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Novorozenecky screening prinasi pokrok
v diagnostice zavaznych vrozenych poruch imunity

The expansion of national newborn screening marks
an advancement in diagnosing patients with severe inborn
errors of immunity
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SOUHRN

Bloomfield M a Klocperk A, Schneiderova H, Hlava¢kova E, Turnovec M, Tichy L, Cech Z, Chrastina P, Dvoiéko-
va L, Peskova K, Formankova R, Vikova M, Bejdak P, Kalina T, Froiikova E, Bily V, Ri¢na D, Grombifikova H, Za-
chova R, Obermannova B, Sedlaéek P, Litzman J, Freiberger T, Sediva A. Novorozenecky screening pfinasi pokrok
v diagnostice zavaZnych vrozenych poruch imunity

Severe combined immunodeficiency (SCID) screening je souhrnny nézev pro nastroj &asné detekce fady zavaznych
vrozenych poruch imunity. Souéasna kvantifikace exciznich DNA molekul TREC a KREC umoZiiuje ¢asné diagnosti-
kovat zdvazné bunééné i protilatkové vrozené defekty imunity. Do dvouletého pilotniho programu screeningu se
v letech 2022-2023 v Ceské republice zapojilo > 90 % novorozencd (vy3etieno bylo 198 675 vzorka). Diagnostiko-
vani byli 2 pacienti se SCID na podkladé CD3 epsilon deficience a atypického kompletniho DiGeorgova syndromu
a dalSich 17 pacientt s jinymi vrozenymi poruchami imunity, z toho 9 s agamaglobulinemii. U dvou pacientd se SCID
umoznil screening ¢asnou kauzalni terapii, tj. transplantaci hematopoetickych bunék / thymu, u non-SCID pacientd
vedla ¢asna znalost jejich diagnézy k zavedeni adekvatnich rezimovych a profylaktickych opatfeni za G¢elem snizeni
jejich nasledné morbidity. Od 1. ledna 2024 byl screening zavaznych vrozenych poruch imunity spolu se spinalni
muskularni atrofii integrovan do celoplosného novorozeneckého laboratorniho screeningu.

Kliéova slova: screening, SCID, téZzka kombinovana imunodeficience, agamaglobulinemie, TREC, KREC

SUMMARY

Bloomfield M a Klocperk A, Schneiderova H, Hlavaékova E, Turnovec M, Tichy L, Cech Z, Chrastina P, DvoFakova L,
Peskové K, Formankova R, Vlkové M, Bejdak P, Kalina T, Froiikova E, Bily V, Ri¢na D, Grombifikova H, Zachova R,
Obermannova B, Sedlaéek P, Litzman J, Freiberger T, Sediva A. The expansion of national newborn screening
marks an advancement in diagnosing patients with severe inborn errors of immunity

Severe Combined Immunodeficiency (SCID) screening is a collective term for an early detection tool for a range of
serious inborn errors of immunity. The quantification of excision DNA molecules TREC and KREC allows for early
diagnosis of severe cellular and antibody immune defects. The recently concluded Czech pilot screening program
(2022-2023) included over 90% of newborns (with 198,675 samples examined). Two patients with SCID were di-
agnosed based on CD3 epsilon deficiency and atypical complete DiGeorge syndrome, and another 17 patients were
found to have other inborn errors of immunity, including 9 agammaglobulinemia. Screening enabled early causal
therapy, i.e., hematopoietic cell/thymus transplantation, for two SCID patients, while early diagnosis in non-SCID
patients led to the implementation of appropriate regimen and prophylactic measures to reduce subsequent mor-
bidity. As of January 1, 2024, screening for severe inborn errors of immunity, along with screening for spinal muscular
atrophy, becomes integral part of the national laboratory newborn screening program.
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uvop

Tézka kombinovana imunodeficience (severe combined
immunodeficiency, SCID) spolu s dalsimi kombinovanymi
imunodeficity jsou vzacné zivot ohrozujici formy vrozenych
poruch imunity charakterizované poruchou vyvoje T lymfo-
cyti. Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék /
thymu predstavuji kauzalni terapie, jejich ispésnost se vsak
snizuje s vékem pacienta a prodélanymi infekcemi,? proto
je klicové ¢asné stanoveni diagnézy. Pfedmétem screenin-
gového vysetreni je analyza tzv. T receptorovych exciznich
krouzkt (T-cell receptor excision circle, TREC) v perifer-
ni krvi ze suché kapky krve. TREC jsou malé cirkularni
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molekuly DNA, které vznikaji pti vyvoji T lymfocytti v thymu,
jejich sniZeni proto avizuje poruchu ¢asného vyvoje téchto
bunék.¢» Obdobnou metodou kvantifikujici tzv. kappa re-
kombinaé¢ni excizni krouzky (kappa recombination excision
circle, KREC) lze ze stejného materidlu zjistit zavazné vy-
vojové poruchy B lymfocytd, tzv. agamaglobulinemie. Mezi
vrozené poruchy imunity dnes radime vice nez 450 onemoc-
néni rozdélenych do 10 kategorii.®» Moznost jejich zachyceni
vySetfenim TREC a KREC uvadi tabulka 1.

V Ceské republice probéhl vletech 2022-2023 pilotni pro-
gram screeningu SCID, od ledna 2024 byl SCID screening
zaclenén do standardniho novorozeneckého laboratorniho

Tab. 1: Klasifikace vrozenych poruch imunity podle IUIS®) a moZnost jejich detekce pomoci vysetfeni TREC a KREC z periferni krve

Kategorie ID PFiklady Detekovatelné | yopc | pec
screeningem
Kombinované bunécné a protilatkové ID Tézka kombinovana ID — SCID (common g-chain, JAK3, ANO v -
IL7Ra, CD3€, ADA, RAG deficience, retikularni dysgeneze)
X-vazany hyperigM syndrom NE - ~
10 e yndremidofmirysy Aot oleangiekcasi DLETYPU |, |
) & A ZAVAZNOSTI
Nijmegen breakage syndrom
HyperlgE syndrom NE ~ .
Comeliv—Nethertonlv syndrom
PFevainé protilatkové ID X-vazana agamaglobulinemie (Brutonova)
. . ANO ~ J
AR agamaglobulinemie
BéZna variabilni imunodeficience (CVID)
Selektivni IgA deficience
- h . . ‘o NE ~ ~
Tranzientni hypogamaglobulinemie v détstvi
Deficit IgG podtfid
Imunodysregulaéni onemocnéni Familiarni hemofagocytujici lymfohistiocytézy
Autoimunitni lymfoproliferativni syndromy NE ~ -
APECED syndrom
Fagocytarni poruchy Chronicka granulomatézni choroba NE . .
Vrozené neutropenie
Poruchy vrozené a intrinsické imunity Vrozena vnimavost k mykobakteriézam
Sz PR 12 NE ~ ~
Chronicka mukokutanni kandidéza
Autoinflamatorni onemocnéni Interferonopatie . typu (SAVI, ADA2)
HyperlgD syndrom NE, S VYJIMKAMI ~/d ~
Familiarni stfedomofska horecka
Komplementové ID Deficit lektinu vazajictho manézu
Deficity klasické cesty (C1, C2) a termindlni faze (C5-C9) NE ~ ~
Deficity faktora D, B, |, H, properdinu
Selhani kostni dFené Fanconiho anémie ANO, PRI POSTI- - -
ZENI LYMFOCYTU
Fenokopie ID Somatické mutace TNFRSF6, KRAS, NLRP3 NE ~ ~
{ — sniZena hodnota; ~ — normalni hodnota; AR — autozomalné recesivni, ID — imunodeficience; TREC — T cell receptor excision circle; KREC — kappa recombination excision circle
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M SCID (n=2; CD3¢
deficience a kompletni
DiGeorgliv syndrom)
Parcialni DiGeorgiv
syndrom (n = 6)

M Parciélni athymie
(n=2; FOXN1a TBX1)

M Vrozené agamaglobu-
linemie (n = 9; 5x BTK,
3x IGLL1, 1x TCF3)

M Komplexni chromozo-
malnivada (n=1)
Medikace matky
(n = 13; 12x azathio-
prin, 1x antiepileptika)

M Infekce (n=5)

M Prematurita (n = 10)

M Pfi¢ina nejasna (n = 8)

W Laboratorni fale3na
pozitivita (n = 2)

<

-

Obr. 1: RozloZeni jednotlivych pFi¢in abnormalnich TREC/KREC

u pacientd odeslanych k vysetfeni do klinickych center (n = 58)

k ovéieni abnormalniho screeningového vysledku v ramci pilotniho
programu SCID screeningu v CR.

screeningu. Obdobné jako napt. ve Svédsku® ¢&i Svycarsku®
sestava ze souc¢asného vysetieni TREC a KREC, ¢imz je moz-
né identifikovat jak SCID, tak i vrozené agamaglobulinemie,
napi. X-vazanou agamaglobulinemii.”® Metodou vySetieni
je polymerazova retézova reakce v realném ¢ase (qPCR), po-
uzivan je komer¢éni kit (Perkin Elmer).

VYSLEDKY

V prubéhu dvouletého pilotniho programu bylo vySetieno
celkem 198 675 vzork (128 694 v Praze, 69 981 v Brné), coz
predstavuje > 90 % vsech novorozenct. Do klinickych center
bylo odeslano k vySetieni 58 pacientu a identifikovano bylo
19 vrozenych poruch imunity, z toho 2 onemocnéni SCID a 9
vrozenych agamaglobulinemii (obr. 1). V celém souboru byly
evidovany 2 pripady laboratorni falesné pozitivity (tj. byl
zjistén abnormalni pocet KREC, ale naslednym vysetfenim
byl stanoven normalni poéet B lymfocyt®), ostatni pozitivity
byly dany pritomnosti znadmych sekundarnich faktort inter-
ferujicich s vyvojem lymfocyti novorozence (prematurita,
infekce, maternalni medikace). U 8 pacientt zstava jejich
abnormalni imunofenotyp bez vysvétleni. Oba pacienti se
SCID podstoupili ¢asné kauzalni terapie (viz kazuistiky),
zadné z déti s agamaglobulinemii neprodélalo k lednu
2024 zavazny infekt. Vysledky naznacily, ze by incidence
SCID v CR mohla byt mirné vyssi nez ptivodné odhadova-
nych 1:100 000, zatimco incidence vrozené agamaglobuli-
nemie by se mohla zvysit az na 1: 20 000 (dfive udavano
1-2:100 000).
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KAZUISTIKY

SCID — CD3¢ deficience

Pacient A je t.¢. dvoulety chlapec narozeny ve stanoveném
terminu porodu zdravym rodi¢tum jako eutroficky novoro-
zenec. Mésic pred porodem probéhlo u matky onemocnéni
covid-19, posledni dva tydny gravidity uzivala methyldopa
pro gesta¢ni hypertenzi. Matka ma vzacnou kongenitalni
methemoglobinemii (mutace HBB na chromozomu 11), otec
je zdrav, osmileta sestra ma rovnéz kongenitalni methemo-
globinemii a desetilety bratr je zdrav. Devatenacty den Zi-
vota pacienta byla klinickému pracovisti hlasena pozitivita
SCID screeningu s vysledkem TREC ,,0 kopii / 100 000 bu-
nék® ze dvou ruznych odbéri (fyziologickda hodnota TREC
> 100 kopii na 100 000 bunék), KREC v normé. Rodina byla
ihned informovana o nutnosti urgentniho vySetfeni, jimz
byla zdhy potvrzena hluboka T lymfopenie svédéici pro
onemocnéni SCID s T-B+NK+ bunéénym fenotypem. V od-
stupu necelych tfi tydni byla panelovym sekvenovanim
identifikovana homozygotni mutace v CD3E (¢.353-10C>G,
na chromozomu 11), pricemz oba rodi¢e jsou prenaseci
této mutace. Soucasné byla u pacienta potvrzena diagnéza
methemoglobinemie, na jejiz pritomnost jiZz poukazovala
centralni cyandéza a mirné periferni desaturace kysliku pri
ktiku. Jiz pti prvnim klinickém vySetteni byla rodiné dopo-
ruéena prisna izolace v domacim prostredi a bylo ukoné¢eno
kojeni pro riziko pfenosu infekce cytomegalovirem (CMV)
materskym mlékem (matka byla CMV seropozitivni). U dité-
te byla zahajena antibioticka profylaxe (sulfamethoxazol/
trimethoprim) a imunoglobulinova substituce. U pacienta,
rodi¢t a sourozencu byla vyzadana typizace human leuko-
cyte antigen (HLA) a u pacienta byl vylou¢en lymfopoeticky
chimérismus. V sedmi tydnech véku byl proveden ptevod na-
tivniho $tépu kostni dfené od HLA identického bratra (pri-
pravny rezim: alemtuzumab, fludarabin, treosulfan; profy-
laxe reakce $tépu proti hostiteli — graft versus host disease,
GVHD: cyklosporin A a mykofenolat mofetil). Engraftment
(ptihojeni) trombocyti byl dokumentovan sedmnacty

Obr. 2: Pacient s tézkou kombinovanou imunodeficienci (SCID)
na podkladé CD3¢ deficience diagnostikované screeningem
TREC. Na obrazku uprostfed mezi sourozenci, dvacet mésicd
po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék; darcem
kostni dfené byl bratr (vpravo).



Obr. 3: Mnohoéetné obratlové
anomalie u pacienta s atypic-
kym kompletnim DiGeorgeo-
vym syndromem, zobrazené
magnetickou rezonanci (hemi-
vertebra Th7, L2, S1, anomalni
konfigurace Th8, fizni anoma-
lie Th9 a Th10).

potransplanta¢ni den, engraftment granulocytt den dvaca-
ty. Dvacaty prvni den se rozvinuly pfiznaky akutniho GVHD
II. stupné — exantém na trupu a gastrointestinalni priznaky,
nasledné navyseni kortikoterapie mélo dobry efekt. V dal-
$im potransplanta¢nim obdobi nenastaly do dvou let véku
ditéte zavazné komplikace, pacient prodélaval frekventnéjsi
v.s. virové respiraéni infekty a byl 1é¢en pro sekundarni hy-
pertenzi, pti postupné narutstajicim podilu autolognich ery-
trocyt se opét objevila cyandza. Imunosupresivni terapie
byla ukon¢ena po patém mésici po transplantaci. Ve dvanac-
ti mésicich véku ditéte bylo zah4ajeno standardni o¢kovani
dle protokolu pro pacienty po transplantaci kmenovych he-
matopoetickych bunék. Osmnact mésictt po transplantaci
prokazuje vySetreni chimérismus v neseparované periferni
krvi 80 % genotypu prijemce, T lymfocyty jsou darcovského
puvodu a plné funkéni (test blastické transformace v nor-
mé) a klinicky stav pacienta je velmi dobry (obr. 2).

SCID — KOMPLETNi ATHYMIE

Pacient B je nyni osmimési¢ni chlapec narozeny ve 38. ty-
dnu gravidity s porodni hmotnosti 2845g jako prvni dité
tohoto paru. Matka méla suboptimalné kompenzovany
diabetes mellitus, a to prevazné v perikoncepénim obdobi
(prekoncep¢né a v ranych fazich téhotenstvi méla dle oSet-
fujiciho diabetologa prevazné hyperglykemie), v prvnim
trimestru byl glykovany hemoglobin HbAlc 45-49 mmol/
mol, pri¢emz idedlni hodnota v téhotenstvi pro diabetic-
kou matku je < 42 mmol/mol. JiZ prenatalné byla u ditéte
diagnostikovana komplexni srdeéni vada, postnatalné byly
zjistény mnohocetné vyvojové vady patere (hemivertebry,

Ces-slov Pediat 2024; 79(3): 136141

Obr. 4: Pacient s atypickym kompletnim DiGeorgovym syndromem

(s athymii), diagnostikovanym na zakladé laboratorniho novoroze-
neckého screeningu. Na obrazku kratce po transplantaci darcovského
thymu do ventralnich ¢asti obou stehennich svald ve véku tFi mésica.

fuze obratli a motylové obratle; obr. 3) a hypoparathyreo-
za. Hlaseni o pozitivnim vysledku screeningu obdrzelo kli-
nické pracovisté desaty den Zivota ditéte s vysledkem TREC
,0 kopii / 100 000 bunék“, KREC v normé. V diferencialnim
krevnim obraze byl patrny normalni pocet lymfocyt, ovsem
vySetieni lymfocytarnich populaci prokazalo kompletni ab-
senci T lymfocytt s normalnim zastoupenim dalsich leuko-
cytit (T-B+NK+ imunofenotyp). Ultrazvukovym vy$etienim
ani magnetickou rezonanci hlavy a patere nebyl nalezen
thymus. Pacient byl preveden do izola¢niho reZimu a jiz
v prvnim mésici véku byla zahdjena antimikrobialni profyla-
xe (sulfamethoxazol/trimethoprim, flukonazol a acyklovir),
imunoglobulinova substituce a ukonceno kojeni k prevenci
prenosu CMV. Pres mnohocetné vyvojové vady nebyla u pa-
cienta nalezena o¢ekavana mikrodelece 22q11.2 svédcici pro
DiGeorguv syndrom, nasledné se ani celoexomovym sekve-
novanim nepodatilo ozfejmit jiné monogenni pri¢iny vro-
zené aplazie thymu (napt. geny TBX1, PAX1, FOXNI1, CDH7,
FOX13). Po konzultaci s thymovym tymem z Great Ormond
Street Hospital ve Velké Britanii jsme jako pravdépodobnou
pri¢inu SCID s thymickou aplazii stanovili diabetickou feto-
patii. Dekompenzovany diabetes matky je jednou z extrém-
né vzacnych negenetickych pri¢in kompletniho fenotypu
DiGeorgova syndromu (s celym spektrem vrozenych vad).
Pacient byl indikovan ke kauzalni terapii transplantaci thy-
mu. Predtransplantaéni pribéh byl komplikovan katétrovou
sepsi, hepatopatii s cholelithiazou pravdépodobné iatro-
genni etiologie a norovirovou infekei. Pacientovi byl ve tfech
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mésicich véku v Londyné transplantovan thymus HLA-ne-
identického darce (obr. 4). Mésic po transplantaci doslo
k tranzientnimu zvyseni T lymfocyt v periferni cirkulaci,
pricemz se jednalo o lymfocyty darce, jezZ béhem nasleduji-
cich tfi mésictt opét vymizely. Pro pritomnost specifickych
protilatek proti HLA L. a IL. tridy darce, jez mohou mit ne-
zadouci vliv na prihojeni thymového $tépu, byla zah4jena
terapie cyklosporinem A. Znamky nové thymopoézy T lym-
focytt jsou obvykle o¢ekavany cca 5—6 mésicti po transplan-
taci thymu. V mezidobi zlistava pacient v doméacim prostre-
di. A¢koliv je do o¢ekavané rekonstituce bunééné imunity
zvySené riziko infekei a u ditéte je opakované prokazovana
pritomnost noroviri a Clostridium difficile ve stolici a viru
parainfluenzy v hornich cestach dychacich, dosud zadnou
dalsi klinicky zavaznou komplikaci neprodélal.

X-VAZANA AGAMAGLOBULINEMIE

Pripad nyni desetimési¢niho pacienta C prinesl (netmyslné)
prilezitost zaslepené otestovat senzitivitu laboratorniho scree-
ningu. Klinickému pracovisti byl hlasen abnormalni vysledek
vySetteni KREC ,,0 kopii / 100 000 bunék® (fyziologicka hod-
nota KREC > 100 kopii na 100 000 bunék), normalni TREC. V té
dobé ¢étrnactidenni donoseny eutroficky novorozenec z druhé
fyziologické gravidity byl pozvan ke klinickému vySetfeni, pri-
¢em?z jiz v prubéhu prvotniho telefonického rozhovoru s mat-
kou vyplynulo, Ze star$i sourozenec ma vrozenou poruchu
protilatkové imunity, X-vazanou agamaglobulinemii (XLA, tzv.
Brutonovu), a je zndmo, Ze matka déti je prenaseckou patogen-
ni varianty v genu BTK (c.126T>A). U ditéte byl zahy verifikovan
nulovy pocet perifernich CD19+ B lymfocytti a molekularné ge-
netickym vysetienim byla potvrzena pfi¢innd mutace v genu
BTK. Od druhého mésice véku ditéte byla zahajena subkutanni
imunoglobulinova substituce (300mg IgG / kg / mésic), kte-
rou aplikuji rodice ditéti doma. V dalsim priubéhu chlapec do-
sud dobr'e prospival, zavazné nestonal a nevyzadoval Zadnou
celkovou antibiotickou 1é¢bu. Jedinou dosavadni komplikaci
jsou recidivujici hemofilové konjunktivitidy, reSené lokalnimi
antiseptiky a antibiotiky.

V dobé narozeni pacienta bylo jeho bratrovi pét let. Jeho
anamnéza ilustrativné demonstruje prubéh nelécené vroze-
né poruchy protilatkové imunity. Diagnéza XLA u néj byla
stanovena ve tiech a ptl letech, kdy byl odeslan k imunolo-
gickému vysetreni pro vysokou infekéni nemocnost: od de-
seti mésict véku prodélaval hnisavé otitidy, po prvnim o¢-
kovani proti spalnickdm, zardénkam a priusnicim rozvinul
v odstupu 14 dnt pneumonii s vysokou zanétlivou aktivitou
a nutnosti hospitalizace. Od nastupu do Skolky uzival opa-
kované celkova antibiotika pro protrahované hnisavé rini-
tidy, otitidy a bronchitidy, byl prakticky trvale zahlenény.
Imunologickym vys$etienim bylo zjisténo hluboké snizeni
IgG, IgA i IgM, absence CD19+ B lymfocytt v periferni krvi
a absence postvakcinaénich protilatek. Po zahajeni imuno-
globulinové substituce (300mg IgG / kg / mésic) se snizila
infek¢ni nemocnost ditéte, s vyjimkou oboustranné maxi-
larni sinusitidy zavaznéji nestonal, prodélal onemocnéni
covid-19 s mirnym prubéhem (obr. 5).
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Obr. 5: Bratfi s X-vazanou agamaglobulinemii. Pétilety chlapec dia-
gnostikovany na zakladé klinickych pFiznaki a desetimésiéni chlapec
s abnormalnim vysledkem KREC v novorozeneckém screeningu.

ZAVER

0Od 1.ledna 2024 se soucasti celoplosného novorozeneckého
laboratorniho screeningu stal screening SCID, cozZ predsta-
vuje vyznamny pokrok v péci o pacienty se zavaznymi vroze-
nymi poruchami imunity. Screeningova metoda pouzivana
v Ceské republice detekuje nejzavaznéj$i onemocnéni posti-
hujici T a B lymfocyty, ale nezachyti vSechny vrozené poruchy
imunity. U screenovatelnych onemocnéni demonstruji pilot-
ni data vysokou efektivitu celého metodického a klinického
aparatu, pro podrobnou analyzu incidence a efektu ¢asné
diagno6zy na prognézu pacientt bude nutné ziskat dlouho-
dobéjsi data. Komplexni vystup z pilotniho programu bude
predmétem samostatné budouci literarni reference. |

Podékovani

Nase podékovani patii pacienttum a jejich rodinam, jakoz
i tymum pracovist, ktera se na organizaci SCID screeningu
s mimoradnou houZevnatosti podileji. Konkrétné jsou to
screeningové laboratore Kliniky pediatrie a dédi¢nych po-
ruch metabolismu ve V§eobecné fakultni nemocnici v Praze
a Centra molekularni biologie a genetiky ve Fakultni ne-
mocnici v Brné, referenéni klinicka pracovisté Ustav imu-
nologie Fakultni nemocnice v Motole v Praze a Pediatricka
klinika Fakultni nemocnice Brno, Ustav klinické imunologie
a alergologie, Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné a gene-
tické laboratore Centra kardiovaskularni a transplantacni
chirurgie v Brné a laboratorniho centra CLIP v Praze.
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