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Introduction

¢ Groupe de pathologies immunologiques tres variées

¢+ 485 maladies, répertoriées dans la classification de I'International Union of Immunological

Societies

Maladies rares ( < 1/2000 naissances)

La diversité des atteintes génétique =» Phénotypes variables !!

La nécessité d’évoquer un DIP a tout age.

Un diagnostic précoce est primordial (pronostic vital !!!):

Plus de 480 génes sont associés aux DIH.

% Recours au NGS
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Définition

Incapacité du systeme immunitaire a assurer:

**Une défense efficace contre les microorganismes
+*Un controéle de 'autoimmunité
+*Un controéle de la lymphoprolifération

*»Un controdle du développement des tumeurs
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Classification

Inborn errors of
immunity
classification

Diseases of
immune

dysregulation

Complement
deficiencies

Defects in
Congenital defects intrinsic and
f phagocyte innate immunity

doi: 10.1007/510875-022-01289-3. Epub 2022 Jun 24.
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Classification
Disorder Genetic basis Comment
lgA deficiency Unknown Commonest PID (7)
CvVID Unknown Patients with causative genetic defects are reclassified as CVID-like disorders (3,
(by definition)
TH Unknown Retrospective diagnosis (9)
Idiopathic CD4 lymphopenia Unknown Increasingly recognised with the advent of new-bom screening (10)
Good's syndrome Unknown Thymic abnormalties may contribute to the combined immunodeficiency (11)
SCID (and many other similarly well- characterised disorders)  Mostly known Not all patients with a SCID phenotype have an identifiable mutation
Phenocopies Acquired disorders  Can be identified by genetic sequencing (2)
Epigenetic defects Acquired disorders  Difficult to identify (12)
CVID, Common Variable fmmunodeﬁdenc;‘ Disorders; SCID, Severe Combined Immunodeﬁciencﬁ; THI, Transient Hwo%mmagbb ulinemia of lnfancz.

Etude descriptive des données du CEREDIH
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Manifestations cliniques

de ickoyie Maedical

nfections plus fréguentes

Au moins quatre otites moyennes aigues dans l'espace d'un=’.

Au moins deux sinusites graves dans l'espace d'un an.

Au moins deux pneumonies dans I'espace d'un an.

Infections plus sévéresspersistantessinhabituelles

Prise d'antibiotiques pendant plus de deux mois sans amélioration des symptomes.

Abceés profonds et récidivants de la peau et/ou d'autres organes.™

Infection fongique persistante de la muqueuse buccale ou de toute autre muqueuse.™

Nécessité d'antibiotiques intraveineux pour traiter les infections.™

Au moins deux infections profondes y compris septicémie™.™

Maladie causée par des germes habituellement inoffensifs (par ex. mycobactéries atypiques).=

Complications suite aux vaccins vivants (tuberculose. rougeole. varicelle).™

Autres manifestations systémiques

Retard staturo-pondéral ou de croissance.

Auto-immunité.

Cancer.

Anamneése familiale

Déficits immunitaires congénitaux ou symptomes similaires chez d’'autres membres de la fam

le.

a) Ce critére varie d'un pays a l'autre entre 4-8 OMA / an.

b) Vu l'aspect potentiellement fatal. nous proposons de réaliser un bilan dés la premiére infection
de ce type.

Si le patient présente un de ces drapeaux rouges,. nous proposons de lI'adresser directement
en immunologie pour un avis spécialisé.

Modified from Jeffrey Modell Foundation.
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confirmed diagnosis

In vitro Igs synthesis

DOI: 10.2174/1871530319666190828125316
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Bilan de premiére intention

**Numération Formule Sanguine

**Dosage pondéral des immunoglobulines sériques (1gG, IgA, IgM)
*»Sérologies post-vaccinales et/ou post-infectieuses
**Radiographie du thorax chez I'enfant

“*Scanner thoracique

*»*Scanner sinusien

**Echographie ou scanner abdominal

*»Sérologie HIV, recherche protéinurie a la bandelette etc....
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Bilan de deuxiéme intension

+* Marqueurs lymphocytaires de surface :
Phénotypage lymphocytaire : CD3, CD4, CD8 (LcT) ; CD19 (LcB), CD16, 56 (NK), I1gM,
IgD (LcB naifs), CD27(LcB mémaoires), CD40-L (LcB)

+* Etude fonctionnelle des lymphocytes :
Test de transformation lymphoblastique (TTL)

+* Exploration du complément :
CH50, C3, C4: déficit de la voie classique, déficit des fractions C1 a C9

AP50, dosage des composés D, H, | et properdine

% Etude fonctionnelle des PN et dosage des IgE
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Explorations génétiques

v' Confirmation du diagnostic (Présentation phénotypique aspécifique).
v' Clarifier la transmission de la maladie et son expression potentielle.

Hétérogénéité
génétique et
phénotypique

Orienterle

v’ Constituer des registres permettant de mieux comprendre les B

associations génotype-phénotype.
v’ Développer de nouvelles cibles thérapeutiques.

Prise en charge
thérapeutique

Conseil génétique

The Discovery of
Inborn Errors of Immunity

) ) G ¢ &) &)

Glanzmann & Riniker  Report of recurrent  First SCID disorders  Sanger sequencing  First human genome  Total of 485 inborn
discovered the firat nfections lead to defined at errors of i
severe combine: scovery o level. Frederick Sanger Human Genorme reported following
Which allowed project after starting 1UIS guidelines.
by Bruton. sclentists to view in 1990,

the genetic code.

pY .
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Explorations génétiques
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Explorations génétiques
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Human genome | PacBio
project completed = RS ﬁ,;_,f% £ ~——
Sanger sequencing Solexa lllumina genomics Optical Genome
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Oxford Nanopore Sequencing
PromethiON 48

=~ = -
= m! INumina NextSeq 500
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lon Torrent MinlON
B — Roche 454
—_—

First Automated DNA Sequencer [
ABI 370 "

| -
lumina HiSeq 2500

Clinica Chimica Acta 551 (2023) 117568 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37839516/

=
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Mapping

Single cell
sequencing
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Séquencage classique

Gene de petite
taille

Mutations

« technique de choix»

récurrentes

v'Parallélisation limitée.
v'Taille des fragments
séquencés jusqu'a 1000 pb.
v'Colit par base élevé.
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Le séquencage nouvelle génération

Experimental steps

equenc
[ )

Bioinformatic steps
Short reads production Mapping on reference genome Variant calling

BT R —

Annotation Filtering Gene prioritization

. & [T | senea | | Genan || iGenen. | LcencR i oonn
A i v v | X
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La librairie

, . - adaptateurs
1. Préparation —_—
Librairie =

%
N / ligation librairie
ADN génomique / \

—

fragmentation

Multiplexage '\
— aes . Cans
Read 1 Read 2
P5 Index 2 sequencing Sequencing  Index 1 p7

\___Primer Insert Primer i Y

P5 ADAPTER P7 ADAPTER
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Le séquencage nouvelle génération

-
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Fragments Add adaptors Attach to flowoall
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Bind to primer FCR extension Dissociation
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Cluster formation !_.-' s

Sequancing Signal scanning

Asociation Mamcaine
i kg Modicele
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Analyse bio-informatique
des données NGS: Workflow

i Analyse primaire
- Fastq Raw Reads QC
(bcl2fastq) (FastQQC)
Map to Reference Variant Calling
(BWA) (GATK) Samcinted

List

Mark Duplicates Variant Filtering L___/7 | Analyse tertiaire
(Picard) (GATK)

Report
Indel Realignment Variant Annotation
(GATK) (SnpEff) 7

Base Recalibration .
(GATK) Analyse secondaire
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Interprétation des variants

Exclusion des variants

fréquents dans les Les risques
populations contrdles Si criteres de fi/tre

Variants affectantla
séquence protéique

Trop stringents

Prédictions en faveur » Risque de faux-négatifs
d’une pathogénicité

Trop permissifs
> Trop de variants a évaluer

Mode de transmission

Variant(s) » Expertise clinico-biologique

pathogene (s)
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Interpretation des variants

Base gnomAD
120 000 exome+génomes

Classe
1 U Données épidémiologiques g‘8551456>TF_‘:Emg*:;‘fﬁmmw
, . lter:
= Bases de données de populations Max AF In populations:1.63%
- Allele Freq Hormn Fre
Probablement Neutre | 2 U Effet du variant sur la fonction Al gi36 |pon
de Ia rotéine African 1.63% 0.017%
p . Lo Latino 0.043%
T - Na’tu're.du v:f\rla.n.t nucleotldlqule' N b shikariazl Jawlsh
signification inconnue 3 = Prédictions in silico de pathogénicité East Asian
(V51,VUS, VOUS) = Données fonctionnelles South Asian 0.0033%
Eur (Mon-Finnish) 0.0032%
Variant . . . iR Eur (Finnish)
. y 4 1 Ségrégation familiale
Probablement Pathogéne greg — S

U Phénotypes

Richards et al, Recommendations ACMG, 2015
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Non-coding region m Coding region

Genome Sequencing (WGS 2 Exome Sequencing (WES 3.C ine

I , Sanger sequencing (specific DNA segment)

'
Targeted gene panel (coding regions of disease-specific genes)
Exome sequencing (nearly all exons in the genome)

GV DY IDY

GENOME

Y,

SM variants

EEEEN:ENEEE

G q ing (all

Défi : nombre et interprétation des variants

Panel de génes Exome Génome
Nb génes 39 23000
Nb variants 60

15 000-20 000

3 000 000-4 000 000

| )3 PY filibre de santé

R I H maladies rares

Filire de santé Moladies Rares Immuno-Hématolog ques  Reconnue par e Minstire de s Santé

Juin 2019

<
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gres. grande sensibilite ana!y'llqug,

Seqguencage de INexome/ génomne complet avec une large ganmune d altérations génomigues

detectées (délétions, translocations, nombre de copies).

Adapte aux différents types de préléevements (tissu tumoral fixe au formol, ADN libre

circulant. cellules tumorales circulantes).

Découwverte de nouveaux variantes géndtiques et une meilleure compréehension de

I"'oncogenése et de la progression tumorale.

=lail d'analyse et de réponse dimin ;

MNeécessitée d'un consentement spécifigue imchiant "analyse mutationnelle somatique et

perminale.

Inconvénients

Wariabilitée de performance des différentes plateformmes de MNIGS.

Coht par test Shewa.

Coint des éguipements moderdment Elewve.

Expertise inﬁ}rm@aur I"imterprétation et e traitement des données.

MNecessite d’un fort investissement imstitutionnel en terme de capacite de stockage des

données,

Pertinence des nouveaux polyvmorphismes découverts.

Weille ethigue guant a Mutilisation des données constitutionnelles (mutation germinales).
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Analysis Commonly Used Tools

Common Analysis

Quality check of sequences FastQC [90], FASTX-toolkit [91], MultiQC [92]
Trimming of adaptors and low-quality bases Trimmomatic [93], Cutadapt [94], fastp [95]
Alignment of sequence reads to reference genome BWA [96], Bowtie [97], dragMAP [98]

Reports visualization MultiQC [92]

Whole-Genome Sequencing/Whole-Exome Sequencing/Targeted Panel

Removal of duplicate reads Picard [99], Sambamba [100]
Variant calling (single-nucleotide polymorphisms and indels) DeepVariant [105], Ilumina Dragen [106]
Filter and merge variants beftools [107]

Variant annotation NIRVANA [111]

Structural variant calling Wha [116], Pindel [117]

CNVnator [118], GATK gCNV [119], cn. MOPS [120],
Copy number variation (CNV) calling envCapSeq(targeted sequencing) [121], ExomeDepth (CNVs

from Exome) [122]

GATK [101], freeBayes [102], Platypus [103], VarScan [104],

ANNOVAR [108], ensembIVEP [109], snpEf [110],

DELLY [112], Lumpy [113], Manta [114], GRIDDS [115],

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/37508427Biology 2023, 12, 997
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MIT
Technology
Review

DNA can be sequenced by threading it through a microscopic pore in a membrane.

Bases are identified by the way they affect ions flowing through the pore from one
side of the membrane to the other.

© A flow of ions through
the pore creates a current
Each base blocks the

flow to a different degree,
altering the current.

‘

@ One protein ——
unzips the
DNA helix into
two strands.

GATATTGC GA  GCCo

@ A second
protein creates
a pore in the
membrane
and holds

an “adapter”
molecule.

© The adapter molecule
keeps bases in place lona
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Phac@gen

First generation Second generation

(next generation sequencing)

Third generation

Sanger Sequencing 454, Solexa PacBio
Maxam a_nd Gllt_)elt_ lon Torrent Oxford Nanopore
Sanger chain termination lllumina lllumina Novaseq Series

Short-read sequencing Long-read sequencing
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« Analyse génétique », Quel type de prélevement?

‘ CONSTITUTIONNELLE ACQUISE
Les différents organes ont la méme Un seul organe est touché, les
anomalie. autres sont normaux.

9 @mes journées Nationales de Biologie Praticienne

« Next Generation Sequencing », NGS : pourquoi ?

Fonctionnement pré-NGS (Sanger):

» Plusieurs centres de diagnostic pour des génes différents / pathologie
* Plusieurs prélevements du méme patient (1/centre)
« Délai de résultat élevé (plusieurs années)

« Coit élevé +++

Fonctionnement post-NGS:
» 1 centre de diagnostic pour la plupart des génes de la pathologie
* 1 prélévement pour toutes les analyses
« Délai de résultat en baisse (quelques mois)
« Colt faible --- / régions explorées

* Synthése des résultats
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Single gene analysis
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Panel gene analysis

25-60%

Catégores e DI m Exemples de gines

;4 Fo é;;‘""”“‘”“*‘ 13 |ADA, JAKG, RAGI, RAG2

Immunodéficiences combinées 33 | (D40L, CDBA, ICOS, ZAPTO

Immunodéficiences combinées

avec caractéristiques associées 37 | ATM, BLM, TBX1, WAS

ou syndromiques

Déficits en anticorps 2 | AICDA, BTK, IGHM, PIK3R1
Fromesequencis ot 6 |ARE CECR PR L0

s ol B L ECE T

Déﬁgil_s en immunité innée n |OCR IFNGRT, MYDSS,

etintrinséque STaT2

Maladies autoinflammatoires 13| MEFV, MVE, NLRP3, NLRP12

Déficits du systéme du complément | 31 | CFB, CFD, CFH, CFI

Phénocopies des DIH 3 | NRAS, KRAS

Indéfines 18 | TLRY, TLR2, TRAFI, TRAR

Patients presenting
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Clinical
examination leads
to PID being
suspected

50-75% causal

WGS/WES

Enhanced Variant
Detection

Baseline
Immunology
testing

Targeted

Cellular Analysis

Increased
diagnostic yield
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Anamnése familiale et ou phénotype évocateur
d’un déficit immunitaire primitif

Transmission héréditaire mais

Phénotype clair et géne Phénotype évocateur d’un 2 =
candidat unigue groupe de génes phénotype discordant et géne
fortement suspecté potentiellement en cause inconnu
I I |
Séguencage Sanger Panel de génes NGS Séguencage d'exome ou de
génome

Deuxieme rendez-vous :rendu des résultats et conseil génétique
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de Biligic

HLA locus-specific amplification (7h)

Amplicon quantification and pooling (45 min)

Fragmentation and end repair (30 min)

Int J Neonatal Screen 2023 Jun; 9(2): 22 PMCID: PMC10123688

Published online 2023 Apr 11. doi- 10 3390 PMID: 37082516

Adaptor ligation (45 min)

Genomic-Based Newborn Screening for Inborn Errors of Immunity: Practical and
B sioe sefection (45 i) Ethical Considerations

Jovanka R. King,'%* Kalle Grill * and Lennarl Hammarstrom™

Library quantification and pooling (2h)
Lynn Wein Bush, Academic Editor and Claf Bodamer, Academic Editor

Lol » Author information » Arlicle notes » Copyright and License information  PMC Disclaimer

Manual chip loading (30 min), initiaization (1h] an-
sequencing run {5h)

L-bh4 0

(EEEEac

NGS data analysis

Source : GenDa_ Accurate HLA typing by NGS using the lonTorrent PGM with a platform specific developed and tested workflow [affiche

o
Fittps fwow gondx com/downigads/posters/ GenDx% 20ASHI% 20p0ster:

14%20i00% 20Torrent pa.
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saurnal of Clinical Immunoloay
s /dol.ore/ 10,1007/510875-022-01 3982

ORIGINAL ARTICLE

Genetic Diagnosis of Inborn Errors of Immunity in an Emerging
Country: a Retrospective Study of 216 Moroccan Patients

Abderrahmane Moundir' - Hind Ouair® - Ibtihal 2. Leila 12 Rada“ -
Naima Amenzoui® - Zineb Jouhadi? - Fatima Adnane? - Naima El Hafidi® - Amina Kili® - Asmaa Bourhanbour Drissi’s? .
Abdeladim Babakhouya® - Sarra - Hbibi® . % a® -

B, . Chang 19 . Brahim Admou'’ - Jalila El Bakkouri'” - Fatima Allal’2

Ahmed Aziz Bousfiha'*©

Received: 1 June 2022 / Accepted: 27 Octaber 2022
© The Auther(s), under exclusive licence to Springer Sclence +Business Media, LLC, part of Springer Nature 2022

TGS

Table'1 General data of the Moroccan regisiry of inborn errors of immunity

Number ~ Percent

Patients in the Moroccan [El registry 42 100%

Patients without a genetic diagnosis 526 %

Patients with a genetic diagnosis n=216(29%)  Patients tested in the framework of thesis projects §7 0% e

Patients tested in the framework of inernational collaborations 129 60% Sangec soqueniie

Total genelic disorders 55 100%

Novel genetic disorders 1 13%
Mutations found 17 100%

Novel mutations 58 345

Diagnostic : 29%
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Conclusion

¢ L'étude génétique joue un role tres important dans le diagnostic des déficits immunitaires primitifs.
+¢ Le choix de I'étude doit étre fait en fonction des phénotypes des patients.

+*En cas d’analyse par NGS, l'interprétation des mutations retrouvées doit se faire en tenant compte
du tableau clinique du patient, du mode de transmission de la pathologie et les directives des
consensus

¢ 'incorporation de WES et WGS avec le bilan immmunologique aidera a déméler les phénotypes
complexes et a renforcer la découverte de nouveaux génes.




16/05/2024

AMBM

Association Marocaine
de Biologie Médicale

JOURNEES NATIONALES

M E RCI Po U R VOT R E DE B.IOLOGIE PRATICIENNE
ATTENTION ~ € e

e thara: Hotel Hyatt Regency

Ans au Service du Dialogue
Clinico-Biologique
Mai 2024
E%g Confé Communicati & Ateliers

3] ‘con
Affichées %)
Un engagement et une passion
qui transcendent le temps :
dédiés a I'excellence en Biologie
Médicale Marocaine.

La date limite pour soumettre les résumés des comm ions affichées est le 10 Avril 2024

PRESENTE PAR:
PR. Bouguenouch Laila

QQ 0600022763 [ secretariatambm@gmailcom @) wwwambmmaroc.net




