Forskningsstod

Molekylar diagnostik av
primara iImmundefekter med
helgenomsekvensering
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Manniskans arvsmassa kartlades
i sin helhet for drygt I5 ar sedan.
Idag finns over 100 000 perso-
ners arvsmassa (genom) ana-
lyserad och en fullstandig sek-
vensering av ett genom kan ta
mindre an 24 timmar i ansprak.
Det ar alltsa pa tiden att denna
teknik pa allvar utnyttjas for
diagnostik inom sjukvarden.

Manniskan har drygt 20 000 gener,
som kodar for de proteiner som &r
noddviandiga for att kroppen ska fung-
era. Tillsammans utgér de kodande
delarna av genomet endast 1-2 % av
arvsmassan, det sa kallade exomet.
Resterande 98 % bendmndes tidigare
”skrap-DNA” men innehéller bland
annat reglerande regioner som styr
nér och var generna skall uttryckas
(sa att det protein genen kodar for
produceras).

I samarbete med SciLife Lab och
Centrum for medfédda metabola
sjukdomar, CMMS utfors sedan 2014
klinisk helexom- och helgenom-
sekvensering. Vid exomsekvensering
analyseras endast exonerna, medan
vid helgenomsekvensering analy-
seras dessutom resterande 98 %
av var arvsmassa. Vid avdelningen
for klinisk immunologi i Huddinge
fokuserar vi pa immunbristsjuk-
domar och sedan starten har cirka
160 patienter sekvenserats. Patien-
tens DNA-sekvens genomgér sedan
en bioinformatisk bearbetning dér
sekvensvarianter, dvs positioner i
DNA:t dér patienten skiljer sig fran
ett referensgenom, identifieras. I den
efterfoljande bedomningen av resul-
tatet begrénsar vi oss till varianter i
kidnda immunbristgener, i dagslidget
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328 stycken. Detta gor analysarbetet
mer hanterligt och vi undviker dven
oonskade och svarbedomda fynd
1 gener som inte dr kopplade till
patientens aktuella problem.

Sekvensvarianter i DNA dr vanliga
och bidrar till att gora oss unika som
individer. Endast ett fatal varianter
kommer att vara sjukdomsorsakande
och ibland endast i kombination med
en annan variant i samma gen. Ofta
hittar vi varianter 1 gener som om de
ar fordndrade (muterade) kan orsaka
immunbrist, men som &r av oklar
signifikans och inte &r beskrivna tidi-
gare. Vi forsoker d& utfora komplet-
terande analyser pa cell- och protein-
niva for att bekrifta att den aktuella
varianten paverkar genen eller det
protein som genen kodar for. Exem-
pelvis X-bunden svar kombinerad
immunbrist som orsakas av mutatio-
ner i genen IL2RG, vilken kodar for
ett protein som ingar i olika cytokin-
receptorer. Nar en cytokin binder
till receptorn som IL2RG kodar for
aktiveras signalmolekylen STATS.
Denna aktivering kan detekteras med
flodescytometri och avsaknad av
aktivering efter cytokinstimulering
av patientens vita blodkroppar be-
kréftar att en variant i genen IL2RG
ar sjukdomsframkallande.

Vi har hittills hittat en sannolik sjuk-
domsorsakande sekvensvariant hos
cirka 30 % av de analyserade patien-
terna. Vid svar kombinerad immun-
brist dr resultatet battre, dar hittar
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vi en genetisk orsak hos 80 %. Hos
resterande patienter, ddr svaret blir
“negativt”, finns det givetvis dnda en
orsak, men vi forstar den dnnu inte.
Den skyldiga sekvensvarianten kan
ligga i en gen som dnnu inte kopp-
lats till immunbrist, eller kanske i
icke-kodande regioner i DNA vars
exakta funktion &r okdnd. Med mer
kunskap och béttre funktionella ana-
lyser ér det troligt att uppklarnings-
frekvensen kommer att stiga och att
fler patienter ddrmed kan fa en exakt
molekylér diagnos. ™
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www . facebook.com/PIO.Riks/
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