virgen de b Saled,
Talada, Spam

"Rescaxh Eeaitste Hospial 12 Coashre (412}, Madad, Spaim

“Tmememology Department, University Heospital 12 de Ocmbee, Reseach stie
Heepital 12 Ocasbee (3412}, Madnd, Span

Geady Conter for Pomary Immemcdeficiences, Asasance Pobligee Hipmamx de
Paris (APHP}, Nechosr Childen Hospial, Paris, France

“Paris Desconies University, Imagine ottt Sorbonne Pass Ciid, Pasis, Fonce

'].Ihmuynfhuﬁmﬂimd]’ufﬂcﬁm Tismses, Necke Bonch BNSERM 1L
11635, Nedeer Hospaal for Sick Childen, Pads, France

Epediric Radiology, University Hospial 12 de Ocmbre, Madnid, Spain

"viiarcbiology Deparomens, University Feepital 12 de (cssbre, Research Instimme
Hiespital 12 Ocesbere (3412}, Madnd, Spain

'Pechamric Riwematclogy Une, University Hospital 12 de Ocestee and Deparment of
Pedisrics, Comphsterse Universsy of Madnd Hospitd 12 de Oaiobes, Madrid,

Nmmemodefidendes Unit, Depastment of Pediarics, Universty Hosprtal 12 de
Ocashre, Research Institnse Hospal 12 Cossbre (5412}, Complutesse Univesiny
of Madnd, Madrid, Spaim

%lﬁiﬂlmuyd}[mnﬁmds&]ﬁm Dizsases Rockedller Branch
The Rockefeller Unvem iy, New Yok, NV

“These awthars comibeted equally & this work and e co-first asthon.

This wofi was seppomed @ pan by grames from Fondo de Investigacidn Sammana
(grant mo. FIRPTIAD053 io L1G 4G and LM_A. and gan oo, FEOIG D0 ©
L1G%) The project bus been oofinanced wigh Fondo Bumpeo de Desarmlls
Regional (PEDER) funds.

Conflices of mtemst The amthors daclae thx they hove mo mlevant comflios of
mferes

Recaved for pob hoagon Oaober X2, 30T, mvised Febmuary 11, 3018; accepted for
publication Febmary 13, K&,

Available onlime Mardh 1, 2018

JALLUERGY CLIN IMLLMOL PRACT

Coorespondmg awihor: Lt Tgnaco GoorlesCranadn, MDD, Prmary Tmmemods..
fidencies Unit, Deparsment of Pedumics, University Hespaal 12 de Oupsbre,
Research Insttete Hospatal 12 ocsbe, Avenida de Cordoba SN, 20041 Madnd,
Spain. E-mail: huisignaco poneales® sl ud maddd oy .

X219

@ B Amencan Academy of Allery, Asthma & Immmemology

st ot oo 1L N0 _jaip 2008 02 014

REFERENCES

LAl Maulma M, Armosmgom F, Scheld WM, Dobor H Hoche FH,
Doncoon M, ot al The exparsion of the migobiclogical speainem of brain
ahsceses with use of muldple 165 ribosomal DNA sequenamg. Cln Iniea
Dt 00048 1 169-TE.

2 Eliaim E, Neven B, Bumean |, MnsoSeonasin K, Stamsls A, Heonter L,
a al. Climial and mmmologc phanonype ssocated with activated phos-
phoincs itde kinase § syndrome 2 2 cobont smdy. ) Allergy Olin Tmommal
NG 210-218 249,

3 Bravo GadsMorao M, Gacb-Mifoir 5, Mol (ancano J, Samios
Simarmo F, Del Fino Molina L, Lopez Grmados E, er 2l Meatons in FIKIR
an kad io APDEE, SHORT swndmme or o combimsion of fhe wa Chn
Inmmmad 3007 178 TTE0.

4. Oilbrich P, Loene M, Cura Daball P, Locena IM, Rensing-Ehl A, Sanchez B,
a ol Adivaed POES syndrome npe 2: 1o patienis, 3 novel monation, and
eview of e lientere Padiser Allsrgy Inmumal 3016 275404,

5. Masiner-Saavedra MT, (ardafomer 5, Domingeez Acmsz A, Mendom
Crrmdan J1, Plez JP, Garca-Hemo B Gam-of-fmcton matagion in FIK3H] in
a paterd with 2 mawow cimal phenotype of Espmaory mEmom Chin
el 200617311720

6. Dean MC, Hantier L., Fange P, Somez F, Bole-Feysot C, Nuschie P, et al.
A beman immenodsicency cmsed by muiations m dhe FIKAR] gene. J Clin
Ives 20141240973 8

1. Conley ME, [obhs AK, Quntna AM, Bosompsm A, Wang YD,
Constan-Smith E, et 2l Agammaglobulinemiz and abwent B lineage cells
m a patiend licking e pESa sebunk of FISK. 1 Exp Med 2001258
LT

£ Laoms O, Chandra A, Neenmev 5, Cond lifie AM, Okkenhang K PEES and
primary immencdeficiences. Na Rev Imemmmol 30 16; 1600214,

9. Edomard & Cowrdois G, Gawtrs P, Jove JL., Mimodier P, Noa] & etal High
prevalence of mycoplisma faociem DNA in e bomn omphanym. § Clin
Micmbiol 201654 1946

10 Praman DA, Chim H Hoplins BD, Bagrodia §, Cantley LC, Abrsham RT. The
H3IK pattreny m homan disesse. Cell 300717 00601555,

80



4. DISCUSION

Los resultados y la discusion de los articulos incluidos en el presente trabajo, no solo aportan
nuevos conocimientos especificos sobre las inmunodeficiencias primarias a las que se refiere,
sino que ilustran algunos aspectos que pueden contribuir a mejorar el enfoque general de estas
enfermedades. En primer lugar, los resultados de nuestro estudio, a partir de 7 sujetos de 3
familias no relacionadas muestran que para un diagnostico preciso de los Ell son necesarios
equipos multidisciplinares bien coordinados, que suponen una herramienta esencial que no
depende aisladamente de la pericia de un equipo por separado. Es evidente que el proceso
asistencial que culmina con un tratamiento con intencion curativa pasa por la identificacion del
defecto molecular concreto. Por tanto, es un requisito la existencia de estos grupos coordinados
para que un centro se convierta en centro de referencia para los Ell. Los Ell son enfermedades
que presentan manifestaciones heterogéneas desde el punto de vista clinico-analitico e
inmunoldgico, ademas de heterogeneidad genética. La NGS a dia de hoy es la herramienta
estandar para el diagnéstico de pacientes con sindromes del tipo Ell sin fenotipo claramente
identificable con la contribucion indispensable de pruebas funcionales que soportan el
diagnédstico definitivo. Dicha colaboracion excede el ambito hospitalario e involucra a la
universidad y la presencia de colaboradores externos, en ocasiones internacionales, como se ha

puesto de manifiesto en el presente trabajo.

Los estudios de segregacion familiar permiten identificar el caracter de portador o la presencia de
un defecto de novo. Esto hace posible un asesoramiento genético adecuado tanto para los padres
como para los pacientes en relacion a futura descendencia, sin olvidar que en hasta el 6% de las
familias se manifiesta el fendbmeno de mosaicismo gonosémico con presencia del defecto

molecular en gdénadas pero no en linea germinal (75). Ante la presencia de variantes de
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significado incierto, el estudio de segregacion familiar es un primer paso clave para la
dilucidacion del potencial caracter patogénico de la variante en cuestion, pudiendo descartarse
razonablemente si uno de los progenitores es afecto, al menos en enfermedades con penetrancia
completa, que no es el caso de la IDCV (28). Por ultimo, en caso de padres portadores, permite

el estudio prenatal de la enfermedad en cuestion (232).

De los pacientes estudiados, dos de ellos fueron identificados a raiz de una infeccion oportunista.
En el primero de ellos, con deficiencia de NFKB1, una infeccion diseminada por Mycobacterium
genavense en contexto de una histiocitosis de células de Langerhans refractaria tratada con
esteroides, vinblastina y clofarabina. En el segundo caso, una infeccion por Mycoplasma faucium
de més de una década de evolucion de abscesos cutaneos diseminados, recurrentes, con
innumerables cultivos microbioldgicos previos sin aislamiento. En ausencia de diagndstico
molecular, la identificacién de un microorganismo oportunista debe hacernos considerar la

posibilidad de un EII.

El primero de los trabajos pone de manifiesto la dificultad en diferenciar entre el caracter primario
o secundario de la inmunodeficiencia de NFKB1. En este paciente la asociacion de esteroides
con tratamiento quimioterapico intensivo hizo considerar el problema de base inicialmente como
secundario a estos farmacos. Ademas, esta descrita la induccion de apoptosis en linfocitos T, asi
como por farmacos antituberculosos (concretamente isoniacida) sobre linfocitos CD4 activados
(233) y es el IFN-y el que media la apoptosis de linfocitos CD4 durante la infeccion
micobacteriana (234). La dificultad adicional viene dada por el tipo de variante, sinénima, en la
que se produce un cambio a nivel de DNA gendmico pero sin cambio en el aminoécido
resultante. La mayor parte de las estrategias de filtrado excluyen este tipo de variantes por

considerarlas no patogénicas. Sin embargo, estas variantes pueden presentan una baja frecuencia
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poblacional y pueden conducir a la apertura de sitios cripticos de splicing dando lugar a cambios
deletéreos a nivel de proteina (81,235,236). La variante en el gen NFkB1 ¢.705 G>A no ha sido
identificada en otros pacientes con deficiencia de NFKB1. Sin embargo, los defectos funcionales

en la fosforilacion comparado con otros pacientes con pérdida del exdn 8 es similar.(237)

e J05G>A

WS

H110R

.......

Figura 8. Representacion de la variante patogénica en la familia con haploinsuficiencia de NFkB1

(c.705G>A). Modificado de Abolhassani et al. (224)

Se pueden establecer diferentes fenotipos clinicos segun el defecto en fosforilacién afecte
fundamentalmente a p50 o p105 (238). A nivel de mRNA en este paciente se pudo identificar
una disminucién del 70% respecto al control en el linfocito T. Los datos podrian sugerir un efecto
adicional del uso de clofarabina que desencadenara el defecto combinado y la susceptibilidad a
la micobacteria. Ninguno de los otros familiares afectos o de los pacientes estudiados presentaron

infeccion por micobacterias, lo que apoya el caracter oportunista de la infeccion.
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En relacion a la deficiencia de Cernunnos, se puede establecer una comparativa entre el fenotipo
del ratén KO y el humano, con el fenotipo de la variante identificada. EI diagnostico clinico de
esta entidad es dificil debido a la expresividad variable en humanos. El ratdn KO no presenta
alteraciones inmunitarias graves, como ocasionalmente puede ocurrir en pacientes con
deficiencia de NHEJ1 (239,240). El paciente portador del cambio (sustitucion citosina por
timina) en homocigosis en el exon 2 del gen NHEJ1 (c.169C>; p.R57X) con resultado de una
proteina truncada. EI modelo murino muestra linfopenia T y B moderada, con alteracién del
repertorio TCRVa. Esto va en linea con los resultados experimentales que sugieren que el papel

de NHEJ1 no es esencial para el funcionamiento del sistema inmune (241).

Para finalizar la paciente con APDS2 presentd abscesos previamente considerados estériles de 10
afios de duracion y se identificé M. faucium como agente causante del cuadro crénico. EI modelo
murino KO de PIK3R1, obtenido a partir de la delecion del exon 1 de la isoforma p85a, presenta
un ndmero disminuido de linfocitos B. Esto permite restringir el defecto a la subunidad
reguladora p85a conservando intacta la sefalizacion via p50a y p55a. (242). El ratén KO
muestra recuento normal o elevado de células pro-B (B220+/CD43+) en médula dsea con un

fenotipo similar al que presenta el raton deficiente en Btk.

4.1. MANIFESTACIONES CLINICAS
4.1.1. Fallo de medro.

Las 3 inmunodeficiencias descritas estan asociadas a fallo de medro, si bien NHEJ1 y PIK3R1
estan asociadas a retraso en el crecimiento intrauterino y en el caso de NFKBL1 el retraso es
postnatal. Particularmente relevante es la asociacion de variantes patogénicas somaticas en

PIK3R1 como sucede en los sindromes de hipercrecimiento/anomalias vasculares en PIK3CA
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(243). En el espectro del fallo de medro por mutaciones en PIK3R1 esta el sindrome SHORT,
caracterizado por forma de cara triangular con frente prominente y ojos hundidos, fosas nasales
delgadas, boca hacia abajo y mentdn pequefio (244). EI mecanismo es diferente ya que en
APDS2/sindrome SHORT la alta cantidad de P850 monomérica compite con el dimero p85-p110
por la union a la tirosina fosforilada IRS-1. Esto impide la activacion de la insulina y del factor
de crecimiento tipo insulina-1 (Insulin growth factor, IGF-1). En consecuencia, no se activa AKT
y se impide la correcta transduccion de la sefial (245,246). En los pacientes que presentan la
inmunodeficiencia sucede exactamente lo opuesto, siendo la sobreactivacion de la via mTOR la

que desencadena las manifestaciones clinicas (247).

En el caso de la deficiencia de NFKBL1 el fallo de medro es multifactorial y mas dificilmente
atribuible a la inmunodeficiencia. Las razones son 2: el tratamiento quimioterapico y la infeccion
por M. genavense con afectacion gastrointestinal pueden explicar el cuadro. Sin embargo, el fallo
de medro se inicia previamente al desarrollo de estas complicaciones. Por otro lado, no es tipico
que este EIll asocie fallo de medro, salvo un caso aislado (NFKB1 ¢.2878G>A; p.G690R) con
aparicion del defecto a partir de los 3 meses de vida (248,249). Sin embargo, un estudio reciente
que ha evaluado 365 variantes en NFKB1 considera el cambio ¢.2878G>A es neutral (Figura 8)
(224).En el caso de la deficiencia de NHEJ1 el fallo de medro se manifiesta en forma de retraso

del crecimiento intrauterino.

4.1.2. Microcefalia.

No hay descripciones de la asociacion microcefalia- deficiencia de NFKBL, si bien dentro de la
via la microcefalia es uno de los componentes del sindrome de incontinencia pigmenti en nifias

con mutaciones en NEMO (gen IKBKG) la presencia de microcefalia (250), dado que dicho gen
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estd involucrado en la apoptosis neuronal y la neurogénesis (28,251). Los pacientes con
deficiencia de NHEJ1 pueden presentar microcefalia. La adquisicion de los hitos del desarrollo

psicomotor puede ser normal (240).

Las familias con deficiencia en NHEJ1 y en NFKB1 nos permiten abordar el problema de la
correlacion genotipo-fenotipo, no solo interindividual, sino también intrafamiliar (252,253). En
el caso de la deficiencia de Cernunnos descrita, se observa que se trata de una mutacién sin
sentido que produce un fenotipo completamente distinto en los 2 pacientes identificados (254).
Se considera que en este caso cambios epigenéticos podrian explicar la ausencia de correlacion

genotipo-fenotipo (255).

Por otro lado, la familia con la variante en NFKB1 presenta una variabilidad intrafamiliar extrema,
explicable por los cambios inducidos, no del todo transitorios, probablemente por efecto del
tratamiento con quimioterapia (158,256-258). En cualquier caso, no se puede descartar la

existencia de otro defecto monogénico o, alternativamente, otra combinacion de variantes.

4.1.3. Citopenias autoinmunes

Tanto los pacientes con IDCV como IDC(G) pueden presentar citopenias autoinmunes (259). En
una serie reciente de 176 pacientes con trombopenia inmune primaria refractaria se identificaron
variantes patogénicas en 16 pacientes (9,1%). De ellos 8 (4,5%) altamente sugestivos de IDCV
(260). El caso indice de la familia con la deficiencia en NFKB1 debuté con una neutropenia
autoinmune. No es posible determinar la relacion de causalidad con el Ell en este sujeto, dada la
alta prevalencia de la neutropenia autoinmune en el periodo del lactante (261). Las

manifestaciones autoinmunes estan presentes en NFKB1, APDS1 y APDS2 en el 42,5% 28-42%
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y 20% de casos, respectivamente (29). La anemia hemolitica autoinmune y la trombopenia

representan el 76% de ellas (262).

En los pacientes con deficiencia en NHEJ1 no es infrecuente la presencia de citopenias
autoinmunes incluso en ausencia de otros hallazgos clinicos o de laboratorio (240). En una
cohorte italiana que recoge las caracteristicas de 30 pacientes se hallan fendmenos de
autoinmunidad y desregulacion inmune en 6 (17%), de ellos 2 presentaron trombopenia inmune
primaria en la infancia, un paciente desarroll6 anemia hemolitica autoinmune tras recibir
quimioterapia por un linfoma y otro un sindrome de Evans asociado a leucemia linfoide crénica.
En una cohorte posterior se evalud la respuesta terapéutica a la IS: las citopenias autoinmunes
fueron la cuarta manifestacion principal (30% de los pacientes), con afectacion multilinear y
pobre respuesta al tratamiento en primera linea (sirolimus) (34). En ella se identifica un paciente
con variante patogénica en PIK3CD, entre otros defectos monogénicos (KMT2D, FAS, UNC13D,

AIRE, CARD11, STAT3, IKZF1)

4.1.4. Infeccion oportunista

La secuenciacion del RNA ribosomal (rRNA) aplicada al diagnostico microbioldgico permitio la
amplificacion de rRNA16S en multiples localizaciones de las secuencias concordantes con
Mycoplasma faucium como la hipotesis de la diseminacién hemolinfatica y por contigiidad en
una de las pacientes estudiadas, en la que posteriormente se identificé una variante patogénica en

PIK3R1 (véase Tabla 6)
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Tabla 6. Aislamientos mediante PCR RNA ribosomal, el ultimo de ellos tras tratamiento

antimicrobiano prolongado.

TIPO DE MUESTRA FECHA PCR RNAr 16S

Absceso retroperitoneal 18/03/2011 Mycoplasma faucium
Absceso subcuténeo (cuello) | 24/03/2011 Mycoplasma faucium
Absceso subcutaneo 29/09/2011 Mycoplasma faucium
Absceso subcutaneo 07/09/2012 Mycoplasma faucium
Absceso subcuténeo (Torax) |29/10/2012 Mycoplasma faucium
Absceso subcutaneo 16/12/2013 No se identifica M. faucium

Mycoplasma faucium es una bacteria descrita en 1969 que actia como saprofito en orofaringe y
estd excepcionalmente asociado a patologia en el humano: en 2009, se aislo en abscesos
cerebrales de 3 pacientes no inmunodeprimidos (263). En 2022 se identific6 mediante rRNA 16S
en un paciente con psoriasis (264). En el paciente estudiado en este trabajo se trata de un caso
aislado de microorganismo oportunista en paciente con sindrome APDS2. Aunque en este
sindrome son frecuentes las infecciones oportunistas fundamentalmente por herpesvirus, la
paciente sélo desarroll6 una infeccion aislada y crénica por Mycoplasma faucium, a diferencia de
la identificacion mas habitual: el absceso cerebral polimicrobiano (263,265). A pesar de haber
recibido maultiples ciclos de tratamiento antimicrobiano la mala tolerancia al tratamiento con
levofloxacino y el potencial desarrollo de resistencias con el tiempo pudo impedir la resolucion
de la infeccion. Cabe destacar que sélo con el empleo de la PCR de rRNA 16S se consigui el
diagnostico definitivo de la infeccion, tras resultados de cultivos persistentemente negativos en
multiples muestras biologicas sobre medios enriquecidos. Por tanto, es esencial, como también

se ha demostrado en el caso de la infeccion oportunista por Mycobacterium genavense, la
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colaboracion multidisciplinar basico-clinica. Esta micobacteria atipica afecta, sobre todo, a
pacientes VIH, aunque también se ha descrito en 44 sujetos con otra situacion predisponente:
trasplante de drgano sélido (40%), sarcoidosis (14%),TPH (7%), ademéas de neoplasia
hematoldgica -linfoma- o desarrollo de anticuerpos plasmaticos anti 1L12p40) (266,267). Ha sido
descrito excepcionalmente en pacientes con Ell (deficiencia de ADA(268) ) y afecta de modo
caracteristico -a diferencia de las Micobacterias del grupo avium- al tracto gastrointestinal con
una alta mortalidad, hasta el 35% (266,269). Las infecciones por Mycobacterium spp. afectan al

6,5% de los pacientes con deficiencia de NFKB1 (29).

Es conocido el papel de la inmunidad humoral para la defensa frente a microorganismos del grupo
Ureaplasma/Mycoplasma, habiéndose descrito casos de infeccidn diseminada en pacientes con
agammaglobulinemia desde 1970 (270,271). Con todo, se considera que la inmunidad celular
participa en la respuesta, basado en la cronicidad de la infeccion y en el modelo de hdmster y
murino: los microorganismos son aclarados mas rapidamente del pulmén de los animales

normales que de aquellos deplecionados de linfocitos T (272).

La paciente con la infeccidon diseminada por M. faucium sufrié un retraso diagnéstico de una
década. Pese al alto numero de pacientes diagnosticados de esta enfermedad en los Gltimos afios,
este hallazgo no ha sido identificado en ningun otro paciente. Si bien en 2 de los 4 pacientes
mostrados hubo una infeccién oportunista bacteriana/micobacteriana, en ninguno de ellos la
infeccion oportunista fue un virus, lo que hubiera sido esperable dado el defecto T grave
subyacente en todos ellos y particularmente por la susceptibilidad a herpesvirus de los pacientes
con sindrome APDS2. En ambas situaciones se invierte la concepcion clasica de la sospecha del
Ell a partir de infecciones de repeticion. En estos casos se tratd de una infeccion Unica, persistente,

por una bacteria dificil de aislar y/o cultivar, con la dificultad afiadida del empleo de un
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tratamiento empirico sin posibilidad de basarlo en un estudio de resistencias, derivado del método

de identificacion. Finalmente, el abordaje multidisciplinar por un equipo que cuente con expertos

clinicos y de laboratorio en el campo de la microbiologia, inmunologia y genética puede evitar el

retraso diagnostico (273,274). El reto de la medicina del siglo XXI es integrar la alta

especializacion de clinicos, inmundlogos y genetistas en el d&mbito del diagndstico de las

enfermedades, en lo que se ha dado en llamar la Santisima Trinidad (“Wholly Trinity) en el

diagnostico y manejo de los Ell (274).

En la Tabla 7 se presentan los microorganismos oportunistas identificados en los EII.

Tabla 7. Asociacion germen oportunista y Ell.

GERMEN

DEFICIENCIA

Mycoplasma/Ureaplasma spp

STAT3 LOF (275)

Mycoplasma/Ureaplasma spp (276)
Helicobacter/Flexispira spp (277)
Spiroplasma apis (278)
Meningoencefalitis
enterovirus(279) (280)

crénica

por

Agammaglobulinemia

Granulibacter bethesdensis (281)
Chromobacterium violaceum (282)

Enfermedad granulomatosa cronica

Micobacterias no tuberculosas (98)

MSMD
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4.2. LA IMPORTANCIA DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO:

4.2.1. Funcién timica: TRECs

El método estandar de determinacién del output timico en la actualidad es la cuantificacion de
TRECs. Las determinaciones en los pacientes, estan disminuidas en todas, excepto en uno de

ellos, se pueden ver en la Tabla 8.

Tabla 8. Determinacion TRECs y RTE en los pacientes descritos.

NFKB1 NHEJ1 APDS2
Edad 3 afios P1 (la 10m) P2 (8a 4m) 16 afios
TREC 5.3 <10 50 N.D.
RTE 10% 2% N.D. 20%

N.D. No determinado. Punto de corte para TRECs > 10 copias / punch. Punto de corte para RTE

adultos > 26%, nifios > 44%

Como medida del output timico se pueden emplear tanto la determinacion de TRECs como la de
linfocitos naive con fenotipo CD4+CD45RA+CD31+, ya que son un buen marcador de la
competencia inmunoldgica en general y de la reconstitucion inmunoldgica postTPH en

particular (283,284).

Se determinaron TRECs en todos los sujetos excepto el paciente con sindrome APDS2. Una

medida indirecta del mismo se basa en la alta correlacion existente entre la determinacion de
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TRECs y el output timico medido por los linfocitos CD3+CD4+CD45RA+CD31+ (ver Tabla 9)
(285). En la paciente APDS2 el valor de linfocitos CD3+CD4+CD45RA+CD31+ fue 20 %
(rango 26 - 58%), lo que es también concordante con la proliferacion linfocitaria disminuida

(Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de proliferacion linfocitaria frente a PHA e lonomicina+PMA comparado

con control sano. Los resultados se muestran como indice de proliferacién: cpm mitégeno/cpm

sin mitégeno.
Estimulo RANGO (N=50) CONTROL DIA PIK3R1 ¢.1425+1G>T
PHA > 57 109 40
ION+PMA > 65 87 27

4.2.2. Inmunosenescencia y susceptibilidad al cancer:

Dentro del campo de los EIll existe una susceptibilidad incrementada al cancer, por lo que se
describen a continuacién algunas de las causas potenciales que pueden estar implicadas en las

enfermedades abordadas en este trabajo.

XLF/Cernnunos esta involucrado en la estabilizacion del complejo XRCC4/DNAL.ig4, esencial
para la reparacion del DNA en situaciones de inestabilidad gendmica. Un mecanismo adicional
de susceptibilidad al céncer es el acortamiento telomérico (286). EI mantenimiento de los
telomeros requiere un equilibrio preciso entre los procesos de acortamiento y elongacion de los
mismos mediante la accion del complejo de la telomerasa. Los telémeros deben ser protegidos
de la accién de la maquinaria de reparacion del DNA. El desequilibrio de la funcidn telomérica
desencadena fusiones en los mismos mediadas por el NHEJ, provocando roturas cromosémicas,

tumorigénesis, apoptosis 0 senescencia replicativa (287). La senescencia replicativa esta
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presente tanto en los pacientes con APDS2 como en aquellos con deficiencia de Cernunnos.

Dicho fendmeno esta asociado a estimulos intrinsecos o extrinsecos y se objetiva en el fenotipo

linfocitario de los pacientes incluidos (ver Tabla 10) (288,289).

Tabla 10. Valores de CD4+, CD8+ y compartimento CD8+ en los pacientes analizados. Se

representan los valores expresados en nimero absoluto y (5). Los valores normales se indican

entre corchetes.

CD4+ | CD8+ CD4/CD | % % % %
[500- [160-950 |8 CD8+CD45 | CD8+CD45RA | CD8+CD45 | TEMRA (
1450(32 | (15%- [1-4] RA+CCR7+ | +CCR7- RA-CCR7- | CD8+CD4
%- 36%)] (naive) (MC) (ME) 5RA+CC
59%)] [30-80] [3-28] [17-35] I[?7+)]
2-15

NFKB1 | 293 1,282(74Y#H 0.23 (2.3) (1.3) (91.1) (5.3)

(3a) 1 ll ll l

NHEJ1- | 53(7) 6(1) 8,83 (15.3) (16.2) (59.5) 9)

o el |

(0.53)

NHEJ1 - 304(35)1 264(30) 1,15 (72.0) (4.5) (16.7) (6.8)

P2 (7a)

APDS2 | 284(40) J | 319(45) 0,89 (6) (4) (75) (15)

(16a) l l ll

Una flecha indica descenso o incremento leve. Dos flechas indican descenso o incremento

moderado-grave

De modo caracteristico en todos los pacientes, la poblacion de ME en CD8+ esta claramente

aumentada, como ha sido previamente descrito (289) (290). En el modelo murino KO p50/p105-

presentan autoinmunidad orgénica con incremento de la produccién de IL6 y activacion de

linfocitos T autorreactivos.
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La inhibicion farmacologica NFKB1 tiene un efecto anti-edad y evita la senescencia inmune, por
lo que el mecanismo subyacente de la senescencia en este paciente se debe a otras causas:(291)
infeccion micobacteriana prolongada o el empleo de quimioterapia, particularmente clofarabina.
Se trata de un antimetabolito nucle6sido analogo de la purina que es usado en el
acondicionamiento para el trasplante de progenitores hematopoyéticos, el tratamiento de la
leucemia aguda recidivada/refractaria y algunos trastornos histiociticos en la dltima década

(292-294).

Ninguno de los pacientes desarrolld complicaciones neoplasicas excepto el paciente con
deficiencia en NFKB1, que padecié una histiocitosis de células de Langerhans (HCL). Sin
embargo, no existe relacion entre la inmunodeficiencia y este tipo de neoplasia mieloide: en el
47,1% de los casos se identifican mutaciones somaticas en BRAF y 21,7% en MAP2K1. Esto
sugiere que la via oncogénica principal es la Ras/Raf/MEK/ERK (295). Los pacientes con APDS
desarrollan neoplasia hematolégica maligna en el 7/53 (11%) de los casos con un debut entre los
1,5 afios y los 27 afios, siendo el linfoma B difuso de células grandes la variante mas frecuente
(2 casos). La edad media de presentacion de enfermedad maligna en estos pacientes son los 19,5
afios, ligeramente més tardia que en el sindrome APDS1 (184). En la Tabla 11 se muestra una

comparacion de los datos de 2 diferentes cohortes y el paciente descrito en este texto.
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Tabla 11. Comparacion del paciente APDS2 descrito en este trabajo comparado con 3 cohortes

publicadas

Cohorte  APDS2 | Qiu (296) | Jamee (184) [ Oh. USIDNET (297) | APDS2
(%) [n=3] [n=64] [n=7] (paciente)
Item

Complicaciones 100 100 ? Si
infecciosas

Tonsilitis 66,7 38,1 8,6 Si
Infeccion ocular 33,3 20,3 14,3 No
Linfoproliferacion | 100 N.D. N.D. Si
(Adenopatias, 100 76,6 71,4

Esplenomegalia, 100 39,1 57,1

Hepatomegalia) 33,3 12,5 28,6

Enteropatia 0 21,9 14,3 No
Retraso psicomotor | 33,3 26,6 14,3 No
Linfoma 0 18,8 14,3 No

4.2.3. Mecanismos generales de la inmunidad adaptativa: Recombinacion VDJ

La influencia de la recombinacién VDJ en estos tres tipos de defectos monogénicos es diversa:

En NHEJ1 y PIK3R1 se produce un compromiso relevante, por mecanismos diferentes (247).

Por contra, NFKB1 no interviene en el reordenamiento VVDJ.

PIK3R1 es esencial en el reordenamiento VDJ: la ausencia de la subunidad reguladora (p85a)

permite la sefializacion constitutiva de la subunidad catalitica (p110). De este modo, la

sefializacion excesiva PI3K provoca un fallo en la recombinacion VDJ y la inactivacion

subsiguiente de FOXO1 que culmina en un blogueo del desarrollo del linfocito B en la médula

95



https://www.zotero.org/google-docs/?d53MGS
https://www.zotero.org/google-docs/?n695lD
https://www.zotero.org/google-docs/?jB4og8
https://www.zotero.org/google-docs/?OKZ2Ln

Osea (247,298,299). Ademas, dicha sefializacion exagerada incrementa la sensibilidad a la
seleccion negativa por autoantigenos (300). La interferencia con la expresion de RAG y/o la
seleccion negativa lleva al desarrollo de linfocitos B con fenotipo aberrante, exactamente como

ocurre en los pacientes con APDS.

En el caso de NHEJ1, el defecto es menos claro. Los mecanismos de reparacion del DNA de
doble cadena son en cierto modo redundantes gracias al papel del extremo C-terminal de RAG2

(301).

El resultado final del defecto de recombinacion VDJ es el inmunofenotipo T-B-NK+ que puede
orientar en el diagndstico diferencial, siendo T+/-B-NK+ en el caso del sindrome APDS2 al ser

el defecto B mas grave que el correspondiente a la célula T (184).

4.2.4. Linfocitos T foliculares: cTfh.

En los Ell las cTfh tienen un papel central. Participan en el centro germinal de la cooperacion T-
B necesaria para la produccion de anticuerpos ademas de prevenir la formacion de linfocitos B
autorreactivos (302). Para una comparativa de las alteraciones observadas en esta poblacion véase
la Tabla 12 -modificado de (303)-. Dichos cambios afectan la poblacion cTfh cuantitativa y/o
cualitativamente en las inmunodeficiencias primarias y también en las enfermedades autoinmunes

tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide y diabetes tipo 1 (304).

Se describen en la Tabla 12 los principales Ell que cursan con disminucién de cTfh, con el
fenotipo cTfh detallado Th1-, Th2-, Th17-y su correlacion con la disminucién del compartimento

B de memoria en la mayoria de los casos y en los 3 tipos de defectos mostrados en este trabajo.
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Tabla 12. Alteraciones compartimento cTfh en los pacientes con ElI.

Sfecto genétlco TFH CXCR3 CCR6 PD1 |FN-’Y IL-17A % Memory B cells
TFH TFH
APDS2 Bajo Bajo/Normal Bajo Alto Normal | Bajo Bajo
(PIK3R1)
Bajo Normal Bajo Normal/Alto Bajo Bajo Bajo
NFKB1
NHEJ1 Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo
STAT3 LOF Bajo Alto Bajo Normal Bajo Bajo Bajo
NEMO Bajo Bajo Bajo Normal Bajo Bajo Bajo
1COS Bajo/Normal Normal Bajo Normal/Alto Normal | Bajo Normal
BTK Bajo Normal Normal Normal/Alto Bajo Bajo Bajo
CD40LG Bajo Bajo Bajo Normal/Alto Bajo Normal Bajo
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IL12RB1 LOF Bajo Normal Bajo Normal Bajo Bajo Normal

IL10R Bajo Normal Normal Normal Normal Alto Bajo

4.2.5. Linfocitos T no convencionales. El papel de las MAIT.

Las células T invariantes asociadas a mucosa (Mucosal-associated invariant T, MAIT) son
células T de tipo innato definido por el TCRof semi-invariante que reconoce derivados
biosintéticos de pequefias moléculas derivados de la sintesis de riboflavina que son presentadas
sobre la proteina 1 relacionada con el complejo mayor de histocompatibilidad MHC-MR1. Estan
constituidas en humanos por una cadena alfa Va7.2 y VB2/13. En consecuencia, es un TCR
restringido con limitada capacidad de reconocimiento de virus, bacterias y células malignas. Sin
embargo, son capaces de responder frente a un grupo especifico de ligandos sin necesidad de
expansion. Presentan un linaje caracteristico: CD45RA—-CD45RO+ CD95HiCD62LLoCD44Hi,
capaces de secretar citocinas proinflamatorias y tienen mayor representacion relativa en tejidos
comparado con la sangre periférica, 20-40% vs 2%, respectivamente. Si bien sus funciones no
son del todo conocidas su importancia es innegable, ya que la homologia es del 90% comparado
con el raton, lo que implica una alta presion evolutiva para la conservacion de la poblacién de

celulas MAIT (305).

Se evidencio disminucidn de las células MAIT en el paciente con deficiencia en NFKB1, sin que
hayan podido determinarse en el resto de los pacientes. El listado completo de EIl asociados a la

disminucion o ausencia de células MAIT es: IDCV (306), NFKB1, STAT3 LOF (307) ,IKZF2
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(308), NHEJ1 (239) , PIK3CD (309) , DOCKS (310), MAGT1 (311), RLTPR (312), T-bet (99),

IL-12Rp2, IL-23R, IL-12RB1, ROR-yt (313) y, potencialmente, TRAF3 (314).

Si laausencia de células MAIT (dada su alta capacidad de produccién de IFN-vy) es predisponente
0 determinante para que el paciente con deficiencia de NFKB1 desarrollara infeccion
micobacteriana diseminada es controvertido y no se ha podido demostrar en otras ocasiones, COmo

en la actual (313,315).
4.2.6. Otros defectos del linfocito T no dependientes del mecanismo de recombinacion VDJ

Cernunnos esta implicado en la correcta longitud telomérica mediante regulacion de la biologia
telomérica. Tanto en APDS como en la deficiencia de Cernunnos est& descrito el acortamiento
telomérico en los linfocitos CD8+, sin alteraciones en los pacientes con deficiencia de NFKB1
(286,316). Sin embargo, en el modelo de ratdbn KO si se ha evidenciado este fendmeno

secundario a inflamacion crénica (317).
4.2.7. Linfocito B. Alteracion del Cambio de clase e hipermutacién somatica.

El resultado de la alteracion en el cambio de isotipo es la cuantificacion normal de IgM en estos
pacientes. La IgM es liberada por los plasmablastos a los 3 dias de la primovacunacion en

condiciones normales desde el centro germinal a traves del vaso linfatico eferente (318).

En el cambio de clase existen mecanismos de membrana y colaboracion mediante citocinas. En
ausencia de contribucion de la via NFKB existe un defecto en el cambio correcto de isotipo
(319). NFKB regula la expresion de citidina deaminasa inducida por activacion (AID codificado
por el gen AICDA, cuyo defecto produce el sindrome Hiper IgM tipo 2), un enzima

imprescindible para la escision del DNA durante la recombinacion y cambio de clase. Asi, el
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modelo murino y los pacientes con este EIl presentan dicho defecto (320). Esto explica que el

defecto en NFKB bloguea la recombinacion y cambio de clase mediado por AID (321).

El cambio de clase de las inmunoglobulinas también se ve afectado por NHEJ1 (322-324). De
los defectos monogénicos mostrados, el mas caracteristico se da en el sindrome APDS2 (en el

que también esté alterada la hipermutacion somatica (325)).

Los pacientes descritos se caracterizan por presentar una inmunodeficiencia humoral o
combinada. Sin embargo, la cuantificacion de la inmunoglobulina M (IgM) resulta normal en
todos ellos. Las inmunodeficiencias combinadas o humorales suelen cursar con disminucion o
incluso ausencia de la IgM, con ciertas excepciones como se puede observar en la siguiente Tabla

13.

Tabla 13. Ell con IgM normal o elevada.

Ell con IgM normal IgM normal/elevada

COPG1 CD40 (TNFRSF5)

MAN2B2 CD40LG (TNFSF5)

IL6ST NSMCE3

CD28 IKBKG (IKBKG)

PD1 IKBA GOF (NFKBIA)

ELF (ELF4) APDS1 (PIK3CD GOF)

LAT APDS2 (PIK3R1 LOF)

Pseudo hiperilgM (AID, UNG)

INO80

CMMRD* (PMS2, MSH6)

XMNE (MAGT1)

CXCR2

ATM

DOCK2**

RAG1,RAG2**

NBS (NBN)

NHEJ (XLF, DCLRE1C,PRKDC,
DNALig4)**

Sindrome CATCH22 con desregulacion**
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*CMMRD: deficiencia constitucional en la reparacion de errores de apareamiento (Constitutional

mismatch repair deficiency)
**Casos aislados (326-329)

La sefializacion PIK3CD es necesaria para que el cambio de clase de isotipo principal de
inmunoglobulina se produzca correctamente (véase Tabla 13)(309). En consecuencia, hasta el
80% de los pacientes presentan elevacion de IgM o un resultado normal a pesar de una linfopenia
B grave, ya que la supervivencia del linfocito B estd comprometida desde un estadio anterior al

que se produce en la deficiencia de BTK (330).

4.3. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Todos los pacientes han sido diagnosticados mediante técnicas de secuenciacion masiva, ya sea
por panel de genes customizado con los genes conocidos en cada momento de estudio del
paciente (NFKB1, NHEJ1) o bien mediante exoma completo y filtrado posterior de las variantes
patogénicas identificadas (PIK3R1). Cabe destacar que los 2 pacientes con deficiencia de
Cernunnos presentaron la misma mutacion con manifestaciones fenotipicas opuestas. El primero
de ellos como inmunodeficiencia combinada grave y el segundo de ellos como una deficiencia
de IgA acompafiado de trombopenia inmune primaria. EI fenotipo peculiar y la asociacion de
linfopenia motivd la determinacion de poblaciones linfocitarias y a partir de ahi los estudios de
segundo (proliferacion linfocitaria) y tercer nivel (secuenciacion masiva). En la paciente con la
deficiencia de p85a, la agammaglobulinemia y el fenotipo peculiar motivé el estudio de las
causas de agammaglobulinemia. Tras un resultado negativo, el estudio mediante trioWES
evidencié un cambio de un nucledtido G por T en la posicion +1 del sitio donador de splicing

(c.1425+1G>T), lo que provoca una delecion sin cambio en el marco de lectura del exon 11 de
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p85a. Este cambio ocurre en el 13% de los pacientes con sindrome APDS2. Estas variantes
patogénicas de splicing pueden ocurrir en pacientes con mutaciones sindbnimas, como es el caso
de la familia con la deficiencia de NFBK1. En este caso, la pericia del equipo de diagnostico
molecular en el Servicio de Inmunologia permitio, en ausencia de variantes patogénicas obvias,
orientar al estudio en detalle hacia la variante sinbnima NFKB1 ¢.705G>A, que provoca un
skipping del exdn 8. Los estudios mediante mMRNA y proteina permitieron elucidar el papel

patogénico del cambio.

En el futuro, la aplicacion de la mMNGS (Metagenomic Next Generation Sequencing) permitira
potencialmente identificar con la misma muestra de tejido, el germen causante y la enfermedad
subyacente del huésped. Esto puede constituir en el futuro, con todos los retos técnicos (gj.
obtencion de suficiente DNA de la muestra) y bioinforméticos (alineamiento correcto con los
genomas de referencia) que se pueden anticipar, una herramienta clave para la medicina de
precision, al identificar los microorganismos involucrados, la sensibilidad antimicrobiana y la

enfermedad del huésped al mismo tiempo(331).

Actualmente el estudio del transcriptoma permite priorizar el filtrado de variantes o tomar
decisiones terapéuticas que orienten al potencial defecto subyacente incluso en ausencia de
diagnostico definitivo, como es el caso de las interferonopatias o algunas enfermedades
autoinflamatorias (incluyendo la enfermedad inflamatoria intestinal de inicio precoz -inferior a
los 6 afios- 0 muy precoz -por debajo de los 2 afios-) mediante el empleo de la huella de

interferon(332,333).
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4.4. TRATAMIENTO

El tratamiento antimicrobiano en los 2 pacientes con infeccion oportunista fue prolongado. La
infeccion diseminada por M. genavense con participacion digestiva y de médula désea requirio 3
afios de tratamiento antimicrobiano con desescalada progresiva debido a una muy lenta
reconstitucion T. Actualmente requiere profilaxis secundaria con azitromicina (dosis Unica
diaria, tres veces a la semana) por un defecto T residual y la gravedad potencial en caso de
reactivacion(266,334). La paciente con infeccidn oportunista por Mycoplasma faucium recibio
tratamiento indefinido con la combinacion de moxifloxacino (levofloxacino hasta presentar un
entesopatia grave), josamicina y doxiciclina combinando 2 de ellos para evitar el desarrollo de
resistencias antimicrobianas, dado que la paciente y la familia rechazaron el trasplante de
progenitores hematopoyéticos. La controversia existe en si el primer paciente fue candidato a
TPH. El efecto aditivo de la quimioterapia con un agente particularmente lesivo para la
inmunidad adaptativa T ha permitido reconocer con el paso de los afios que el fendbmeno nuclear
del defecto inmunitario en este paciente es el de un defecto humoral (ausencia de produccion de
anticuerpos vacunales, disminucion de linfocitos B de memoria de cambio de clase y necesidad
de tratamiento sustitutivo con gammaglobulina subcutanea por hipogammaglobulinemia de tipo
IgG e IgA), siendo el defecto T en la actualidad parcial, motivo por el que la indicacién de TPH
es controvertida. Los 2 pacientes con deficiencia de Cernunnos fueron sometidos a TPH y estan

curados.

Para los EIl considerados en este documento el tratamiento curativo es el trasplante de
progenitores hematopoyéticos excepto para la deficiencia de NFKB1(29,335). Los pacientes con
deficiencia de Cernunnos y APDS2 son, en la actualidad, candidatos a TPH. Si bien se puede

considerar en el ultimo caso la utilizacion de los inhibidores especificos como puente hasta el
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trasplante(35). A pesar de los buenos resultados preliminares, se ha descrito inestabilidad
gendémica en linfocitos B de ratones. Si bien esto no se ha replicado en humanos, genera
incertidumbre sobre la seguridad a largo plazo, a falta de datos a medio y largo plazo de los
ensayos clinicos(336). Dado que el empleo de los inhibidores de PIK3CD se esta generalizando
en el &ambito de la Oncologia, la confirmacion de la seguridad del farmaco puede permitir que el
tratamiento basado en medicina personalizada sea una alternativa valida con menos riesgos, el
menos tedricos, que el TPH, dejando esta opcion a los pacientes que desarrollen enfermedad
maligna (337). En casos seleccionados los pacientes con deficiencia de NFKB1 pueden ser

candidatos a trasplante.

Los pacientes de los 3 tipos de inmunodeficiencias presentados desarrollan senescencia
inmunoldgica. La respuesta a las infecciones en este contexto puede ser subdptimo de manera
que incluso en el caso de leucoencefalopatia multifocal progresiva por reactivacion del virus JC
se emplea el blogqueo PD1 o la terapia con linfocitos T antivirales especificos (338-340). Queda
pendiente evaluar la respuesta a la inmunoterapia de los pacientes con Ell en el contexto de
malignidad, si bien la dificultad de su uso ya se ha demostrado para las enfermedades
autoinmunes (341). Por otra parte, este fenotipo senescente no es especifico de los Ell, sino que
también ha sido identificado en otras enfermedades como la infeccion por el VIH (342). La
senescencia inmunoldgica se considera que puede ser un factor contribuyente al desarrollo de
tumores en los pacientes con Ell (343), debido probablemente a la reactivacion viral y por tanto

mayor susceptibilidad a la malignizacién.
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5. CONCLUSIONES

1. La colaboracion multidisciplinar en los pacientes que presentaron IDC ha permitido el
diagnostico de 3 enfermedades complejas. Actualmente, el diagndstico de Ell sigue siendo
un reto ya que en la mayoria de las ocasiones solo se consigue el diagndstico en
aproximadamente el 30-50% de los pacientes.

2. Ladeficiencia de NFKB1 muestra un amplio rango de variabilidad fenotipica que incluye
desde individuos asintomaticos hasta otros con sintomas autoinflamatorios o enfermedad
gastrointestinal inflamatoria.

3. La variante en heterocigosis NFKB1 (c.705G>A) de perdida de funcién conduce a un
nuevo fenotipo de inmunodeficiencia combinada no completamente penetrante con
predisposicion a las infecciones por micobacterias no tuberculosas.

4. La presencia de una infeccion oportunista en un paciente con una variante sinénima en
NFKB1, atipica o recalcitrante incluso en un paciente con inmunodeficiencia secundaria,
constituye un signo de alarma para la sospecha de Ell, dado que su presencia en la region
codificante puede impedir el splicing normal afectando a la inmunidad innata y adquirida.

5. Los pacientes con deficiencia de Cernunnos/XLF pueden exhibir un perfil clinico e
inmunoldgico extremadamente diferente aunque compartan un defecto similar de la
reparacion del DNA. Ello implica que otros factores genéticos o ambientales pueden
modular ciertos fenotipos clinicos.

6. Las mutaciones dominantes en PIK3R1 pueden causar el sindrome APDS2 y manifestarse
con infeccion precoz y de larga duracion como abscesos diseminados por Mycoplasma

faucium incluso en ausencia de un fenotipo HiperlgM.
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7. EIl abordaje multidisciplinar es esencial para el diagnostico y tratamiento de estos
pacientes, como se muestra en este caso, donde la secuenciacion rRNA 16S fue clave para
conseguir un diagnéstico microbiolégico en una infeccion por un germen de dificil
crecimiento o no cultivable.

8. La combinacion del tratamiento antibiotico con radiologia intervencionista puede ser Util
en la erradicacion de abscesos gigantes en pacientes con EII.

9. EI desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva disminuye el riesgo de retraso
diagnostico y favorece un tratamiento personalizado que permita seleccionar los pacientes
candidatos a terapias celulares antes de que se establezca dafio organico irreversible, ya

sea mediante el trasplante de progenitores hematopoyéticos o el empleo de terapia génica.
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