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Novorozenecky screening tézké kombinované
imunodeficience (SCID) v Ceské republice

Neonatal screening of severe combined immunodeficiency
(SCID) in the Czech Republic
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SOUHRN

V letech 20222023 probéhl v Ceské republice pilotni program rozsifeni novorozeneckého screeningu o vysetfeni t&7ké kombinované imu-
nodeficience (severe combined immunodeficiency, SCID) kvantifikaci exciznich DNA molekul TREC a KREC. Do screeningu se zapojilo
>90 % novorozenct a v prib¢hu dvou let tak bylo provedeno 198 675 vySetieni. Diagnostikovani byli 2 pacienti se SCID na podkladé CD3E
deficience a atypického kompletniho DiGeorgeova syndromu, a dal§ich 17 pacientl s riznymi vrozenymi poruchami imunity. U pacientd se
SCID umoznila jejich brzka identifikace screeningovym programem ¢asnou genetickou diagnostiku a zahdjeni kauzalni terapie transplantaci
hematopoetickych bunék a transplantaci thymu pied dosazenym ¢tvrtym mésicem zivota, ¢imz zlepsila jejich vyslednou prognézu. U non SCID
pacientii umoznila asna znalost jejich diagnozy adekvatni ambulantni sledovani, rezimova opatieni, profylaxi a imunoglobulinovou substitu¢ni
terapii, coz minimalizovalo jejich naslednou nemocnost. V navaznosti na uspésny pilotni program byl screening SCID od 1. 1. 2024 zaclenén
do standardniho novorozeneckého screeningu v Ceské republice.

Klicova slova: screening, SCID, tézka kombinovana imunodeficience, TREC, KREC

SUMMARY

In the years 2022-2023, a pilot program was conducted in the Czech Republic to expand newborn screening to include testing for severe
combined immunodeficiency (SCID) by quantifying TREC and KREC excision DNA molecules. Over 90% of newborns participated in the
screening, and thus over the course of two years, 198 675 neonatal tests were performed. Two patients with SCID were diagnosed, one with
CD3E deficiency and one with atypical complete DiGeorge syndrome, along with another 17 patients with various other non-SCID immuno-
deficiencies. For those identified with SCID, early identification through the screening program allowed for prompt genetic diagnosis and the
initiation of causal therapy with hematopoietic cell transplantation and thymus transplantation before reaching 4 months of age, thus improving
their overall prognosis. For non-SCID patients, early identification enabled individualised outpatient monitoring, regimental measures, and
prophylactic therapy, which minimised their subsequent morbidity. Due to its success, the SCID screening program was incorporated into the
standard newborn screening in the Czech Republic from January 1, 2024.
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Uvod

infekénich onemocnéni béznymi i oportunnimi pato-
geny, nejcastéji pak viry. Jedind moznost, jak zlepsit

Tézka kombinovana imunodeficience (severe
combined immunodeficiency, SCID) pfedstavuje
nejzavaznéjs$i formu vrozeného postizeni imunitniho
systému s kompletni absenci centralnich regulatort
bunééné imunity, T lymfocytd. V pfipadé, ze neni
SCID vcas diagnostikovan, predstavuje pro pacien-
ty zasadni ohroZzeni ¢asnym a zavaznym prib&éhem

dlouhodobou prognézu pacientd, je kauzalni terapie
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék,
thymu, enzymova ¢i genova terapie dle molekular-
ni podstaty konkrétni formy onemocnéni. Vyslednou
prognoézu z nejveétsi miry ovlivituje vék a infekéni ana-
mnéza pacienta v dob¢ transplantace, kdy vek vyssi
nez 3,5 mésice a anamnéza jiz probéhnuvsich infekci
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snizuje pétileté pieziti z>90 % na cca 50 % (1). Novo-
rozenecky screening predstavuje moznost, jak pacien-
ty diagnostikovat v preklinickém stadiu onemocnéni
a zah4jit pfipravu ke kauzalni terapii pied akumulaci
komorbidit (2).

Z tohoto duvodu byly v poslednich dvou dekadach
v fad¢ zemi novorozenecké screeningové progra-
my rozsifeny o vySetieni T receptorovych exciznich
krouzku (T-cell receptor excision circle, TREC) meto-
dou kvantitativni polymerazové fetézové reakce (po-
lymerase chain reaction, PCR). Tyto malé cirkularni
molekuly DNA vznikaji v T lymfocytech v pritbehu
VDI rekombinace v thymu a pfi naslednych bunéénych
délenich se jiz neduplikuji. Jejich koncentrace v peri-
ferni krvi proto uzce koreluje s mnozstvim naivnich
T lymfocytu (3, 4), avSak na rozdil od poctu T lym-
focytl je 1ze detekovat i ze suché kapky krve na tzv.
Guthrieho karti¢ce, na niz se odebira krev novorozen-
cu v jiz zavedenych screeningovych programech. Ob-
dobnou metodou kvantifikujici kappa rekombinacni
excizni krouzky (kappa recombination excision circle,
KREC) Ize pak ze stejného materidlu extrapolovat
1 pfitomnost B lymfocytt. VétSina zemi v soucasné
dobé¢ vyuziva pii screeningu pouze TREC, ¢imz jsou
uspésné zachyceni pacienti s t¢Zkymi poruchami vy-
voje T lymfocytil, jako je napt. SCID. Soucasnd ana-
lyza TREC i KREC umoziuje zaroven diagnostiku
vrozenych agamaglobulinemii, jako je napt. X-vazana
agamaglobulinemie (5-7). Pfes senzitivitu az 100 %
pro zachyt tézké kombinované imunodeficience (8)
vSak negativni screening SCID neznamena, Ze u pa-
cienta nemuze v prub&hu zivota dojit k manifestaci
imunologického onemocnéni a nenahrazuje tedy pii
napadné zvysené ¢i atypické nemocnosti pacienta vy-
Setfeni specializovanym imunologem.

Metodika

Dne 1. 1. 2022 byl v Ceské republice zahajen pi-
lotni program rozsifeni novorozeneckého screeningu
o testovani spinalni muskularni atrofie (kvantifika-
ci 7. exonu genu SMNI) a tézké kombinované imu-
nodeficience (kvantifikaci TREC a KREC). Pilotni
program probihal pod zastitou Koordina¢niho centra
pro novorozenecky screening pfi VSeobecné fakultni
nemocnici v Praze, povéfeného Ministerstvem zdra-
votnictvi CR. Pilotni faze rozsifeni screeningového
vysetteni byla dobrovolné, provazena podpisem infor-
movaného souhlasu zakonného zastupce novorozence,
a probihala ve viech porodnickych zatizenich v Ces-
ké republice. Material byl vySetfovan ve spadovych
screeningovych laboratotich, tedy na Klinice pediatrie
a dédicnych poruch metabolismu VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze a v Centru molekularni biologie
a genetiky ve Fakultni nemocnici v Brné. Pocet kopii
TREC/KREC byl normalizovan dle poc¢tu kopii re-
ferencniho genu RPP30 na pocet bunék. Za pozitiv-
ni nalez bylo povazovano <100 kopii TREC/KREC
na 100 000 bunék. U nedonosenych pacientl s porodni
hmotnosti <1 500 g byl odbér opakovan po 8—14 dnech
¢i dosazeni vahy 1 500 g. V ptipadé nedosazeni vahy
1 500 g ve véku 8—14 dni byl odbér opakovan jeste
jednou pti dosaZeni této cilové hmotnosti.

V piipadé pozitivniho vysledku bylo v laboratofi vy-
Setfeni opakovano z druhé suché kapky krve na téze
odbérové karti¢ce. Pokud byl vysledek opét pozitivni
a <10 kopii TREC/KREC byl urgentné hlasen klinické-
mu pracovisti, tedy Ustavu imunologie 2. LF UK a FN
Motol v Praze, ¢i Pediatrické klinice Fakultni nemoc-
nice Brno. Pokud byl vysledek v rozmezi 10—100 kopii
TREC/KREC, byl (ve vétsing ptipadll) od porodnice ¢i
registrujiciho praktického 1ékare ditéte vyzadan kont-
rolni odbér (tzv. recall ¢i rescreening). Pokud i ten byl
pozitivni, tedy <100 kopii TREC/KREC, byl taktéz
hlasen klinickému pracovisti.

Dalsi postup byl vzdy urcovan dle typu vysledku
(tedy nizké TREC — suspektni SCID ¢i jind porucha
vyvoje T lymfocytd, ¢i nizké KREC — suspektni aga-
maglobulinemie). Pfi nizkych TREC byli rodice paci-
enta vyzvani k urgentni navstévé klinického pracovi-
$té, aby mohl byt vysledek screeningového vySetieni
verifikovan citlivéjsi a specific¢téjsi metodou prito-
kové cytometrie, kterd vSak vyzaduje odbér vzorku
periferni krve pacienta. V ptipadé nizkych KREC se
piedpokladalo, Ze pacient je chranén transplacentarné
prenesenymi matetskymi protilatkami a navstéva ne-
mocnice byla naplanovana zpravidla s mensi urgenci
a moznosti zohlednéni ¢asové preference rodin.

Pfi prvni navs§téveé na klinickém pracovisti byly
z jednoho odbéru fenotypizovany a kvantifikovany
T i B lymfocyty pomoci cytometrickych panelt vyvi-
nutych k tomuto konkrétnimu ucelu, které umoznily
nejen stanoveni poc¢tu T lymfocytd, ale i zastoupeni
non alfa/beta T lymfocyti a zejména odliSeni naiv-
nich vs. pamétovych bunék a jejich aktivaéni status.
Odliseni naivnich neaktivovanych T lymfocytt od pa-
métovych aktivovanych T lymfocytl je kli¢ové pro
diagnostiku ,,leaky* SCID onemocnéni s rezidudlni
produkci oligoklonalnich T lymfocyti v rdmci tzv.
Omennova syndromu, déle pro identifikaci materno-
-fetalniho engraftmentu, a kone¢né pro nékteré zavaz-
né formy kombinovanych imunodeficienci, jako jsou
napt. Wiskottiv-Aldrichtiv syndrom ¢i ZAP70 defi-
cience (9). V téchto ptfipadech mizeme detekovat az
normalni pocty T lymfocytd, které v§ak pacienta ade-
kvatné nechrani. Soucasti vySetfeni bylo téz stanove-
ni sérologického cytomegalovirového (CMV) statutu
matky pro pfipadnou kontraindikaci kojeni v ptipadé
potvrzeni diagnézy SCID.

Diagnosticky zdsadni byl odbér krve pacienta, mat-
ky i otce k izolaci DNA, ktera byla v ptipad¢ potvrzeni
abnormalniho nalezu cytometrickym vySetienim ode-
slana ke genetické analyze. Volba genetického vyset-
feni probihala ve spolupréci s klinickym genetikem
a dle typu patologie uré¢ené¢ho vysledkem cytometric-
kého vysetteni, napt. vysetfeni gentt RAG1/RAG2 pro
T-B-NK+, IL7RA pro T-B+NK+ ¢i IL2RG pro T-B+NK
— formu SCID, vySetteni BTK v ptipad¢ chlapce s niz-
kymi B lymfocyty ¢i vySetfeni mikrodelece 22q11.2
v ptipadé ditéte s vrozenymi vadami svéd¢éicimi pro
DiGeorgetv syndrom. V ostatnich ptipadech ¢i tehdy,
kdy primarni vysetfeni diagndzu nepotvrdilo, byl u vét-
Siny pacientt v Centru kardiovaskularni a transplantac-
ni chirurgie v Brn€ vySetfen panel gent asociovanych
s vrozenymi poruchami imunity, s vyhodnocenim gent
zodpovédnych za SCID a agamaglobulinemii.
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Vysledky a diskuse

V priib¢hu pilotniho programu, ktery prob&hl mezi
1. 1. 2022 a 31. 12. 2023, bylo provedeno celkem
198 675 vysetfeni (128 694 v Praze, 69 981 v Brn¢)
a do klinickych center bylo referovano 58 pacienti.
Pocty vysetteni, opakovanych odbéra (recallt, re-
screeningll) a pocty pacientii referovanych jednotli-
vym pracovistim shrnuje obr. 1. Kombinace vysledki
kvantifikace TREC a KREC a k nim vedouci diagnoézy
shrnuje tab. 1.

Tab. 1: Priciny pozitivniho screeningu SCID v pritbéhu pilotniho
programu v letech 2022—2023 (*V dobé publikace)

Nizké TREC, normalni KREC 21x
SCID (CD3E) 1x
SCID (atypicky kompletni DiGeorgetv syndrom) 1%
DiGeorgelv syndrom parcialni 5%
Parcialni athymie (TBXT1) 1X
Parcidlni athymie (FOXNT) 1x
Komplexni chromozomalni vada 1x
Nedono3enost 6%
Perinatélni infekce 3%
T lymfocytopenie nejasné etiologie® 2x
Nizké KREC, normalni TREC 33x
X-vézana agamaglobulinemie (BTK) 5%
Autozomalné recesivni agamaglobulinemie (/GLLT) 3x
Autozomalné dominantni agamaglobulinemie (TCF3) 1%
Intrauterinni expozice medikaci matky 12x
Nedonosenost 3x
Perinatalni infekce 1X
Pficina pozitivniho screeningu nejasna, pfi vysetieni 2x
cytometricky bez B lymfopenie

B lymfocytopenie nejasné etiologie® 6X
Nizké TREC, nizké KREC 4x
DiGeorgelv syndrom parcidlni 1%
Intrauterinni expozice medikaci matky 1x
Perinatalni infekce 1X
Nedonosenost 1%

Vysledky a zkugenosti z pilotniho programu v CR pfi-
nesly fadu dilezitych zjiSténi. Prvnim z nepochybné po-
zitivnich aspektii byl vysoky zajem rodic¢t o dobrovolné
zafazeni novorozencli do screeningového programu. Cel-
kovy pocet Ziveé narozenych déti byl v letech 2022 a 2023
souhrnné cca 192 000 (10), do pilotni faze screeningu bylo
tedy zatazeno >90 % vSech novorozenct.

Dalsim o¢ekavanym vysledkem bylo zptesnéni inciden-
ce jednotlivych onemocnéni. Skute¢na incidence/preva-
lence onemocnéni SCID ani vrozenych agamaglobuline-
mii v CR neni znama. Odhadovana incidence onemocnéni
SCID byla pted érou screeningu obdobné jako v okolnich
evropskych zemich a USA cca 1:100 000. Vysledky pi-
lotniho programu naznagily, Ze by incidence SCID v CR
mohla byt vyssi (2 zjisténi pacienti odpovidaji incidenci

1:89 000), obdobné jako v jinych zemich svéta, kde se za-
vedenim screeningu incidence dle o¢ekavani stoupla, napf.
v Némecku na 1:54 000 (11), ve Francii na 1:63 000 (12,
13), ve Svédsku na 1:39 000 (12), ve Svycarsku dokonce
1:25 000 (14) av USA 1:66 000 (15). Nicméné, vzhledem
k malym ¢islim, s nimiz pracujeme, mize snadno dojit
ke zkresleni a pro tyto zavéry je nezbytné ziskat dlouho-
dob¢;jsi data. Vzhledem k vynikajici vykonnosti pouzitych
testovacich algoritmti (opakované prokazovana 100% sen-
zitivita TREC); (8, 14) se nedomnivame, ze by diivodem
pozorovaného nizsiho zachytu SCID v CR oproti ostatnim
zemim byla existence falesné negativnich vysledki. V pri-
béhu pilotniho programu nebylo dle dat regionalnich center
v CR diagnostikovano zadné dité s nékterym z testovanych
onemocnéni, faleSna negativita tedy byla nulova.

Tézka kombinovanad imunodeficience jako primarni
outcome screeningového programu byla diagnostikova-
na u dvou pacientd. Prvni pacient nesl ztratovou mutaci
v genu CD3E kodujicim fetézec CD3-epsilon, nepostrada-
telnou soucast CD3-TCR komplexu, ktera vedla k obrazu
T-B+NK+ SCID. Pacient podstoupil transplantaci hema-
topoetickych kmenovych bunék na transplanta¢ni jednotce
Kliniky détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN
Motol. Obdobny laboratorni obraz T-B+NK+ SCID byl
u druhého pacienta zptisoben dekompenzovanym diabe-
tem matky v prvnim trimestru t€hotenstvi, ktery je v evrop-
ské populaci vzacnou pri¢inou kompletniho DiGeorgeova
syndromu (genetické piic¢iny byly u pacienta vylouceny).
Pacient podstoupil transplantaci thymu v Great Ormond
Street Hospital ve Spojeném kralovstvi.

Obdobné jako program novorozeneckého screenin-
gu zvysil diagnostikovanou incidenci SCID, tak i pocet
screeningem identifikovanych ptipadi vrozené agamaglo-
bulinemie byl ne¢ekané vysoky — 9 zachycenych pacientti
(5% X-vazana (Brutonova) agamaglobulinemie, 3% defi-
cit IGLL1 a 1x deficit TCF3) by odpovidalo incidenci
1:20 000, coz je vyrazny vzestup oproti diive udavané
incidenci 1-2:100 000. ProtoZe zemi vyuzivajicich pii
screeningu soucasné stanoveni KREC je podstatné méné,
je srovnani omezené. Dostupné jsou napiiklad vysledky ze
Svédska (1:30 000); (16), Svycarska (1:50 000); (nepubli-
kovana data) ¢i Ukrajiny (0:10 000; (17)). Zajimavé je, Ze
screeningem byly v CR viibec poprvé identifikovani paci-
enti s jinymi formami vrozené agamaglobulinemie, nez je
X-véazana agamaglobulinemie.

Dalsimi geneticky definovanymi onemocnénimi dia-
gnostikovanymi v rdmci screeningu byli pacienti s parci-
alnim DiGeorgeovym syndromem na podkladé mikrode-
lece 22q11.2 a dva pacienti se sttedné tézkou az tézkou
T lymfopenii zptisobenou patogennimi mutacemi v genech
FOXNI a TBXI. Tyto geny zname i jako pri¢inu komplet-
ni athymie s obrazem T-B+NK+ SCID (18, 19), nicméné
u obou screeningem zachycenych pacientii byly v cirkulaci
naivni T lymfocyty schopny proliferace detekovany, jedna
se tedy o nekompletné penetrantni nalezy.

Celkem bylo v priib¢hu screeningu identifikovano 19
vrozenych poruch imunity definovanych podle aktualné
platné klasifikace (20); tab. 1. Jedna se tedy o celkovou
incidenci screeningem diagnostikovanych primarnich imu-
nodeficienci 1:10 000.

Ostatni abnormalni vysledky TREC/KREC se vyskyt-
ly u pfed¢asné narozenych déti (10%), déti intrauterinné
exponovanym medikaci matky (13%, ve vét§in¢ piipada
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Obr. 1: Pocty otestovanych a dale vysetiovanych vzorkii/novorozencii

Slo o azathioprin, u jednoho ditéte o antiepileptika leve-
tiracetam a lamotrigin), dale v souvislosti s infekei (5%)
a u jednoho pacienta s komplexni chromozomalni abe-
raci. Dva pacienti s nizkymi TREC a T lymfopenii ne-
maji v dobé publikace ¢lanku jesté uzavienou genetic-
kou diagnostiku, stejné jako 6 pacientl s nizkymi KREC
a B lymfopenii. U dvou pacientd nebylo nalezeno uspoko-
jivé vysvétleni screeningového vysledku s nizkymi KREC,
nebot’ pfi klinickém vySetfeni jiz méli cytometrickym vy-
Setfenim potvrzen adekvatni pocet B lymfocyti.

kéhokoliv screeningového programu je snizeni mortality
amorbidity. PiestoZe jiz pfedchozi zkuSenosti naznacova-
ly zlepseni prognozy pacientli zachycenych screeningem,
jednoznaéné potvrzeni ptinesla v roce 2023 studie srov-
navajici dlouhodobé pteziti pacientl transplantovanych
pro SCID diagnostikovanych na zaklad¢ klinického stavu
a na zéklad¢ screeningu, kdy celkové pétileté preziti bylo
79,9 % v prvni skupiné a 92,5 % ve skupiné druhé (21).
Obdobné¢ zlepseni progndzy naznacuji i zkusenosti s pa-
cienty po transplantaci thymu (22), coz dale konzistentné
podporuje racionalitu plo§né implementace vySetfeni vro-
zenych poruch imunity do novorozeneckych screeningo-
vych programi. U déti zachycenych pilotnim programem
popisovanym v tomto ¢lanku byly pouzity nasledujici
intervence: transplantace hematopoetickych bun¢k 1krat,
transplantace thymu 1krat, imunoglobulinova substitucni
lécba, profylakticka antimikrobialni terapie, individuali-
zovana oCkovaci schémata, rezimova opatfeni a individu-
alni fyzioterapie. Zadné z déti s potvrzenou screenovanou
diagn6zou nezemielo, zadné z déti s agamaglobulinemii

neprodélalo k lednu 2024 zavaznou infekéni komplikaci.
Exaktni vyhodnoceni ptinosu ¢asné diagndzy na progndzu
pacienttl v ¢eskych podminkach v§ak umozni az postupné
ziskdvana dlouhodob4 data.

Zavér

Zavedenim screeningu té¢zké kombinované imunode-
ficience a potazmo dalSich zadvaznych poruch imunity
se Ceska republika zafadila 1. ledna 2024 mezi vice nez
35 zemi svéta, kterd tato onemocnéni screeningem vyhle-
davaji. Data z pilotniho dvouletého programu potvrzuji
vysokou senzitivitu pouzitych testll a demonstruji efekti-
vitu celého metodického aparatu. V pribehu dvou let bylo
v ramci screeningu diagnostikovano 19 pacienti s klasifi-
kovatelnymi primarnimi poruchami imunity, coz umoznilo
¢asné nastaveni symptomatické, profylaktické i kauzalni
terapie a zdsadnim zpiisobem prohloubilo a rozsifilo nase
zkusenosti s péci o pacienty s jiz znamymi i novymi dia-
gndzami. Zavedeni novorozeneckého screeningu zavaz-
nych poruch imunity v Ceské republice je tak zasadnim
uspéchem pro pacienty i odborniky.
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Uspésna implementace nové metody a organizace no-
vorozeneckeho screeningu vyzaduje nemalé usili pri spo-
lupraci klinickych i laboratornich pracovist soustredenych
pri dvou centrech v Cechdach a na Moravé. Dékujeme také
nasim pacientiim a jejich rodinam. AK a AS byli podporeni
grantem NU23-05-00097, HG a VB byli podporeni gran-
tem MSMT MUNI/A/1098/2022.
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