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Introductie van ‘severe combined
iImmunodeficiency’ in het neonatale
hielprikscreeningsprogramma in Nederland

Introduction of severe combined immunodeficiency newborn screening in the
Netherlands
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SAMENVATTING

‘Severe combined immunodeficiency’ (SCID) omvat een heterogene groep van gendefecten die leiden
tot een ernstige immuundeficiéntie van het T-celcompartiment en in bepaalde subtypen tot een verstoorde
B-celdifferentiatie. Kinderen met SCID presenteren zich in de eerste levensmaanden met ernstige infecties
met vaak een fatale afloop voor het eerste levensjaar tenzij het immuunsysteem hersteld wordt door hema-
topoétische stamceltransplantatie of gentherapie. In 2015 heeft de Gezondheidsraad aanbevolen om SCID
op te nemen in het Nederlandse hielprikscreeningsprogramma. SCID-screening is gebaseerd op de detectie
van ‘T-cell receptor excision circles’ (TREC’s) in hielprikbloed door middel van PCR-technieken. Er zijn we-
reldwijd meerdere pilotstudies uitgevoerd met TREC-assays die laten zien dat het kwantificeren van TREC’s
een succesvolle en gevalideerde screeningsmethode is. In enkele landen, zoals Israél en Qatar, en in het
merendeel van de Amerikaanse staten is het screenen op SCID al geintegreerd in het nationale screenings-
programma. Ook in Nederland zijn in anticipatie op de introductie van SCID in het hielprikscreeningspro-
gramma de eerste experimenten met TREC-assays uitgevoerd. Voordat SCID-screening volledig geinte-
greerd kan worden in de Nederlandse hielprikscreening, zal echter eerst een grootschalige pilotstudie
uitgevoerd moeten worden.

(Ned Tijdschr Allergie & Astma 2018;18:23-29)
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SUMMARY

Severe combined immunodeficiency (SCID) comprises a group of heterogeneous genetic disorders of the
immune system resulting in T-cell lymphopenia and in some subtypes in the disruption of differentiation of
B-lymphocytes. Newborns with SCID usually present with severe infections with a fatal outcome unless they
are treated with hematopoietic stem cell transplantation or gene therapy. In 2015, the Dutch Health Council
recommended SCID as a suitable candidate disease for inclusion in the Dutch newborn screening program.
Newborn SCID-screening is based on the detection of T-cell receptor excision circles (TRECs) in dried blood
spots using PCR techniques. Worldwide, several SCID-screening pilots with TREC-assays are conducted or
have been completed. First results have been published in which the quantification of TRECs is considered
a successful and validated screening method. Anticipating the implementation of SCID-screening, small
sample size retrospective pilot experiments with TREC-assays were also conducted in the Netherlands.
However, a large-scale pilot study has to be conducted before the implementation of SCID-screening into

the Dutch newborn screening program can be fully realized.

INLEIDING

‘Severe combined immunodeficiency’ (SCID) omvat een he-
terogene groep van gendefecten die leiden tot een ernstige
primaire immuundeficiéntie. SCID wordt gekarakteriseerd
door T-celdisfunctie, meestal door een blokkade in de T-cel-
differentiatie, soms door thymuspathologie of door metabo-
le oorzaken zoals bij ADA-deficiéntie. Bij patiénten met
SCID kunnen functionele B-cellen aanwezig zijn, maar door
afwezigheid van T-cellen is de B-celfunctie altijd aangedaan.
SCID-patiénten presenteren zich daardoor met een gestoor-
de cellulaire en humorale immuniteit. Afhankelijk van het
genetisch defect kan er ook een blokkade optreden in de
B-celdifferentiatie. Kinderen met SCID presenteren zich in
de eerste levensmaanden met ernstige terugkerende infec-
ties en ‘failure to thrive’ (ontwikkelingsachterstand/slecht
groeien).! De prognose van kinderen met SCID is slecht -
met vaak een fatale afloop voor het eerste levensjaar’ - tenzij
het immuunsysteem wordt hersteld door hematopoétische
stamceltransplantatie (HSCT) of gentherapie. Uit eerder on-
derzoek is gebleken dat de succeskans van de stamceltrans-
plantatie significant verbetert wanneer deze wordt uitge-
voerd voor de leeftijd van 3,5 maanden en voordat de eerste
ernstige infecties zijn opgetreden.’ De ernst van de SCID-
gerelateerde symptomen en het feit dat een vroege diagnose
leidt tot meer therapeutische opties met een betere progno-
se, maken SCID tot een geschikte kandidaatziekte om toe te
voegen aan de neonatale screeningsprogramma’s.

SCID-SCREENING

Er zijn wereldwijd meerdere pilotstudies naar SCID-screening
uitgevoerd en in enkele landen, zoals Israél, Qatar en in meer
dan 42 staten van de Verenigde Staten, is de screening voor
SCID al geintegreerd in het nationale screeningsprogram-
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ma.*? In het rapport Neonatale Screening: nieuwe aanbevelingen,
uitgebracht door de Gezondheidsraad, wordt SCID samen
met 13 andere aandoeningen voorgedragen om opgenomen te
worden in het Nederlandse hielprikscreeningsprogramma.'®
Dit advies is door de toenmalige minister van Volksgezond-
heid, Welzijn en Sport in juli 2015 overgenomen, waarbij zij
aangaf “de meeste snelheid te willen geven aan de aandoening
SCID, omdat daar de meeste gezondheidswinst gehaald kan
worden”* SCID zal na implementatie een van de eerste aan-
doeningen binnen het neonatale hielprikscreeningsprogram-
ma zijn die volledig genezen kan worden.

SCID-screening is gebaseerd op de detectie van ‘T-cell re-
ceptor excision circles’ (TREC’s). TREC’s zijn stabiele, circu-
laire DNA-fragmenten die als bijproduct gevormd worden
tijdens de herschikking van de T-celreceptor (TCR) in voor-
loper-T-cellen in de thymus. Tijdens dit herschikkingspro-
ces worden er willekeurige combinaties van ‘variable’ (V),
‘diversity’ (D) en ‘joining’ (J) DNA-regio’s gevormd waarbij
er fragmenten uit het DNA geknipt worden die zich tot een
cirkel sluiten, de TREC."? TREC’s zijn stabiel; ze repliceren
niet en ze degraderen niet in de bloedsomloop. Dit maakt
TREC een geschikte biomarker voor nieuw gevormde T-cel-
len. In de TREC-assay voor SCID-screening wordt gebruik-
gemaakt van de kwantificering van TREC’s die gevormd
worden tijdens een specifieke herschikking (SREC-yJov), die
in het merendeel van de nieuw gevormde T-cellen plaats-
vindt (zie Figuur 1)."*1*

Gezonde neonaten hebben hoge TREC-concentraties in hun
bloed, een afspiegeling van het totale aantal T-cellen, terwijl
pasgeborenen met SCID zich presenteren met lage of niet-de-
tecteerbare TREC-concentraties (door het ontbreken van
T-cellen bij SCID-patiénten).”” Door middel van een (semi-)
kwantitatieve PCR-reactie met primers specifiek gericht te-
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FIGUUR 1. Het proces van de T-celreceptorherschikking van de dREC- en yJa-elementen. Tijdens dit herschikkingsproces
worden de elementen dREC en yJo. gerecombineerd, waarbij er end-to-endligatie optreedt van de recombinatiesignaalsequen-
ties (RSS) aangrenzend aan de rec-locus en de J-locus. Na excisie en ligatie wordt een circulair excisieproduct gevormd, de
‘T-cell receptor excision circle’ (TREC), dat de ‘signal joint’ (fusie van de signaalsequenties) bevat. PCR-primers zijn gericht tegen

de TREC en amplificeren het verbindende DNA-fragment dat de ‘signal joint’ bevat.'®

gen het verbindende DNA-fragment, ofwel de ‘signal joint’
van het circulaire DNA-fragment (zie Figuur 1), kan de hoe-
veelheid TREC’s in hielprikbloed gekwantificeerd worden.
Bij deze PCR-tests wordt een interne controle gebruikt
(B-actine) om na te gaan of er voldoende DNA-amplificatie
heeft plaatsgevonden. Het screenings- en diagnostisch pro-
ces is weergegeven in het flowschema in Figuur 2 (pagina
26).° Bij de initi€éle meting van TREC’s (en f-actine als posi-
tieve controle) in hielprikbloed zullen hielprikmonsters met
TREC-concentraties onder de afkapwaarde nogmaals (in
duplo) geanalyseerd worden. Wanneer de TREC-concentra-
tie van een van beide duplo’s zich weer onder de afkapwaar-
de bevindt en de f-actinecontrole positief is, wordt het mon-
ster als vermoedelijk positief beschouwd. Kinderen met een
dergelijke uitslag worden vanuit de screeningsorganisatie
doorverwezen voor diagnostisch vervolgonderzoek. Zij wor-
den gezien door een kinderarts-immunoloog en er wordt
laboratoriumonderzoek ingezet om de diagnose te kunnen
stellen. Door middel van flowcytometrie kan het aantal
T-, B- en NK-cellen in bloed van de neonaat bepaald worden
en kan T-cellymfocytopenie worden vastgesteld. Met behulp
van genetische diagnostiek kan vervolgens de onderliggende
mutatie worden geidentificeerd.

Het kan ook gebeuren dat na de tweede analyse 3-actine-
waarden in 1 of beide duplo’s onder de afkapwaarde liggen.
Dit kan betekenen dat de elutie van TREC uit het hielprik-

monster onvoldoende was, of dat er te weinig amplificatie
heeft plaatsgevonden. In dat geval zijn de gevonden
TREC-waarden niet betrouwbaar te interpreteren en wordt
een tweede hielprikmonster aangevraagd. Uit eerder onder-
zoek is gebleken dat prematuren zich presenteren met lagere
TREC-concentraties dan voldragen pasgeborenen.'”" In het
bloed van deze prematuren is met diagnostische flowcyto-
metrie vaak geen T-cellymfocytopenie aan te tonen. Om te
voorkomen dat er onnodig vaak flowcytometrie wordt uitge-
voerd, is aan te raden om bij prematuren met een vermoede-
lijk positieve uitslag te wachten tot de prematuur de gecorri-
geerde leeftijd van 37 weken heeft bereikt. Eerder onderzoek
heeft namelijk een normalisatie van de concentratie T-cellen
laten zien naarmate de leeftijd van de prematuur vordert.*°
Na 37 weken kan een tweede hielprik worden aangevraagd
om de TREC-analyse te herhalen.

SCID IN NEDERLAND

Een retrospectieve cohortstudie van De Pagter et al. be-
schreef dat er in Nederland tussen 1998 en 2013 43 patién-
ten met SCID zijn geboren.” In Nederland werden in die
periode circa 180.000 kinderen per jaar geboren; de ge-
schatte incidentie van SCID is dus ongeveer 1 op 63.000.
Deze incidentie is vermoedelijk een onderschatting, omdat
patiénten mogelijk overlijden aan ernstige infecties zonder
dat de diagnose SCID gesteld wordt. De studie van De Pagter
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FIGUUR 2. Flowschema met het screenings- en diagnostische proces van SCID-screening.

et al. liet ook zien dat het met name bij atypische vormen
van SCID lang duurt voordat de diagnose gesteld wordt.
Vanaf de presentatie van de eerste symptomen tot het stellen
van de diagnose SCID lag de mediaan op 27 maanden. Na
het stellen van de diagnose duurde het gemiddeld nog 3 tot
4 maanden voor de curatieve behandeling kon worden uit-
gevoerd. In deze periode hadden inmiddels 22 patiénten
een systemische virale of bacteriéle infectie doorgemaakt en
25 patiénten een opportunistische infectie. Negen patiénten
overleden nog voor een curatieve behandeling kon worden
gegeven. In totaal ondergingen 34 patiénten een curatieve
behandeling in de vorm van HSCT of gentherapie (zie Figuur
3), waarvan bij 25 patiénten de behandeling succesvol was.
De studie van De Pagter et al. toont aan dat ook in Nederland
SCID gepaard gaat met een hoge morbiditeit en mortaliteit.
Zelfs wanneer SCID snel gediagnosticeerd werd na het op-
treden van de eerste symptomen kon mortaliteit, vanwege
het fulminante beloop van de infecties, niet worden voorko-
men. Van het diagnosticeren van SCID in een vroege,
asymptomatische fase wordt daarom een verbeterde algehe-
le overleving verwacht. Dit draagt bij aan de argumentatie
dat SCID een geschikte kandidaat is voor het hielprikscree-
ningsprogramma.
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PILOTSTUDIE IN NEDERLAND

Anticiperend op de introductie van SCID in het Nederland-
se hielprikscreeningsprogramma zijn er in Nederland de af-
gelopen jaren kleine pilotexperimenten uitgevoerd rondom
het detecteren van TREC’s. Om een eerste indruk te krijgen
van de normaalverdeling van TREC-waarden in Nederland
werd bloed van 1.295 geanonimiseerde hielprikkaartjes ge-
analyseerd met een commercieel verkrijghare TREC-assay
(EnLite Neontal TREC assay, PerkinElmer). Na de initiéle
analyse van de 1.295 hielprikkaartjes waren 39 monsters
(3,0%) onder de afkapwaarde van de fabrikant, waarna ze
volgens het screeningsprotocol opnieuw getest moeten wor-
den. Na het heranalyseren van deze 39 monsters lagen er 21
opnieuw onder de afkapwaarde, wat resulteerde in een ver-
wijscijfer (aantal doorverwijzingen voor vervolgdiagnostiek)
van 1,62%. In Nederland worden jaarlijks circa 180.000 kin-
deren geboren, wat met een verwijscijfer van 1,62% zou lei-
den tot ongeveer 2.900 doorverwijzingen voor diagnostiek
per jaar, ofwel 55 kinderen per week verdeeld over de 5 Ne-
derlandse screeningslaboratoria. Aangezien SCID-patiénten
zich over het algemeen presenteren met zeer lage of niet-de-
tecteerbare TREC-waarden, kan er overwogen worden om
de afkapwaarde te verlagen zonder sensitiviteitafname.?® De
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FIGUUR 3. Uitkomsten van 43 Nederlandse SCID-patiénten na hematopoétische stamceltransplantatie (HSCT) en gentherapie.?

exacte afkapwaarde en het precieze verwijscijfer kunnen pas
worden vastgesteld nadat er een grootschalige pilotstudie is
uitgevoerd in Nederland.

Naast pilotexperimenten met hielprikkaartjes zijn er ook
TREC-analyses gedaan met perifere bloedmonsters van 22
SCID-patiénten. De diagnose SCID is bij deze patiénten met
genetische analyse bevestigd en de onderliggende mutaties
zijn bekend (ADA n=2, RAGI n=6, RAG2 n=2, IL2Rg n=4,
JAK3 n=2, XLF n=2, Artemis n=2, CD3E n=2). De monsters
van deze patiénten hadden zeer lage of niet-detecteerbare
TREC-waarden ver onder de gestelde afkapwaarde met een
gemiddelde TREC-waarde van 0,34 kopieén/ul bloed (SD
1,12) (zie Figuur 4 op pagina 28).

TOEKOMSTPLANNEN EN
ONTWIKKELINGEN

TREC-analyse is gebaseerd op een PCR-detectietechniek.
Dit is een nieuwe analytische techniek voor de scree-
ningslaboratoria. PCR-analyse vraagt om een aangepaste
laboratoriuminrichting, met onder andere schone ruim-
tes voor het voorbereiden van het DNA, nieuwe appara-
tuur en andere competenties van laboratoriumpersoneel.
Ook betreft het hier een ‘nieuwe’ groep van aandoenin-
gen in de hielprik, namelijk immuundeficiénties, waarbij
extra aandacht nodig is voor voorlichting aan (aanstaan-
de) ouders en deskundigheidsbevordering van uitvoer-
ders van de screening. Vanwege deze nieuwe ontwikke-
lingen in de screeningsetting en het bepalen van de
exacte afkapwaarde en het precieze verwijscijfer voor de
Nederlandse situatie, wordt vanaf begin 2018 een groot-
schalige pilotstudie uitgevoerd. Naast de logistieke aan-

passingen zal de vervolgdiagnostiek na het screenings-
proces geoptimaliseerd moeten worden en zal het
behandeltraject vastgelegd moeten worden. Nadat met
flowcytometrie T-lymfocytopenie is aangetoond, zal gene-
tische diagnostiek plaatsvinden om de diagnose SCID te
bevestigen. Wanneer er in de bekende SCID-genen geen
mutatie wordt gevonden, maar de neonaat wel een afwij-
kende immuunstatus heeft, zou in overleg met de ouders
overwogen kunnen worden om een uitgebreidere geneti-
sche analyse te laten uitvoeren.

TREC’S EN KREC’S

Op een soortgelijke wijze als het detecteren van T-lymfo-
cytopenie bij SCID, kunnen ook B-celdeficiénties opge-
spoord worden, namelijk door middel van de detectie van
‘K-deleting recombination excision circles’ (KREC'’s).*
KREC’s zijn net als TREC’s bijproducten van VDJ-recombi-
natie, die in het geval van B-cellen gevormd worden bij de
productie van de lichte ketens van antilichamen. Op deze
manier fungeren KREC'’s als biomarker voor recent gevorm-
de B-cellen.?” Patiénten met B-celgerelateerde immuundefi-
ciénties, zoals bijvoorbeeld X-linked’ agammaglobulinemie
(XLA), zouden door het kwantificeren van KREC'’s geidenti-
ficeerd kunnen worden tijdens de neonatale screening."” Het
vroeg starten met behandelingen als immuunglobulinesup-
pletie en profylactische antibiotica bij deze patiénten leidt
mogelijk tot een kleiner risico op chronisch longlijden. Dit is
echter nog niet op basis van wetenschappelijk onderzoek
vastgesteld. Onlangs is in Zweden een prospectieve tweeja-
rige pilotstudie uitgevoerd waarin op 58.835 hielprikkaart-
jes van pasgeborenen een gecombineerde TREC/KREC-ana-
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FIGUUR 4. Resultaten van de TREC-analyse van perifere
bloedmonsters van 22 bevestigde SCID-patiénten. Ter verge-
liking zijn ook de TREC-waarden van 90 hielprikkaartjes van
gezonde neonaten afgebeeld.’

lyse werd uitgevoerd.”> Ook in Nederland is een kleinschalig
experiment uitgevoerd waarbij bloedvlekken van 25 patién-
ten met een primaire immuundeficiéntie werden geanaly-
seerd met een TREC/KREC-assay (data niet gepubliceerd).
Een interessante bevinding bij dit kleine experiment was dat
de KREC-waarden van een SCID-patiént met een [L-
2Rg-mutatie vergelijkbaar waren met die van een gezonde
neonaat. Dit is in overeenstemming met het TB* (NK) im-
munofenotype van patiénten met de IL2Rg-mutatie ofwel
X-linked” SCID.* Deze bevinding impliceert dat de TREC/
KREC-test niet alleen kan bijdragen aan het detecteren van
B-celdeficiénties, maar ook een bijdrage kan leveren aan het
sneller stellen van een moleculaire diagnose met betrekking
tot de verschillende SCID-typen. De Gezondheidsraad stel-
de in 2015 dat het noodzakelijk is om de precieze testkwali-
teiten van de KREC-test in kaart te brengen voor deze in de
neonatale screening zou kunnen worden ingevoerd."" Opna-
me van B-celdeficiénties en andere primaire immuundefici-
enties in het Nederlandse hielprikscreeningsprogramma zal
dus over enkele jaren opnieuw beoordeeld moeten worden.

CONCLUSIE

De ernst van de SCID-gerelateerde symptomen, de verbeter-
de prognose na vroege diagnose en de beschikbaarheid van
een screeningstest (TREC-assay) maken SCID een geschikte
kandidaatziekte om toe te voegen aan het Nederlandse hiel-
prikscreeningsprogramma. In enkele landen, zoals Israél en
Qatar, en in het merendeel van de Amerikaanse staten is
SCID al geimplementeerd in het nationale screeningspro-
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gramma, maar binnen Europa is Nederland een van de eer-

ste landen waarvan de overheid heeft ingestemd met nader
implementatieonderzoek naar de toevoeging van SCID-scree-
ning aan het hielprikscreeningsprogramma. Voordat imple-
mentatie een feit is, zullen er nog belangrijke stappen geno-
men moeten worden. Zo zal er een grootschalige pilotstudie
uitgevoerd moeten worden om betere gegevens te verkrijgen
over afkapwaarden, verwijspercentages, de vervolgdiagnos-
tiek na screening, de eventuele onbehandelbare nevenbevin-
dingen en beschikbare TREC/KREC-assays. Met de uitkom-
sten van die pilotstudie kan SCID-screening in het
Nederlandse hielprikscreeningsprogramma op een gedegen
manier geimplementeerd worden.
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