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Vrodena neutropénia predstavuje skupinu ochoreni v ramci primarnych imunodeficiencii, ktora je charakterizo-
vana nizkym poctom neutrofilov, pricom viaceré typy m6zu mat syndrémovy charakter s vyskytom roznych ex-
trahematologickych znakov. Vzhl'adom na klinicku i geneticku variabilitu vrodenej neutropénie, s ktorou je v su-
casnosti asociovanych viac ako 50 génov, sa v molekularnej diagnostike dostavaju do popredia najma techniky
sekvenovania novej generdcie. Tie, i uz vo forme panelov, celoexdémového, ¢i celogenémového sekvenovania,
umoznuju cenovo i ¢asovo U¢innu diagnostiku aj identifikaciu novych génov spojenych so vznikom neutropénii.
| ked’ na porovnanie diagnostickej Gi¢innosti jednotlivych spomenutych pristupov nie je dostatok dat, dostupné
stadie ukazuju, Ze v sucasnosti ide o najucinnejsi diagnosticky pristup pri genotypovo i fenotypovo heterogén-
nych ochoreniach, ako je neutropénia.
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Molecular diagnosis of congenital neutropenia

Congenital neutropenia is a group of primary immunodeficiency disorders characterized by a low neutrophil
count, which may be syndromic with the presence of various extrahematological features. Due to the clinical
and genetic heterogeneity of congenital neutropenia, currently associated with more than 50 genes, next-gener-
ation sequencing techniques are at the forefront of the molecular diagnosis of neutropenia. In the form of pan-
el, whole exome or whole genome sequencing, these techniques enable cost-effective and time-efficient diag-
nostics and the identification of new genes associated with the development of neutropenia. Although there are
not enough data to compare the diagnostic yield of these approaches, available studies currently show it as the
most effective diagnostic approach for genotypic and phenotypic heterogeneous diseases, such as neutropenia.
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Uvod

Molekularna diagnostika zriedkavych vrodenych ochore-
ni sa kazdy rok zlepsuje, k comu najma posledné desatro-
Cie prispievaju techniky sekvenovania novej generacie (NGS,
next generation sequencing). Napriek tomu efektivita alebo
tzv. diagnosticky Ucinok dosahuje celkovo pri mnohych vro-
denych ochoreniach aj s vyuzitim NGS asi len 25 %(. Vrode-
né poruchy imunity su skupinou ochoreni, kde sa NGS vzhla-
dom na geneticku variabilitu vyuziva ¢asto. Do tejto skupiny
ochoreni patri i vrodena neutropénia, ktora je charakterizova-
na redukciou absolutneho poctu neutrofilov (ANC, absolute
neutrophil count) v periférnej krvi, ktort radime k porucham
fagocytov. Neutropénia je ¢asto klinicky asymptomaticka az
do momentu, ked' sa u pacienta zac¢ne prejavovat rekurent-
nymi infekciami, ktoré mnohokrat vedu k chronickym, zavaz-
nym az Zivot ohrozujlicim stavom®.

Vrodena neutropénia

Neutropénia je relativne ¢astym ndlezom u priblizne 1 %
populdcie, pricom v niektorych populacidach moze jej vyskyt
dosahovat az 8 %. Vrodena forma neutropénie sa vyskytuje
u menej ako 1/100 000 l'udi, €o tvori priblizne 1 z 1 000 pripa-
dov vsetkych neutropénii®. Z analyzy dat zozbieranych Me-
dzindrodnym registrom zavaznych chronickych neutropénii
(SCNIR, Severe Chronic Neutropenia International Registry) sa
prevalencia vrodenej a idiopatickej neutropénie pohybovala

v Statoch prispievajucich do registra v rozmedzi od 0,006 az
po 8,5 pripadu na milién obyvatelov s priemerom 1,65. Slo-
vensko v tom Case do registra neprispievalo i ked' v sicas-
nosti je partnerom tejto organizacie®. Monogénova konge-
nitalna neutropénia predstavuje klinicky a geneticky velmi
heterogénnu skupinu, pricom toto oznacenie sa vztahuje na
chronicku zavazni neutropéniu bez inych abnormalit, tzv.
izolovanu, nesyndromovu neutropéniu, ako aj na syndrémo-
vé genetické ochorenia spojené s roznymi extrahematologic-
kymi fenotypovymi prejavmi®. Neutropénia sa zaroven méze
vyskytovat pri inych ochoreniach imunitného systému posti-
hujdcich napriklad ziskanu imunitu ako ich pridruzeny prejav
alebo ako sucast klinického obrazu zlyhania kostnej drene®.

Genetika vrodenej neutropénie

Zavazna kongenitalna neutropénia (SCN, severe congeni-
tal neutropenia) sa prejavuje ako chronické alebo intermitent-
né ochorenie, pricom pacienti, ktori Aou trpia, maju zaroven
sklon k rozvoju akutnej myeloidnej leukémie (AML) a mye-
lodysplazie (MDS)®. S izolovanou formou ochorenia je do-
posial spojenych viacero génov (tabulka 1), z ktorych naj-
vyznamnejsi je gén ELANE, ktorého mutacie su zodpovedné
priblizne aZ za 40 % pripadov tazkej vrodenej neutropénie (ob-
razok 1) a vySe 50 % pripadov cyklickej neutropénie charak-
terizovanej oscilaciou poctu neutrofilov zvy¢ajne v 21-dno-
vych cykloch®™. V st¢asnosti je znamych takmer 200 réznych
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Tabulka 1. Zoznam izolovanych neutropénii a syndrémovych neutropénii“5'31%

[Gen  [syndrom  |Deditnost | Extrahematologické znaky
IZOLOVANE NEUTROPENIE

__newslab

ELANE SCN1 AD -
GFI1 SCN2 AD -
HAX1 SCN3 AR -
G6PC3 SCN4 AR -
VPS45 SCN5 AR -
JAGN1 SCN6 AR Osteopénia
CSF3R SCN7 AR -
SRP54 SCN8 AD Exokrinnd pankreatickd insuficiencia
WAS X-viazand SCN XR -
TCIRG1 TCIRG1neutropénia AD Osteopetréza
CXCR2 CXCR2 chronicka neutropénia AR Exokrinnd pankreatickd deficiencia
SBDS Shwachmanov-Diamondov syndrém AD Exokrinnd pankreatickd insuficiencia, chondrodyspldzia
SLC37A4 Porucha ukladania glykogénu AR Laktatova aciddza, hyperlipidémia
TAZ Barthov syndrém XR Kardiomyopatia, retardacia rastu
VPS13B Cohenov syndrém AR Mentalna retardacia, obezita, hluchota
CXCR4 WHIM AD Bradavice
GATA2 GATA2 deficiencia AD Lymfedéma, hluchota
AP3B1 Hermanského-Pudlakov syndrom AR Parcidlny albinizmus, pulmonalna fibré6za
LAMTOR2 p14 deficiencia AR Parcialny albinizmus, growth failure
USB1 Poilkiloderma s neutropéniou AR Retinopatia, vyvojové zaostavanie
LYST Chediakov-Higashiho syndrém AR Parcidlny albinizmus, neurologicka dysfunkcia
RAB27A Griscelliho syndrém typ 2 AR Parcialny albinizmus
AP3D1 Hermanského-Pudlakov syndrom typ 10 | AR Okulokutanny albinizmus, hluchota
EIF2AK3 Wolcottov-Rallisonov syndrém AR Neonatalny diabetes dependentny od nzulinu
TCN2 Transkobalamin 2 deficiencia AR Mentaélne postihnutie
EFL1 Syndrém typu Shwachman-Diamond AR -
CLPB Metyglutakonicka aciduria AR Neurovyvojové poruchy, katarakta, IUGR
CEBPE Deficiencia Specifickych grandl AR -
SMARCD2 Deficiencia $pecifickych granul 2 AR Vyvojové poruchy
RMRP Hypoplazia vlasov a chrupky AR Kratke koncatiny, jemné a riedke vlasy
GINS1 GINS1 deficiencia AR IUGR
MTHFD1 MTHFD1 deficiencia AR Zachvaty, postihnutie intelektu
PSTPIP1 PAMI AD Hepatosplenomegalia, neprosperovanie
WDR1 WDR1 deficiencia AR Z1é hojenie ran, zavazna stomatitida
MKL1 MKL1 deficiencia AR -
PGM3 PGM3 deficiencia AR Nizky vzrast, brachydaktylia
IVD Izovalerickd acidémia AR Aciddza, ketdza
MMUT Metylmalonicka aciduria AR L, L . . ) i
PCCA Propionikacidémia AR gi\fégi metabolickd dekompenzacia, poskodenie kostrovych svalov
PCCB Propionikacidémia AR
GATA1 Anémia s neutropéniou a bez nej XR -
DNM2 gEch;?;;g;lli\/cl)irleho-Toothov syndrom | \p, Centronukledrna myopatia
MGCAS8 3-metylglutakonicka aciduria AR Hypotdnia, respiracna nedostatocnost
LMBRD1 Metylmalénova aciduria a homocystinuria | AR Vyvojové zaostavanie
mtDNAdel Pearsonov syndrém mt Exokrinnd pankreaticka insuficiencia
AK2 AK2 deficiencia AR Hluchota
RAC2 Aktivovany RAC2 defekt AD -
CD40LG CD40LG deficiencia XR Hepatitida, periférne neuroektodermalne tumory
CD40 CD40 deficiencia AR -
ICOSLG ICOSL deficiencia AR -
STK4 STK4 deficiencia AR Vrodené poruchy srdca
MSN Moezinova deficiencia XR -
TFRC TFRC deficiencia AR -
TNFSF12 TWEAK deficiencia AD -
IRAK4 IRAKA4 deficiencia AR -
MYD88 MyD88 deficiencia AR -
SEC61A1 Tubulointerstitial kidney disease AD Chronické ochorenie obli¢iek, IUGR
1/2021
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ZLYHANIA KOSTNEJ DRENE

FANCA, FANCB, FANCC, BRCA2, FAN-

CD2, FANCE, FANCF, XRCC9, FANCT,

BRIP1, FANCL, FANCM, PALB2,|Fanconiho anémiatyp A, B, C,D1,D2,E,F, AD. AR XR Nizky vzrast, hyper/hypopigmentécia, facialny dys-
RADS51C, SLX4, ERCC4, RAD51, BR-|G,1,J,LLM,0,RQ,R S, T,U, VW P morfizmus, srdcové anomadlie, CNS anomalie

CA1, UBE2T, XRCC2, MAD2L2,

RFWD3, SAMD9

DKC1, TERC, TERT, TINF2, RTELT, Dystrofia nechtov, abnormality koznej pigmentacie,
ACD, NOLA2, NOLA3, WRAP53, PARN, | Dyskeratosis congenital AD, AR, XR oralna leukoplakia, pulmonalna fibréza, vaskularne
ACD, abnormality

SAMDIL Ataxia pancytopénia syndrém AD Neurologické zmeny

SAMD9 MIRAGE AD IUGR, gonadélne abnormality

AD - autozomdlne dominantnd dedi¢nost, AR — autozomdlne recesivna dedi¢nost, XR — X-viazana recesivna dedi¢nost,

IUGR - retarddcia intrauterinného rastu

mutacii v tomto géne® a kazdy rok pribudaju nové varian-
ty vratane variantov vo forme mozaiky®. Dal$im z asociova-
nych génov je HAX1, ktorého mutacie spdsobuju vznik au-
tozomalne recesivnej formy SCN, nazyvanej aj Kostmannov
syndrém, ktory bol prvykrat zaznamenany u Svédskej kon-
sangvinacnej rodiny. Aj ked' je vyskyt zriedkavého Kos-
tmannovho syndromu cCastejsi u pacientov z konsangvi-
nacnych rodin, nie je na ne obmedzeny a jeho incidencia je
vzhladom na autozomalne recesivny charakter a réznu frek-
venciu HAXT mutdcii geograficky a etnicky zavisla. V popula-
ciach s vy§Sou mierou konsangvina¢nych manzelstiev mozu
byt HAX1 varianty zodpovedné dokonca za viac SCN pripa-
dov ako ELANE. Mutacie v inych génoch su vo vztahu k vzni-
ku izolovanej kongenitdlnej neutropénie identifikované vo
vyrazne mensej miere (obrazok 1). Navyse gény, ktorych va-
rianty spdsobuju rozne mierne alebo adultné formy ochore-
nia, ako je napriklad adultna neutropénia s monocytézou®",

Znizuju zachytnost samotného ochorenia a tym aj moznost
identifikacie molekularnej priciny.

Syndrémové neutropénie su ochorenia spojené s porucha-
mi metabolizmu, vezikulového transportu, imunologickych
funkcii ¢i s ribozomovou dysfunkciou, ktorych spoloénym
prejavom je neutropénia. Ide o monogénovo podmienené
syndrémy s roznym typom dedi¢nosti a ich vznik je spdja-
ny s variantmi vo viac ako 30 réznych génoch (tabulka 1).
NajCastejSie sa vyskytujucou syndrémovou neutropéniou
je Shwachmanov-Diamondov syndrém (SDS), multiorgano-
vé ochorenie sposobené variantmi v géne SBDS. Varianty
v tomto géne su zdroven po mutacidch v géne ELANE dru-
hou najcastejSou priCinou zavaznej kongenitalnej neutropé-
nie (izolovanej i syndromovej) a st zodpovedné za 14 % taz-
kych vrodenych neutropénii (obrazok 1)('®. Vznik zavaznej
vrodenej neutropénie je vyrazne spdjany aj s variantmi v gé-
ne SLC37A4 sposobuijlcimi vznik glykogendzy(, variantmi
v TAZ sp6sobujicimi vznik Barthovho syndrému ¢i variantmi

Obrazok 1. Gény asociované so vznikom SCN, prevzaté a upravené(’d)
Déta 650 pacientov s SCN registrovanych v SCNIR registri z Eurépy a zo Severnej Ameriky
*Mutdcie v JAGNT, LAMTOR2, GFI1, LYST, USB1 alebo mutdcie v mitochondridlnej DNA
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v géne CXCR4I asociovanymi so vznikom syndrému WHIM.
Ostatné syndromové poruchy s prejavmi SCN si menej Casté
a predstavuju len mald ¢ast vrodenych neutropénii®. Rovna-
ko je to pri neutropénidch pozorovanych pri inych imunode-
ficienciach, ktoré spolo¢ne so zlyhaniami kostnej drene, ako
je Fanconiho anémia Ci Dyskeratosis congenita(®, prispie-
vaju k celkovému poctu neutropénii iba minimalne. Aj ked je
doposial znamych viac ako 50 génov asociovanych so vzni-
kom niektorej z foriem SCN, pre vacsinu plati, Ze ich mutacie
st velmi zriedkavé®.

Molekularna diagnostika

Genetické testovanie s identifikaciou kauzalneho variantu
by malo byt standardnou stratégiou u pacientov s neutropé-
niou, kedZe identifikacia génu méze napriklad predikovat re-
akciu na terapiu faktorom stimulujicim kolénie granulocytov
(G-CSF) aj identifikovat pacientov s rizikom zlyhania kostnej
drene, predispoziciou na vznik AML, MDS alebo vzacnej akut-
nej lymfoblastickej leukémie®. Molekularna diagnostika je
Coraz dolezitejSia aj vzhl'adom na rychle napredovanie pristu-
pov génovej terapie, a to obzvlast pri ochoreniach imunitné-
ho systému. Wiskottov-Aldrichov syndrom je jedno z ocho-
reni, kde je génova terapia uz v $tadiu klinického testovania
a Uspesne bola podana viacerym pacientom(®),

Identifikacia kauzalneho génového variantu zodpovedné-
ho za vznik neutropénie je komplexny proces, kde prvotné
zhodnotenie lezi na klinickej diagnostike, pri ktorej je potreb-
né vyltcenie ziskanej formy ochorenia. Pristup Sangerovho
sekvenovania je vyuzitelny v pripade izolovanej alebo cyklic-
kej neutropénie, pri ktorej je predpoklad pritomnosti varian-
tov v géne ELANE (®_V pripade potvrdenej cyklickej formy
SCN je kandidatnym génom GF/710", sekvenovanie kandidat-
neho génu HAX1 je mozné najma v pripade konsangvinity ro-
dicov. Ak je neutropénia stc¢astou syndrému, identifikacia pri-
¢iny sa Casto opiera o ostatné symptomy, ktoré su typické pre
dané ochorenie. Ani pritomnost extrahematologickych zna-
kov vsak nemusi vzdy jednoznacne ukazovat na konkrétny
syndrém a rozsiahle testovanie viacerych génov Sangerovym
sekvenovanim je ¢asovo a finan¢ne neefektivne, pricom pa-
cient Casto zostdva bez genetickej diagndzy. Aj z nasho po-
zorovania mbézeme povedat, Ze priame sekvenovanie je Ucin-
né len u pacientov s mutdciou v géne ELANE. Dokonca ani
u pacientov s fenotypom Specifického syndrému, napriklad
klinicky diagnostikovanym Shwachmanovym-Diamondovym
syndrémom, ¢asto nedochdadza k identifikacii molekularnej
pri¢iny ochorenia. Pomocou Sangerovho sekvenovania zdro-
veri nemozno odhalit varidcie poctu képii (CNV, copy number
variant) a delécie na Grovni exénov ¢i celého génu.

Panel, exom ¢i genom?

Sangerovo sekvenovanie je pri takychto geneticky r6zno-
rodych ochoreniach netcinné a v diagnostickom procese sa
Coraz CastejSie pristupuje k technikdm masivneho paralelné-
ho sekvenovania novej generacie vo forme génovych pane-
lov, celoexdmového (WES, whole exome sequencing) alebo
celogendomového (WGS, whole genome sequencing) sekve-

novania. Génové panely sa zameriavaju na zname gény spa-
jané so vznikom izolovanej a syndrédmovej SCN aj na gény
asociované so vznikom AML a MDS(3). V porovnani s WES
alebo WGS pristupmi panelové testovanie redukuje nahodné
nalezy, poskytuju lepsSie pokrytie a vyhodou je i lahsSia inter-
pretacia vysledkov a nizsia cena”. Na druhej strane pane-
ly génov vyzaduju Castl aktualizdciu vzhfadom na neusta-
le pribadajuce poznatky o novych kauzalnych génoch. Len
za posledné Styri roky bolo vdaka NGS pristupom identifiko-
vanych viacero novych génov (EFL1, HYOU1, SRP54, SMAR-
CD2) asociovanych so vznikom SCN a m6Zeme predpokla-
dat, Ze ich pocet bude narastat aj v budlcnosti®'®. Vacsina
komercne dostupnych panelov neposkytuje sekvenovanie
viac ako 30 génov (Invitae Corporation, PreventionGenetics,
Blueprint Genetics Oy., Fulgent Genetics a in€), a preto ciele-
né sekvenovanie nemusi odhalit pri¢inu ochorenia az u 40 %
pacientov®, pricom toto Cislo méze byt vyssie v pripade, Ze
panelové sekvenovanie sa vykona len u ELANE negativnych
pacientov. V sic¢asnosti vSak chyba dostatok studii, ktoré by
porovnavali diagnostickt Gc¢innost panelového sekvenova-
nia a jednotlivych panelov u pacientov s neutropéniou.

Z hladiska identifikacie kauzalneho variantu, ako aj iden-
tifikacie novych génov asociovanych s SCN je najlepsou vol-
bou pristup WES alebo WGS. Tie sa v stuCasnosti vyuziva-
ju najma na vyskumné Ucely, ale postupne si hladaju cestu
aj do bezného diagnostického procesu. V diagnostike vro-
denych portch imunity mézu dané pristupy dosahovat diag-
nostickd Ucinnost od 10 az po takmer 90 %(°2%, WGS po-
skytuje uniformné pokrytie gendmu so v§etkymi kédujdcimi
i regulacnymi sekvenciami, intragénovymi regiénmi aj iden-
tifikaciu CNV, ale za vysSiu cenu a celkovo zvySenu naroc-
nost analyzy. WES predstavuje akysi kompromis medzi pa-
nelovym sekvenovanim a WGS a jeho pouzitie na zaciatku
diagnostického procesu moze strojnasobit pocet pacientov
s molekularnou diagnézou za tretinu celkovych nakladov®",
WES vsak nemusi zabezpedit postacujlice pokrytie vSetkych
pozadovanych sekvencii a interpretacia jednotlivych dete-
govanych variantov, najma variantov neistej signifikancie,
je v sucCasnosti stale vyzvou. Interpretaciu variantov ziska-
nych pomocou NGS vyrazne zjednodusuje trio sekvenovanie
probanda a oboch rodicov, najcastejsie vo forme WES, ktoré
umoZnuje sledovat dedic¢nost variantov od bezpriznakovych
rodi¢ov a najmé vznik de novo variantov(®. Trio sekvenovanie
v8ak znacne zvysuje cenu diagnostického procesu. Na zhod-
notenie efektivity jednotlivych pristupov v molekuldrnej dia-
gnostike neutropénie v suc¢asnosti nie je dostatok studii, ¢o je
sp6sobené nizkou incidenciou ochorenia a teda malym poc-
tom pacientov. Dolezité vSak je ku kazdému pacientovi pri-
stupovat individualne, a zaroven tak, aby bola zachovana vy-
soka diagnosticka ucinnost pri stic¢asne efektivne vyuzitych
zdrojoch.
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