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INTERNACIONAL Clinica de la Desregulacion Inmune
jemplos:
« Pacientes HLH/SAM

» Infecciones recurrentes y compromiso de érganos

Hiperinflamacion
« Enfermedad pulmonar crénica (intersticial o nodular) Bioinflamacién

« Autoinmunidad multiple

« Enfermedad inflamatoria intestinal de dificii manejo o +
enfermedades asociadas

» Inflamacion y cancer
. deficiencia
« Cytopenias

» Fiebre recurrente de causa desconocida
« Esplenomegalia

« Dermatitis atopica severa + infecciones

» Inflamacién cronica de tejidos
+ Piel
* Higado (Fibrosis)
« Uveitis ‘ -
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Cytokine
ytorm /HLH
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NTERNAC ONAL Requieren Manejo Multidisciplinario

Infectologia

Gastroenterologia Reumatologia
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INTERNACIONAL  Errores Innatos de la Inmunidad

«2024: 504 genes asociados a Ell, >550 enfermedades
diferentes
*Expansion fenotipica
*Variabilidad geneética vy
fenotipica

*Oportunidades de terapias
dirigidas
* Anticuerpos monoclonales
* Pequenas moleculas
 Terapia génica




Nz,

NrERnAGonAL Errores Innatos de la Inmunidad 1UIS 2024 2§

Total 559

Infections

"~ PIDD

Predominantly infections Predominantly Autoimmunity .
Some may have autoinflammation or autoimmunity Autoinflammation, |.Dysregulation
-CVID (NFKB) Some may have serious infections

-CGD - STAT1-GOF (CMC or Mycobacteria)
-Wiskott Aldrich Syndrome - PIK3CD (EBV)

- IKAROS - ADAZ2 deficiency (antlbody def|C|ency)
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INTERNACIONAIUN Area de conocimientos crecientes

Nuevos Dg genéticos IUIS 2024,
nuevos se han descubierto desde
‘ ‘ esta ultima actualizacion

Poli et al. 2024 1UIS Update. JHI May

WS wwwecongresoscalel
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Clasificacion algo arbitraria fenotipos 1%

r

Immune
Dysregulation

LAY
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l \ l TREGS \
fHLH Defects

Autoimmunity
with or
without

Non
Inflammasome
SAID

| |
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Lp DI + ALPS/ALP
Colitis S like
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Desregulacion Inmune

Funciones celulares alteradas dependiendo stz
lOn de |c

I.\‘

fHLH

J

Cytotoxicity CD8/NK T Reg function

(PRF, RAB27a etc.) and development
(IPEX, CD25,
CTLA4, LRBA
etc.)

Defectos TREGS

J

Autoimunidad con
osin LP

T & B cell
regulation

ID + Colitis

J

ALPS/ALPS like

J

T cell inhibition in the Apoptotic failure

mucosa

(APECED,PD1,(IL10 IL-10R) & othersetc)

SOCS1 etc.)

Innate immunity

(RIPK1, ELF4 etc.)

(FAS,FASL,FADD,

Susceptibilidad
EBVyLP

J

Heterogenous
defectsin T, B
& NK cells

(XLP,RASGRP

1,XMEN, etc)




NTERNAG ONEStudio de Ell contribuye a identificar biomarcadorgss

Desregulacion Inmune

CD107a and

Cytotoxicity
(CD8 y NK)

TREGS Defects

J

Treg

quantification

Autoimmunity With
or without LP

cytokine
signaling/
regulatory

DI + Colitis

ALPS/ALPS like

Double
negative T

EBV Susceptibility
& LP
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INTERNACIONAL Bimarcadores
CXCL9 Firma Interferon
IFN-G Activacion Inflamosoma (ASC)
CXCL10 Actividad de NF-kB
IL-18 oinflamacion
CD107a
Perforinas

Inmunoglobulinas

Autoanticuerpos Autord deficiencia | Subpoblaciones linfocitarias
(tb. Anti-citoquinas) ampliadas (T y B memoria)
P-STATs

TRegs

TCRab doble negativa
Vitamina B12

www.scal.cl

WWW congresoscal.cl
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INTERNACIONAL Diagnostico geneéetico

* Definicion clinica y genética de DI es variable

*No hay estudios de incidencia de Dg genetico en el grupo de
pacientes con desregulacion inmune

* Depende la severidad de los sintomas y numero de organos afectados
(probabilidad pre-test)

« Extrapolando de IDCV y SAI 10-20% de Dg genéetico

Capacidad vy tecnologias de sequenciacion probablemente
aumentaran este numero

Importancia de reconsideracion de Dg genetico y reanalisis de
estudios realizados.
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R IO Implicancias diagnosticas del estudio genético R

3

n=120 families

™ Change in diagnosis enly
Change in diagnosis and management

& Change In management after confirming suspected diagnosis
i Diagnosis confirmed ij

E 8 B T B

En el 40% de los casos

—
o

cambia el diagnostico y
la terapia, mayor |
impacto en DI '

F

&
v‘b“p\v&

Stray-Pedersen et al. J. Allergy Clin Immunol 2017




N e Tipos de secuenciacion disponible

« Secuanciacion por Sanger “directa”
» Secuenciacion completa de un gen individual (costoso)
» Variantes conocidas, segregacion familiar

* “next generation sequencing” NGS — secuenciacion masiva de muchos genes en paralelo
» Paneles 200-590 genes
« Exoma (Variabilidad en la cobertura y el analisis)
» Genoma (major cobertura, menor profundidad)

* Numero de copias (importante)
 Cariotipo, FISH, microarray cromosomico
» Es posible a partir de datos de GS y algunos analisis de ES y Paneles

« Secuenciacion de RNA (variantes de splicing o deleciones no identificados en
secuenciacion)

» Secuenciacion especifica para variantes somaticas
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Poblacion Latinoamericana mal representada: Mayor
Ej. Chile incidencia de “VUS”

APy . ® NAT EUR ® AFR
Taenss l_"
500 = 46.15%
49.96%
Antotagestn N = 389%
AlBCaTS
i
Chile s . " 2.46%
e
m ‘ 5
B 44.74% zwio c2 " 42.41%
52.25% e 55.62%
Fios S 4
® a01% | Mol TN
Loa Lagoa
= 49.48%
& 48.88%
= NAT EUR m AFR |Amon " 1.64%
s 46.94%
Magstines 51.74%
= 1.32%
a b c

Figure 4 | Global ancestry estimates per zones. (a) The larger pie chart on the left panel corresponds to globa! ancestry proportion for the Chileans
as a whole; (b) the panel in the middle is a map of Chile describing the subdivision into five zones: N (n=16), C1 (n=159), C2 (n=41), 51 (n=73),

52 (n=12) and the political regions associated with each zone; (c) on the right panel, the pie charts correspond to global ancestry estimation on the
five zones.
www.scail.cl ol
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Otra vez VUS! ... Qué hacemos?...
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O A on AR--hagase las siguientes preguntas

Corresponde al fenotipo del paciente, y la cigocidad es compatible?
« Sila respuesta es si a ambos, jBINGO!—> Diagnostico probable

Fenotipo compatible con el gen pero la cigocidad no coincide —
considerar mutaciones intronicas o grandes deleciones en el otro alelo.

Buscar evidencia que pueda indicar la posibilidad de patogenicidad de
esa variante especifica.

 OMIM, PubMed

* Frecuencia en tu poblacion especifica (frecuencia baja)

 Predicciones de dano (CADD score, pLl)

« Usa herramientas disponibles gratuitamente (Varsome, Franklin, Clinvar, etc.)

 Consulta a expertos que puedan haber encontrado la variante previamente
(VUSserve)
« ; Existe una prueba funcional disponible clinicamente? (util para descartar)

- Contacta a tus colegas que realizan investigacion y evalua si un analisis especifico
es posible/vale la pena
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s1%
NrernAconAEStudios biologicos para validacidn funcionats

Clinicamente disponibles:

e Citometria de flujo: Cuantitativa y/o Funcional (Subpoblaciones
linfocitarias, BTK, XIAP, Perforina etc...)

 Citoquinas

Investigacion:

e Bioquimica:  Cuantitativa- Funcional (asociaciones protéicas,
Co-inmunoprecipitacion, protedomica)

» Estudios en lineas celuares derivadas de pacientes o modelamiento de
mutaciones y ensayos de transfeccion.

* Localizacion y Co-localizacion: Imagenes de alta resolucion.

* Imaging Flow Cytometry: Evaluacion de interacciones intercelulares,
localizacion de proteinas.
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« STAT1 GOF: Poliendocrinopatia (DM1,

tiroiditis),  citopenias,  vitiligo,  alopecia, gw?

enteropatia

o

virales y micobacterias

 Infecciones fungicas (reduccion de Th17) vy % 5
i

« Elevacion STAT1-P, IFN-1 and IFN-Y signature 20

100 -

ISG Score
8

-
-
0.

o
10° 0 10° 10! 10° f éb“
Comp-PE-A= pSTATY &

* Responden a linhibidores de JAW

mejora todos los aspectos de la

enfermedad (resultado variable)
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NTERNACIONALFOSTorilacion y de-fosforilacion de STAT

Luciferase Gas induced activity in
Phosphorylation assay/Flow Cytometry[Patient cells U3A cells (lack STAT1) transfected
with a specific variant .

C ]

HD 100 — Patient RLU (Firefly/Renilla)
20 MFi ik MFI 3.0 7
e o = FNO 251

Resting 2725 1 Resting 5304

“©~ 30min 10448 “©- 30min 11624 !
.. 4 0 min 6866 1 60 min 14997 € 20]
120 min 4369 7 120min 13810 ] o [
b o 103 10® 105 = .o AT G 10* 10¥ § 1.5-: E'SEE:: 'E':EEE
> ; e ceoenes
Fhospho-STATT (AF488) 2 0] e B R

05] BERS e R

0.0 12

------
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--------

Resting IFN-y (250 ng/mL)

Hartono et al JOCI 2018 | > & STAT1-WT

S STAT1-vaasL
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*Via de la senalizacion de IL-6

* Fenotipo clinico heterogéneo
* Linfoproliferacion

» Autoinmunidad multisistémica ||_
* Citopenias o

e Artritis Y"}‘.) @
* Enteropatia

* Enfermedad pulmonar intersticial

e Defecto de células NK

Responde a la inhibicion de JAK,

bloqueo de IL-6, y TPH ”/@

.u

'."' \’f% |8§¥&‘.'<.3£°s' TR 2socsgc Cyco
Cofactors) & () @
L1}
B

TTCNNNGA/
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Fosforilacion STAT3

Nucleus
° Phosphorylation

) STAT3-GOF variant
— Possible inhibition

FIGURE L

Mechamism i STATS GOF syndecorie. JAK, Janus kinase, STAT. signal transducer and activator of transc

\\\\\

\\\\\\

(relative to WT)

Fold change STAT3 activity

S0CS3
IL-10 lcxcw

BCL3 w-r

G419R

Luciferase assay in a STAT3 deficcient cell line
transfected with WT and Mt variants.
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INTERNACIONAL Terapias en alteraciones de las T reguladoegs
3 TGFB-dependent FOXP3 induction b TGFB-independent FOXP3 induction
TGHE @ © -2 First 18 hours After 18 hours _
o PR O pan el Bog MY
TGFR AN VRS o STEF L 7CR(;_’(' Y7 €28 |L,2R(~";§){f§ N $(--'cozs

Nature Reviews | immunology
« mTORC1 es un regulador del crecimiento celular y de otros procesos aguas abajo de PI3K.La rapamicina

mejora la expresion de FOXP3 en células T CD4 mientras controla a las células T convencionales
autorreactivas en el timo.
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INTERNACIONAlerapias dirigidas en defectos de Treg: IPEX 2

o HS
- ® Pt24
. ° (pre Rapa)
o]

* Sirolimus (Rapamycin):
MTORC1 inhibitor in IPEX

c
o
7
@
L
a
Q
=)
@
S

— - o
[1:0,5] [1:0,25] Ratio [R:Treg]

PRIOR TO RAPAMYCIN THERAPY

CHS
L. m Pt24

® - (post Rapa)
£ 5 *i
0 Sl

[1:1] [1:0,5] [1:0,25] Ratio [R:Treg]
ON RAPAMYCIN THERAPY




studio Ttunctional y terapia dirigidada en

INHIBITION /
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INTERNACIONAL CTLA-4

aploinsuficiencia CTLA-4
Eﬁ% y deficiencia de LRBA

* Formas heterogeneas de

desregulacion immune Konae cosoes
» Enteropatia \ /
* Uveitis 08 __ A8
* Inflamacion del SNC ioas - s i
 Autoinmunidad (citopenias, l

EPI, tiroiditis, hepatitis, DM1) l
- Infecciones recurrentes g GOETL
(hipogammaglobulinemia) @ / 028 cpsoas
* Disminucioén de la funcidon de » '*

, STIMULATION
T reguladoras y péerdida de la T 4
tolerancia periferica
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INTERNACIONAL  Ensayos funcionales LRBAy CTLA-4

Reduccion de la expresion de LRBA y
CTLA-4 en «células T CD4+ FoxP3+
(Citometria o WB)

« Abatacept, agonista de CTLA-4, se une a
CD80/86 en las CPA
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iNTERNACIONAHaploinsuficiencia CTLA-4 Tranendocitosis =¥

Gating strategy
CRRRTITERaNINg SO Ipilimumab
1 | 1 ;
' b> - ¥
5 |- pr = &) Pl
...... S |3 |1 Doublet exclusion | 7] 3 = FOXPde
== § -- a7 ‘.-.---...I_,,,,_,_; é § ® o S

> ! Gate on Iving celis é—
FSC-A cD4 FOXP3
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Paciente probablemente se beneficiaria de agonista CTLA-4 (Abatacept), se inicia y mejora




S ASGNAL  Remision con Abatacept

Agonista de CTLA-4 en Deficiencia LRBA y haploinsuficiencia CTLA-4

A Immunosuppressants (n=61) B Abatacept (n=58)
60
- B CR
3 Pre-abatacept Post-abatacept
® 3 ] PR (6 months)
90_;40_ < B NR
(o)}
3
2
5 20
a.
0_
\%
N

Taghizade et al. JACI 202 A\§

g N
. .

JJ:..
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ADAZ activity (UL)

{(pg/mL.
~ ~N
s 3

gy

ADAZ2 concentration
e & B

El ensayo se basa en |Ia
conversion de adenosina a
iInosina

*Se correlaciona negativamente
con la edad durante la infancia

« Util para:
v Resolver VUS

v/ Detectar estados de portador vs.
deficiente

v’ Clasificar la enfermedad



X0 CONGRESO - Actjvidad enzimatica de ADAZ

INTERNACIONAL
Correlacion entre Actividad enzimatica y fenotipo

@ Deficiency of adenosine deaminase 2

Phenotype

—

Residual ADAZ2 activity

= E—— ]

FRBSQANCE nonsense $—)

Insertion / deletion / frameshift ¢——)
L)

Genotype
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‘Que pasa si el es
nhegat
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Tener en cuenta que esto ocurrira en 60-80%
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R o Sena,  Reconsiderar Bimarcadores

Emapalumab CXCL9 Firma Interferon
Anakinra | s IFN-G Activacion Inflamosoma (ASC)
Inmunosupresion CXCL10 Actividad de NF-kB

IL-18 oinfl i s
RitUXimab CD1O7a INTlamacion 'IAr\]ht :JI-A[\\:I(:
Inh. JAK Perforinas A:t:-IL1

Sirolimus

Abatacept
‘Autoanticuerpos

(tb. Anti-citoquinas)
P-STATs

Tregs

CTLA-4

Inmunoglobulinas
Subpoblaciones linfocitarias

Autoin pdeficiencia . :
ampliadas (T y B memoria)

Siroliumus
TCRab doble negativa

Vitamina B12
Actividad Enz. ADA2

Atopia

www.scai.cl WwWw congresoscal.cl



oaconcrESo  Revancia del Re-analisis

Eldomery et al. Genome Medicine (2017) 9:26

DOI 10.1186/513073-017-0412-6 Genome MEdiCine

RESEARCH Open Access

Lessons learned from additional research &~
analyses of unsolved clinical exome cases

Mohammad K. Eldomery"'®", Zeynep Coban-Akdemir', Tamar Harel'", Jill A. Rosenfeld', Tomasz Gambin'?,
Asbjerg Stray-Pedersen’, Sébastien Kiry*, Sandra Mercier*”, Davor Lessel’, Jonas Denecke’, Wojciech Wiszniewski'®,
Samantha Penney’, Pengfei Liu'*, Weimin Bi'®, Seema R. Lalani'#, Christian P. Schaaf'"®'® Michael F. Wangler'?,
Carlos A. Bacino'® Richard Alan Lewis"™®, Lorraine Potocki'® Brett H. Graham'®, John W. Belmont'®

Fernando Scaglia"®, Jordan S. Orange' "2, Shalini N. Jhangiani'®, Theodore Chiang'?, Harsha Doddapaneni',
Jianhong Hu'®, Donna M. Muzny™®, Fan Xia"®, Arthur L. Beaudet'®, Eric Boerwinkle™", Christine M. Eng'®,

Sharon E. Plon"®1"* V. Reid Sutton?, Richard A. Gibbs™"*"®, Jennifer E. Posey', Yaping Yang'* and

James R. Lupski"®11317

www.scal.cl
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INTERNACIO a Pilot Study: 74 families

Identifying candidate genes

@®Novel Genes
@Known Genes
(OCandidate Genes

10.8% (ONo Molecular
No Mol Dx Diagnosis

75%

Inter-communication

Diagnosis for additional cases Genome Medicine, 2017
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INTERNACIONAL Considerar Mosaicismo

1. Frecuente en ALPS (FAS, FASL)
2. KRAS,NRAS
3. Autoinflamatorios

Autoinflammatory disorders CAPS NLRP3 Chrl  GOF Somatic 2-45%
NLRC4 GOF  NLRC4 Chr2  GOF Somatic 30%
TRAPS INFRSFIA Chrl12 GOF Gonosomal 18-30%
Blau syndrome NOD2 Chrl6 GOF Somatic, gonosomal 7-13%
SAVI TMEM173 Chrs  GOF Somatic NA
VEXAS UBAI* ChrX LOF Somatic 35-80% in blood
60-95% in myeloid
cells
JAKI GOF JAKT# Chrl  GOF Somatic 27%

Se requiere secuenciacion mas profunda (>200x lecturas) o de poblaciones especificas (Ej. TCRab
doblenegativas en ALPS, celulas mieloides en VEXAS)

Aluriand Cooper et al, JACI, www.eongresoscaicl
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NTERNAG ONAPenetrancia Incompleta en Desregulacion Inmune=y

« Comun en trastornos autoinflamatorios y de desregulacion immunel’
necesidad de estudios funcionales

* Diferentes factores pueden contribuir a la penetrancia incompleta
» Epigenética
* VVariantes contribuyentes

* Mutacion adicional en genes que codifican interactores de la proteina: alelo
HAQ de STING en COPA (J Exp Med. 2025)
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i S i s W7
NTERNACIONAEXPresion monoalélica y penetrancia variablé:s

JAXKY € 2089CoA jp STICN)

DNA
‘ WT/MT
Ej. STAT1 GOF

WT MT RNA
‘ @ Esperado 2
WT M
‘ Enfermo
WT MT ¢

‘ @ Portador sano

Stewart, Nature 2025
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INTERNACIONAL Mensajes Finales .

« iMas de 130 defectos monogeénicos se clasifican como autoinflamatorios
monogeénicos o de desregulacion inmune, y la lista sigue creciendo!

* Los fenotipos son heterogéneos y se superponen ampliamente

« Los estudios genéticos y la identificacion de biomarcadores son clave para
establecer tratamientos dirigidos personalizados en pacientes con fenotipos
heterogéneos

* Frente a cuadro clinico sugerente considerer razones de negatividad: poca
cobertura del estudio, deleciones, mutaciones somaticas, genes que aun no han
sido descubiertos

 Considerar re-analisis de datos genéticos.
* Si no logramos un dg genético usar biomarcadores para guiar terapias

* PIRD subyacen a las enfermedades autoinmunes de manera similar a como
otros Ell subyacen a las enfermedades infecciosas — secuencia a todos si es
posible; podrias encontrar el mecanismo y tratar de forma especifica

2y

PSR -
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INTERNACIONAL

Muchas gracias!

cpoli@udd.cl

iciv & um
INSTITUTO DE Clismirﬂﬂﬂﬂ EN MEDCINA “ JQ“{'O)’ Modell
Ciinica Alemana - Universidad del Desamolio Centers Network

www.scal.cl
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