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|. Streszczenie w jezyku polskim

Cigzki ztozony niedobdr odpornosci (severe combined immunodeficiency - SCID) jest
wrodzonym bledem odpornosci, wynikajacym z zaburzen dojrzewania i1 rdznicowania
limfocytow T z macierzystych komoérek krwiotworczych szpiku. W niektorych genotypach
zaburzenie dojrzewania dotyczy rowniez limfocytow B i/lub komoérek NK. Czestosé
wystepowania choroby okres$lana na podstawie badan przesiewowych noworodkéw, rézni si¢
w poszczegoOlnych krajach 1 wynosi: w Niemczech 1:54 000, w USA 1:58 000 - 1:66 000,
W Izraelu 1:29 000. W krajach z duzym odsetkiem matzenstw spokrewnionych czgstos¢ jest
wyzsza, np.: w Arabii Saudyjskiej 1:2 906, a w Omanie 1:22 000 [1-6].

Diagnoza SCID stawiana jest na podstawie badan immunologicznych (ilosciowa ocena
subpopulacji limfocytow T, B, NK metoda cytometrii przeptywowej, ocena czynnosciowa
limfocytow W tescie transformacji blastycznej, stezenia immunoglobulin) oraz molekularnych
z oceng wariantow genetycznych. W zaleznosci od objawdw klinicznych i wynikéw badan
wyrdznia si¢ posta¢ typowa, atypowa (zwykle o tagodniejszym przebiegu) oraz zespot
Omenna [7]. Za najczgstsza przyczyne SCID uwaza si¢ warianty patogenne w genach IL2RG,
RAG1/2, ADA, IL7R, DCLRE1C, JAK3; stanowig one ponad 80% genotypow SCID w USA
[7] i ponad 70% w Niemczech [2].

Choroba nieleczona prowadzi do zgonu w pierwszych latach zycia, gtownie z powodu
zakazen, w tym oportunistycznych. Leczeniem docelowym jest przede wszystkim
przeszczepienie macierzystych komorek krwiotworczych (hematopoietic stem cells
transplantation, HSCT). Terapie genowe sg mozliwe w Europie dla wariantow patogennych
dotyczacych niektorych gendéw - ADA, IL2RG, RAG1, DCLREI1C. Pozytywna opini¢
i rejestracje Europejskiej Agencji Lekéw (EMA — European Medical Agency) uzyskat jedynie
preparat Strimvelis stosowany w leczeniu ADA-SCID. Terapia genowa w innych postaciach
SCID prowadzona jest w chwili obecnej w ramach badan klinicznych. W niektérych
wariantach SCID mozliwa jest enzymatyczna terapia zastepcza (ETZ) jako leczenie
pomostowe do czasu HSCT. W zespole Omenna przed leczeniem docelowym stosuje si¢
terapie immunosupresyjna.

Szczegdlng grupe stanowig pacjenci z ADA-SCID. Choroba jest wrodzonym zaburzeniem
metabolizmu puryn, a objawy wynikaja z gromadzenia w komorkach toksycznej
dezoksyadenozyny, substratu brakujagcego enzymu ADA 1 dotyczg nie tylko szpiku,
prowadzac do cigzkiego zlozonego niedoboru odpornosci, ale réwniez innych narzadow:

mozgu, pluc, watroby, ukladu kostnego. W leczeniu Stosuje si¢ przeszczepienie

4



macierzystych komorek krwiotwoérczych, jak rowniez enzymatyczng terapi¢ zastgpczg oraz
terapi¢ genowa [8].

Wecezesne rozpoznanie SCID zwigksza szanse na skuteczne leczenie. Przezycie niemowlat
poddanych procedurze HSCT przed ukonczeniem 3,5 miesigcy zycia oraz przed
wystapieniem powiklan infekcyjnych wynosi 94%, a u starszych niemowlat z towarzyszacymi
zakazeniami obniza si¢ do 17-82% [9-10]. W niektorych krajach prowadzone sg przesiewowe
badania noworodkow w celu wykrycia pacjentow ze SCID przed pojawieniem si¢ zakazen.
Pozwala to na wczesniejszg i skuteczniejsza diagnostyke i leczenie. W Polsce powszechnego
przesiewowe badania noworodkéw w kierunku SCID sg prowadzone od wrzesnia 2025 r.
Woczesniej szybka diagnoza mogta by¢ postawiona jedynie u rodzenstwa dzieci
z rozpoznanym SCID. Wazne jest rozpowszechnianie wiedzy na temat objawoéw SCID oraz

wczesna identyfikacja chorych.

Zasadniczym celem pracy jest charakterystyka kliniczna 1 laboratoryjna, w tym
immunogenetyczna pacjentdw z roéznymi postaciami SCID, zdiagnozowanych w Oddziale
Immunologii Instytutu ,,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka” (IPCZD). Rozprawe stanowi
cykl szesciu publikacji: czterech o charakterze artykulow oryginalnych oraz dwoch opisow
przypadkow, w ktoérych uwzgledniono cele szczegdtowe jak ponize;.

W publikacji pt. “What pediatrician should know about different types of severe combined
immunodeficiency — a single center experience. Co pediatra powinien wiedzie¢ o réznych
postaciach ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci — doswiadczenia jednego osrodka”
celem byta charakterystyka kliniczna i laboratoryjna, w tym immunogenetyczna pacjentow
z rozpoznaniem typowego, atypowego SCID i zespolu Omenna zdiagnozowanych
w Oddziale Immunologii IPCZD.

W publikacji pt. ,,National experience with adenosine deaminase deficiency related SCID in
Polish children” celem byta charakterystyka kliniczna, laboratoryjna i immunogenetyczna
pacjentow z rozpoznaniem ADA-SCID oraz ocena efektow enzymatycznej terapii zastepczej
(ETZ) rekombinowang pegylowang deaminaza adenozyny W tej grupie dzieci.

W trzeciej publikacji pt. “BCG Moreau vaccine safety profile and NK cells-double protection
against disseminated BCG infection in retrospective study of BCG vaccination in 52 Polish
children with severe combined immunodeficiency” celem byta ocena czestosci wystepowania
niepozadanego odczynu poszczepiennego po podaniu zywej szczepionki BCG Moreau

u pacjentow ze SCID w Polsce.



W czwartej publikacji pt. “The clinical and genetic spectrum of 82 patients with RAG
deficiency including a c.256_257del AA founder variant in Slavic countries” celem pracy byto
Oszacowanie czestoSci wystepowania, opisanie obrazu klinicznego, zmiennosci genetycznej
Zz uwzglednieniem rozmieszczenia geograficznego pacjentow z rozpoznaniem SCID
wywotanym wariantami w genach RAG w populacjach zamieszkujacych kraje stowianskie.

Celem publikacji piatej pt. “Case report: severe combined immunodeficiency with ligase 1
deficiency and Omenn-like manifestation” oraz publikacji szostej pt. “Atypical Hemolytic
Uremic Syndrome (aHUS) and Adenosine Deaminase (ADA)-Deficient Severe Combined
Immunodeficiency (SCID)-Two Diseases That Exacerbate Each Other: Case Report” byto

przedstawienie unikatowych przebiegdéw choroby dwoch pacjentow z rozpoznaniem SCID.

Wyniki

W publikacji pt. “What pediatrician should know about different types of severe combined
immunodeficiency — a single center experience. Co pediatra powinien wiedzie¢ o réznych
postaciach ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci — doswiadczenia jednego osrodka”
wykazano, ze mediana wieku w chwili diagnozy SCID wyniosta 4,4 miesigca i byta wyzsza w
przypadku AS (8 miesi¢cy, p<0,05). Mediana opdznienia diagnozy (diagnostic delay - DD)
wyniosta 2,5 miesigca (4,7 miesigca u dzieci z AS). Podejrzenie choroby wysuwali
najczesciej pediatrzy (u 44,4% wszystkich dzieci), a w nastepnej kolejnosci hematolodzy
(19,4% wszystkich dzieci, 26,3% dzieci z AS, z DD 20 miesiecy) lub dermatolodzy.
Pierwszymi objawami byly infekcje (64%), wysypka (22,2%), przewlekta biegunka (5,6%),
anemia (5,6%) i limfopenia (2,8%). W momencie rozpoznania u 79,5% pacjentow
wystepowata limfopenia. Mediana odsetka limfocytow T wczesnych emigrantéw grasicy
(recent thymic emigrants - RTE) wynosita odpowiednio 0,2%, 2,1%, 0,3% w TS, AS i OS.
Najczestsze warianty patogenne znaleziono w nastepujacych genach: IL2RG (23,8%),
RAG1/2 (16,6%), JAK3 (14,3%), ADA (11,9%) i IL7RA (4,8%). Przezycie wyniosto 69%

u wszystkich dzieci.

W publikacji pt. ,,National experience with adenosine deaminase deficiency related SCID in
Polish children” rozpoznanie ADA-SCID bylo postawione pomiedzy 7 tygodni a do 27
miesiecy zycia. W momencie podejrzenia rozpoznania SCID wszyscy pacjenci prezentowali
leukopeni¢ z neutropenig i limfopenig. Wérod objawdéw pozaszpikowych obserwowano:

wzmozong aktywno$¢ transaminaz (5 pacjentéw), dysplazje szkieletowe (2 pacjentow),



zmiany zanikowe osrodkowego uktadu nerwowego (1 pacjent), atypowy zespot
hemolityczno-mocznicowy (1 pacjent), U wszystkich pacjentow liczba limfocytow T,
limfocytéw B i komorek NK byla ponizej wartosci referencyjnych dla wieku. Stezenie
immunoglobulin klasy G bylo obnizone u 2 pacjentéw, a klasy IgM u 3 pacjentow. Diagnoza
ADA-SCID byta stwierdzona na podstawie aktywnosci ADA w erytrocytach (4 pacjentow)
i/lub badania genetycznego (warianty patogenne stwierdzono u 6 pacjentéw). Procedurze
HSCT byto poddanych 6 pacjentdw, wszyscy ci pacjenci zyja, | pacjent zmarl przed
kwalifikacja do HSCT. U 4 pacjentéw Oddziatu Immunologii IPCZD przed HSCT stosowano
ETZ obserwujac pozytywny efekt: normalizacje liczby limfocytow oraz aktywno$ci
transaminaz. Zaden z pacjentéw nie byt poddany terapii genowe;.

W publikacji pt. “BCG Moreau vaccine safety profile and NK cells-double protection against
disseminated BCG infection in retrospective study of BCG vaccination in 52 Polish children
with severe combined immunodeficiency” wykazano, ze w latach 1980-2015 rozsiane
zakazenie BCG obserwowano u 19% dzieci z SCID szczepionych szczepionka BCG Moreau.
Odsetek rozsianych powiktan w grupie polskich dzieci byl nizszy w poroéwnaniu z innymi
krajami na $wiecie i wedtug Marciano wynosit 34% (p=0,0028) [11]. Rozsiane zakazenie
BCG obserwowano jedynie u pacjentow z niska liczbg komérek NK (p=0,0161). Liczba
komorek NK nie wplywala na wystgpienie miejscowego niepozadanego odczynu
szczepionkowego.

W publikacji pt. “The clinical and genetic spectrum of 82 patients with RAG deficiency
including a ¢.256 _257delAA founder variant in Slavic countries” wsrdéd 82 pacjentéw
z defektem RAG stwierdzono nastepujace fenotypy SCID: typowe (n = 20), atypowe (n = 21),
zespot Omenna (n = 37) oraz CID (n=4). Szesc¢dziesieciu siedmiu (81,7%) pacjentow byto
nosicielami RAGL, a 15 pacjentow (18,3%) miato bialleliczne warianty RAG2. Oszacowano,
ze minimalna roczna czgsto$¢ wystepowania niedoboru RAG w krajach slowianskich waha
si¢ od 1 na 180 000 do 1 na 300 000 zywych urodzen. W kohorcie pacjentow z wariantami
RAG1 70% (n = 47) byto nosicielami allelu ¢.256 257delAA w uktadzie homozygotycznym
(n = 18, 27%) lub heterozygoty ztozonej (n = 29, 43%). Wigkszos¢ (77%) pacjentow
z homozygotycznym wariantem RAG1 c¢.256 257delAA pochodzita z dorzecza Wisty
w $rodkowo-wschodniej Polsce, a przypadki ztozonej heterozygoty wystepowaty we
wszystkich krajach stowianskich z wyjatkiem Bulgarii. Obraz kliniczny 1 immunologiczny
pacjentow z wariantem homozygotycznym c¢.256 257delAA genu RAG1 byl bardzo

zréznicowany (SCID typowy, atypowy, zespot Omenna).



W publikacji pt. ,,Case report: severe combined immunodeficiency with ligase DNA |
deficiency and Omenn-like manifestation” przedstawiono dziecko ze SCID o typie zespotu
Omenna oraz z niedokrwisto$cig makrocytarng, u ktoérego rozpoznano deficyt ligazy DNA I.
Ciezka niedokrwistos¢ makrocytarna oraz limfopenia krwi obwodowej 1 szpiku sktonita do
szybkiej diagnostyki w kierunku wrodzonych bledéw odpornosci. W wieku 8 tygodni
rozpoznano SCID o typie zespotu Omenna. Diagnostyka genetyczna wykazata obecnos¢
dwoch nowych, dotychczas nieopisanych wariantow w genie LIG1 (NM_000234.1): wariantu
missense (c.2312 G>A, p.Arg771Gly) oraz wariantu splicingowego (c.776+5G>T,
p.Pro260*), a ekspozycja fibroblastbw na promieniowanie gamma wykazata zwigkszong
radiowrazliwo$¢. W wieku 4 miesigcy przeprowadzono HSCT od zgodnego dawcy
niespokrewnionego wedlug protokotu dla pacjentéw z radiowrazliwoscia.

W publikacji “Atypical Hemolytic Uremic Syndrome (aHUS) and Adenosine Deaminase
(ADA)-Deficient Severe Combined Immunodeficiency (SCID)-Two Diseases That
Exacerbate Each Other: Case Report” opisano pacjenta z nietypowym przebiegiem ADA-
SCID pod postacia dominujacych objawow nefrologicznych. W pierwszych miesigcach
rozpoznano atypowy zespol hemolityczno-mocznicowy, niewydolno$¢ nerek. Podejrzenie
ADA-SCID zostalo postawione dopiero w okresie schylkowej niewydolnosci
wielonarzgdowej, a potwierdzone post mortem. Przebieg choroby tego pacjenta jest
potwierdzeniem, ze niezdiagnozowany i nieleczony ADA-SCID prowadzi do

ogo6lnoustrojowej manifestacji i zgonu.

Podsumowanie

Tematem pracy doktorskiej jest diagnostyka i leczenie pacjentow z cigzkim ztozonym
niedoborem odpornosci zdiagnozowanych w Klinice Immunologii IP CZD. Zagadnienia te
zostaly przedstawione we wszystkich pracach. W publikacji nr 2 uwzgledniono dodatkowo
dwoch polskich pacjentow spoza IPCZD, a w publikacji nr 4 takze pacjentéw z innych krajow
stowianskich.

Objawami sktaniajagcymi do wysuniecia podejrzenia SCID 1 skierowania do diagnostyki
immunologicznej byly u wigkszoS$ci pacjentow zakazenia — cig¢zkie, zagrazajace Zzyciu,
nawracajace, oportunistyczne lub powiklania po szczepieniu zywymi atenuowanymi
szczepionkami (rozsiane zakazenie pratkiem BCG). Wigkszos¢ pacjentow (80%)
prezentowala limfopeni¢, ktora powinna by¢ juz wczesnie] przyczyng prowadzenia

diagnostyki w kierunku SCID. Rozpoznanie SCID postawiono znacznie pozniej w przypadku
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AS niz TS i OS. Rodzaj pierwszych objawow nie roznit si¢ miedzy poszczegdlnymi typami
SCID. W publikacji nr 1 i nr 2 stwierdzono, ze rozpoznanie SCID i ADA-SCID jest stawiane
u coraz mlodszych pacjentow. W ADA-SCID moze to wynikaé z toksycznego dzialania
metabolitow na komorki limfoidalne i mieloidalne prowadzacego do leukopenii, neutropenii
i limfopenii, co zwraca uwage pediatrOw i pozwala wysungé podejrzenie niedoboru
odporno$ci. Izolowana limfopenia bez leukopenii i neutropenii u pacjentdow z innymi
postaciami SCID bywa przeoczana.

Najdluzsze opoOznienie diagnozy mieli pacjenci z atypowg postacia SCID, pomimo
stwierdzanej wczesniej limfopenii. Dlatego u niemowlat z limfopenig zaleca si¢ poszerzenie
diagnostyki w kierunku SCID. Dodatkowym argumentem sg nieprawidtowosci w badaniu
radiologicznym klatki piersiowej aplazja/hipoplazja grasicy lub zmiany dysplastyczne kosci,
mogace wskazywa¢ na ADA-SCID.

Ciezkim powiklaniem SCID moze by¢ rozsiane zakazenie pratkiem szczepionkowym BCG,
ktore dotyczy blisko 20% pacjentow ze SCID szczepionych w Polsce, co przedstawiono
w publikacji nr 3. Podszczep Moreau BCG produkowany w Polsce przez firmg¢ Biomed
pochodzi od macierzystego podszczepu Mycobacterium bovis BCG Moreau Rio de Janeiro,
jednak jest bezpieczniejszy niz w populacji brazylijskiej (48% pacjentéow SCID szczepionych
BCG miato zakazenie rozsiane) lub w innych populacjach swiatowych (34%).

Diagnostyka genetyczna wykazata, Ze najczestszymi genotypami SCID pacjentow
diagnozowanych przez Oddzial Immunologii IPCZD w latach 2010-2023 byly IL2RG, RAG
1/2, JAK3 i ADA.

W genie RAG1l u naszych pacjentow dominuje wariant ¢.256 257delAA w ukladzie
homozygotycznym. Wysoki odsetek tego wariantu wsrod dzieci pochodzacych ze wschodniej
Polski oraz obecno$¢ u wszystkich Stowian moze wskazywac, ze jest to wariant zatozycielski,
ktory pochodzi z dorzecza Wisty w Polsce co przedstawiono w publikacji nr 4.

Leczeniem przyczynowym pacjentow ze SCID jest HSCT, ale czgs$¢ pacjentéw z cigzkimi
zakazeniami lub niewydolnos$cig wielonarzagdowa umiera w trakcie diagnozy, lub w okresie
okotoprzeszczepowym.

Przezycie pacjentow ze SCID diagnozowanych przez Oddzial Immunologii IPCZD w latach
2010-2023 u pacjentow z obcigzonym wywiadem rodzinnym, zdiagnozowanych
w pierwszych dniach i leczonych HSCT w pierwszych miesigcach zycia wynosito powyzej
80%. U pacjentéw, u ktoérych rozpoznanie postawiono po pojawieniu si¢ objawOw przezycie
wynosito 68% (26/38), w tym 78% (26/34) u poddanych HSCT (4 pacjentéw zmarto przed
HSCT) — publikacja nr 1.



ETZ byta efektywna u wszystkich czterech leczonych pacjentow z ADA-SCID. Zaden
Z pacjentow nie byl poddany terapii genowej, na co wplyngt ograniczony dostep do
procedury (w kilku osrodkach w Europie), brak zgody rodzicow, oraz zgodnie
z pismiennictwem, dluzszy czas leczenia i rekonstytucji uktadu immunologicznego w ramach
terapii genowej w porownaniu do procedury HSCT.

SCID jest w populacji europejskiej chorobg ultrarzadka, ponadto niektorzy pacjenci maja
wyjatkowa manifestacje objawdéw, co przedstawiono w dwdch opisach przypadkow.
W publikacji nr 5 przedstawiono dziecko ze SCID o typie zespolu Omenna, z towarzyszaca
cigzka wrodzona niedokrwisto$cig makrocytarng. Diagnostyka molekularna wykazata, ze
przyczyna objawow jest deficyt ligazy 1. Jest to niezwykle rzadka choroba, dotychczas
opisano na $wiecie 7 pacjentow z deficytem ligazy 1, o zr6znicowanym spektrum objawow
immunologicznych. U trojga (w tym u naszej pacjentki) przeprowadzono HSCT. Wczesna
diagnoza u tej pacjentki wynikata z obecno$ci cigzkiej niedokrwisto§ci makrocytarnej
wymagajacej licznych transfuzji uzupetniajacych koncentratu krwinek czerwonych
I skierowania pacjentki do hematologa, ktory zwrocil uwage na towarzyszaca limfopenig.
W publikacji nr 6 opisano pacjenta z nietypowym przebiegiem ADA-SCID pod postacig
dominujacych objawow nefrologicznych: w pierwszych miesigcach rozpoznano atypowy
zespol hemolityczno-mocznicowy, niewydolno$¢ nerek, podejrzenie ADA-SCID zostalo
postawione dopiero w okresie schyltkowej niewydolnosci wielonarzadowe;.

Przedstawiona w powyzszych pracach charakterystyka objawow klinicznych 1 wynikow
badan pacjentdow moze pozwoli¢ na poprawe diagnostyki SCID, zanim dojdzie do powiktan

narzgdowych 1 dzigki temu na zwigkszenie przezywalnos$ci tych pacjentow.
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1. Streszczenie w jezyku angielskim

Severe combined immunodeficiency (SCID) is an inborn error of immunity resulting from
impaired maturation and differentiation of T lymphocytes from hematopoietic stem cells in
the bone marrow. In some genotypes, the impaired maturation also affects B lymphocytes
and/or NK cells. The incidence of the disease, determined based on newborn screening tests,
varies between countries and is: in Germany 1:54,000, in the USA 1:58,000-1:66,000, in
Israel 1:29,000. In countries with a high percentage of consanguineous marriages, the
incidence is higher, e.g., in Saudi Arabia 1:2,906, and in Oman 1:22,000 [1-6].

SCID is diagnosed based on immunological tests (quantitative assessment of T, B, NK
lymphocyte subpopulations using flow cytometry, functional lymphoproliferative response)
and molecular with the assessment of genetic variants. Depending on the clinical symptoms
and test results, the disease can be classified as typical, atypical (usually with a milder
course), or Omenn syndrome [7]. Genes with pathogenic variants most commonly causing
SCID include IL2RG, RAG1/2, ADA, IL7R, DCLRELC, and JAK3; these constitute over 80%
of SCID genotypes in the USA [7] and over 70% in Germany [2].

Untreated, the disease leads to death in the first years of life, primarily due to infections,
including opportunistic ones. The primary treatment option is hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT). Gene therapies are available in Europe to address pathogenic changes
in certain genes: ADA, IL2RG, RAG1, and DCLRELC. However, only Strimvelis has received
a positive opinion from the European Medicines Agency for the treatment of ADA-SCID.
Enzyme replacement therapy (ERT) is available for patients with adenosine deaminase
deficiency (ADA-SCID). In Omenn syndrome, immunosuppressive therapy is used prior to
targeted therapy.

Patients with ADA-SCID are a special group. The disease is an inherited disorder of purine
metabolism, and symptoms result from the accumulation of toxic deoxyadenosine, a substrate
of the missing ADA enzyme, in cells. They affect not only the bone marrow, leading to severe
combined immunodeficiency, but also other organs: the brain, lungs, liver, and skeletal
system. ADA-SCID has a prevalence of 1 in 200,000-1 in 1 million births and accounts for
approximately 10-20% of all SCID patients. Treatment includes hematopoietic stem cell
transplantation, enzyme replacement therapy, and gene therapy [8].

Early diagnosis of SCID increases the chances of successful treatment. The survival rate for
infants undergoing HSCT before the age of 3.5 months and before infectious complications
occurs is 94%, while in older infants with concomitant infections, this rate decreased to 17-
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82% [9-10]. In some countries, newborn screening helps to detect patients with SCID before
infections develop. In Poland newborn screening for SCID is available from September 2025.
Previously diagnosis could only be made in siblings of children diagnosed with SCID. It is
important to increase awareness of the symptoms of SCID and to identify patients early.

The primary aim of this work is to characterize the clinical and laboratory factors, including
immunogenetic characteristics, of patients with various types of SCID diagnosed at the
Immunology Department of the Children’s Memorial Health Institute (CMHI). The
dissertation comprises a series of six publications, four original articles and two case reports,
which address the specific objectives outlined below.

The first publication, titled "What a pediatrician should know about different types of severe
combined immunodeficiency — a single-center experience,” aims to characterize the clinical
symptoms and laboratory results, including immunogenetic, of patients diagnosed with
typical, atypical SCID, and Omenn syndrome at the Immunology Department CMHI.

In the second publication, entitled "National experience with adenosine deaminase deficiency
related SCID in Polish children”, the aim was to characterize clinical, laboratory and
immunogenetic characteristics of patients diagnosed with ADA-SCID and to evaluate the
effects of ERT treatment of children with ADA-SCID at the Immunology Department CMHI.
In the third publication, titled “BCG Moreau vaccine safety profile and NK cells—double
protection against disseminated BCG infection in a retrospective study of BCG vaccination in
52 Polish children with severe combined immunodeficiency,” the aim was to assess the
incidence of adverse reactions following administration of the live BCG Moreau vaccine in
patients with SCID in Poland.

The aim of the fourth publication, "The clinical and genetic spectrum of 82 patients with RAG
deficiency, including a ¢.256_257del AA founder variant in Slavic countries,” was to estimate
the prevalence, present clinical outcome, and genetic variability of patients diagnosed with
SCID caused by variants in RAG genes in populations living in Slavic countries.

The aim of the fifth publication, "Case report: severe combined immunodeficiency with ligase
1 deficiency and Omenn-like manifestation,” and the sixth publication, "Atypical Hemolytic
Uremic Syndrome (aHUS) and Adenosine Deaminase (ADA)-Deficient Severe Combined
Immunodeficiency (SCID)-Two Diseases That Exacerbate Each Other: Case Report," was to

present the unique disease courses of two patients diagnosed with SCID.
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Results

In the publication "What pediatricians should know about different types of severe combined
immunodeficiency — a single center experience,” the median age at diagnosis of SCID was 4.4
months, higher in AS (8 months, p<0.05). The median diagnostic delay (DD) was 2.5 months
(4.7 months in children with AS). The disease was suspected by pediatricians (in 44.4% of all
children), hematologists (19.4% of all children, 26.3% of children with AS, DD - 20 months),
or dermatologists. The initial symptoms were infections (64%), rash (22.2%), chronic diarrhea
(5.6%), anemia (5.6%), and lymphopenia (2.8%). Lymphopenia was present in 79.5% of
patients at diagnosis. Median recent thymic emigrants (RTE) were 0.2%, 2.1%, and 0.3% in
TS, AS, and OS, respectively. The most common pathogenic variants were found in the
following genes: IL2RG (23.8%), RAG1/2 (16.6%), JAK3 (14.3%), ADA (11.9%), and IL7RA
(4.8%). Survival was 69% in all children.

In the publication "National experience with adenosine deaminase deficiency related SCID in
Polish children,"” the diagnosis of ADA-SCID was made between 7 weeks and 27 months of
age, in the first three patients between 16 and 27 months of age, and in the last four between 7
weeks and 6 months of age. At the time of suspected SCID diagnosis, all patients had
leukopenia with neutropenia and lymphopenia. Extramedullary manifestations included:
elevated transaminase activity (5 patients), skeletal dysplasia (2 patients), atrophy in the
central nervous system (1 patient), and atypical hemolytic-uremic syndrome (1 patient). In all
patients, the counts of T lymphocytes (both CD4+ and CD8+), B lymphocytes, and NK cells
were below age-appropriate reference values. The concentration of immunoglobulin G was
decreased in two patients, and IgM in three patients. The diagnosis of ADA-SCID was made
based on ADA activity in red blood cells (4 patients) and/or genetic testing (pathogenic
variants were identified in 6 patients). Six patients underwent HSCT; all are alive; one patient
died before qualifying for HSCT. Four patients in the Immunology Department CMHI
received ERT prior to HSCT, and normalization of lymphocyte counts and transaminase
activity was observed. None of the patients underwent gene therapy.

The publication "BCG Moreau vaccine safety profile and NK cells—double protection
against disseminated BCG infection in a retrospective study of BCG vaccination in 52 Polish
children with severe combined immunodeficiency” demonstrated that disseminated BCG
infection occurs in 19% of children with SCID vaccinated in Poland, a rate lower than in other
global populations (34% in Marciano's study (p=0.0028) [11]. Disseminated BCG infection
was observed only in patients with low NK cell counts (p=0.0161). NK cell counts did not

influence the occurrence of local adverse reactions to the vaccine.
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In the publication “The clinical and genetic spectrum of 82 patients with RAG deficiency
including a ¢.256 257delAA founder variant in Slavic countries,” a group of 82 patients with
RAG deficiency demonstrated typical (n = 20), atypical (n = 21), Omenn syndrome (n = 37)
SCID phenotypes and CID (n=4). Sixty-seven (81.7%) patients were RAG1 carriers, and 15
patients (18.3%) had biallelic RAG2 variants. We estimate that the minimum annual incidence
of RAG deficiency in Slavic countries ranges from 1 in 180,000 to 1 in 300,000 live births. In
the cohort of patients with RAG1 variants, 70% (n = 47) carried the ¢.256_257delAA allele in
a homozygous (n = 18, 27%) or compound heterozygous (n = 29, 43%). The majority (77%)
of patients with the homozygous RAG1 ¢.256 _257delAA variant originated from the Vistula
River basin in central-eastern Poland, and cases of compound heterozygote occurred in all
Slavic countries except Bulgaria. The clinical and immunological course of patients with the
homozygous c¢.256 257delAA variant of the RAG1 gene was very diverse (typical SCID,
atypical SCID, Omenn syndrome).

The publication "Case report: severe combined immunodeficiency with ligase 1 deficiency
and Omenn-like manifestation" presents a child with Omenn-like SCID and macrocytic
anemia, who was diagnosed with ligase DNA | deficiency. Severe macrocytic anemia and
lymphopenia in peripheral blood and bone marrow prompted rapid diagnostic workup for
inborn errors of immunity. At 8 weeks of age, SCID of the Omenn syndrome type was
diagnosed. Genetic testing revealed the presence of two new variants in the LIG1 gene, and
exposure of fibroblasts to gamma radiation revealed increased radiosensitivity. At 4 months of
age, HSCT was performed from a matched unrelated donor according to the protocol for
radiosensitive patients. The publication "Atypical Hemolytic Uremic Syndrome (aHUS) and
Adenosine Deaminase (ADA)-Deficient Severe Combined Immunodeficiency (SCID)-Two
Diseases That Exacerbate Each Other: Case Report" describes a patient with an atypical
course of ADA-SCID characterized by predominant renal symptoms. Within the first few
months, atypical hemolytic uremic syndrome and renal failure were diagnosed. ADA-SCID

was suspected only after end-stage multiple organ failure and confirmed post mortem.

Summary

The topic of this dissertation is the diagnosis and treatment of patients with severe combined
immunodeficiency diagnosed in the Immunology Department CMHI, and these issues are
presented in all papers. Paper 2 also included two Polish patients from outside the IPCZD, and

Paper 4 also included patients from other Slavic countries.
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In most patients, the symptoms causing the suspicion of SCID and referral for immunological
diagnostics were infections — severe, life-threatening, recurrent, opportunistic, or disseminated
BCG infection. Most patients (80%) had lymphopenia at that time, which should have been a
reason for prior investigation of SCID. The diagnosis of SCID was made significantly later in
cases of AS than in TS and OS. The type of first symptoms does not differ between the
different types of SCID.

Publications No. 1 and No. 2 found that the diagnosis of SCID and ADA-SCID is being made
in increasingly younger patients. Early diagnosis in ADA-SCID patients may result from the
presence of leukopenia (with neutropenia and lymphopenia), which alerted pediatricians and
allowed for the suspicion of immunodeficiency. Isolated lymphopenia without leukopenia and
neutropenia in patients with other forms of SCID can be overlooked. The longest delay in
diagnosis was seen in patients with atypical SCID, all of whom had lymphopenia. Therefore,
evaluation for SCID is recommended in infants with lymphopenia, especially if chest
radiography shows thymic aplasia/hypoplasia or dysplastic bone changes that may indicate
ADA-SCID (acute scapular angle).

A serious complication of SCID can be disseminated BCG infection, which affects nearly
20% of SCID patients vaccinated in Poland, as presented in publication no. 3. The Moreau
BCG substrain produced in Poland by Biomed is derived from the parent Mycobacterium
bovis BCG Moreau Rio de Janeiro substrain, but it is safer than in the Brazilian population
(48% of BCG-vaccinated SCID patients had disseminated infection) or in other global
populations (34%).

Genetic diagnostics showed that the most common SCID genotypes in patients diagnosed by
the Immunology Department CMHI between 2010 and 2023 were IL2RG, RAG 1/2, JAKS,
and ADA.

In the RAG1 gene, our patients have the dominant homozygous variant ¢.256_257delAA. The
high prevalence of this variant among children from Eastern Poland and the presence of this
variant in all Slavic peoples may indicate that it is a founder variant originating from the
Vistula River basin in Poland, as presented in publication no. 4.

The causal treatment for SCID patients is HSCT, but some patients with severe infections or
multi-organ failure die at diagnosis or in the peri-transplant period. The survival rate of SCID
patients diagnosed by the Immunology Department CMHI in the years 2010-2023 was above
80% in patients with a positive family history and diagnosed in the first days and treated with

HSCT in the first months of life, and in patients diagnosed after the onset of symptoms it was
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68% (26/38), including 78% (26/34) who underwent HSCT (4 patients died before HSCT) —
publication no. 1.

ERT was effective in all four treated patients with ADA-SCID. None of the patients
underwent gene therapy, due to limited access to the procedure in a few centers in Europe and
the longer duration of treatment and immune reconstitution with gene therapy compared to
HSCT.

SCID is an ultra-rare disease in the European population, and some patients have unique
symptom manifestations, as described in two case reports. Publication No. 5 describes a child
with SCID of the Omenn syndrome type, accompanied by severe congenital macrocytic
anemia. Molecular diagnostics revealed that the cause of the symptoms was ligase 1
deficiency. This is an extremely rare disease; to date, seven patients with ligase 1 deficiency
have been described worldwide, with a diverse spectrum of immunological manifestations.
Three of these patients (including our patient) underwent HSCT. Early diagnosis in this
patient was due to the presence of severe macrocytic anemia, requiring numerous red blood
cell transfusions and referral to a hematologist, who noted the accompanying lymphopenia.
Publication No. 6 describes a patient with an atypical course of ADA-SCID in the form of
dominant nephrological symptoms: atypical hemolytic uremic syndrome and renal failure
were diagnosed in the first months, and ADA-SCID was suspected at the end-stage multiple
organ failure.

The characteristics of clinical symptoms and patient test results presented in the above-
mentioned works may allow for improving the diagnosis of SCID before organ complications

occur and thus increasing the survival rate of these patients.
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II. Slowa kluczowe w jezyku polskim i angielskim

SCID, atypowy SCID, zesp6t Omenna, limfopenia, immunoglobuliny M, deficyt deaminazy
adenozyny, przeszczepienie macierzystych komorek krwiotworczych, enzymatyczna terapia
zastepcza, RAGI, RAG2, pierwotne niedobory odpornosci, rozmieszczenie geograficzne,
zapadalno$¢, dzieci stlowianskie, szczepionka BCG, rozsiane zakazenie BCG, komorki NK,

ligaza typu 1, atypowy zesp6t hemolityczno-mocznicowy

SCID (severe combined immunodeficiency), atypical SCID, Omenn syndrome, lymphopenia,
immunoglobulin M, adenosine deaminase (ADA) deficiency, HSCT (hematopoietic stem cell
transplantation), ERT (enzyme replacement therapy), RAG1, RAG2, primary
immunodeficiency, geographic distribution, incidence, Slavic children, BCG Moreau vaccine,
disseminated BCG infection, NK cells, ligase 1, Omenn-like, atypical hemolytic uremic

syndrome
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IV.Wykaz skrétow

AD (ang. age of diagnosis) — wiek diagnozy

ADA (ang. adenosine deaminase) — deaminaza adenozyny

ADAMTS13 (ang. A Disintegrin-like And Metalloprotease with Thrombospondin motifs 13)
- dezintegryna i metaloproteinaza z motywami trombospondyny 13

ADA-SCID - cigzki ztozony niedobor odpornosci wywotany niedoborem deaminazy
adenozyny

ADV (ang. Adenowirus) — adenowirus

aHUS (ang. atypical Hemolytic Uremic Syndrome) — atypowy zespot hemolityczno-
mocznicowy

AS: (ang. atypical SCID) — atypowy ciezki ztozony niedobor odpornosci

ATG (ang. antithymic globuline) — globulina antytymocytarna

BCG — Bacillus Calmette-Guerin

CID (ang. combined immunodeficiency) — ztozony niedobor odpornosci

CMV (cytomegalovirus) — wirus cytomegalii

Cpm (ang. counts per minute) — liczba zliczen na minutg

DD (ang. diagnostic delay) — opdznienie diagnozy

EBMT (The European Society for Blood and Marrow Transplantation) — Europejskie
Towarzystwo Transplantacji Krwi i Szpiku

EMA (European Medicines Agency) — Europejska Agencja Lekoéw

ERN-RITA (The European Reference Network for Rare Immunological Disorders) —
Europejska Sie¢ Referencyjna ds. Rzadkich Pierwotnych Niedoborow Odporno$ci
ESID (The European Society for Immunodeficiencies) — Europejskie Towarzystwo
Niedoborow Odpornosci

ETZ — enzymatyczna terapia zastepcza

EVA (ang. The European Variation Archive) — Europejskiego Archiwum Zmiennosci
GvHD (ang. Graft-versus-Host Disease) — choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi.
HLA (ang. human leukocyte antigens) — ludzkie antygeny leukocytarne

HSCT (ang. hematopoietic stem cells transplantation) — przeszczepianie macierzystych
komorek krwiotworczych

HSV (ang. Herpes simplex virus) — wirus opryszczki

HUS (ang. Hemolytic Uremic Syndrome) — zesp6t hemolityczno-mocznicowy

IEI (ang. Inborn Errors of Immunity) — wrodzone btgdy odpornosci
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IgG — immunoglobuliny klasy G

IgM — immunoglobuliny klasy M

IL2RG — (ang. interleukin 2 receptor subunit gamma) — tancuch gamma receptora dla
interleukiny 2

IL7RA — (ang. interleukin-7 receptor alfa chain) — tfancuch alfa receptora dla interleukiny 7
IFNy — interferon gamma

ITP (ang. immune thrombocytopena) — pierwotna matoptytkowo$¢ immunologiczna

IVIG (ang. intravenous immunoglobulin) — dozylny preparat immunoglobulin

JAK3 (ang. Janus Kinase 3) — kinaza Janusowa typu 3

KREC (ang. kappa-deleting excision circles) — koliste czasteczki DNA powstate po delecji
tancucha kappa

LIG1 - ligaza DNA 1

MSD (ang. matched sibling donor) — zgodny dawca rodzinny

MSMD (ang. mendelian susceptibility to mycobacterial disease) — mendlowska podatno$¢ na
choroby mykobakteryjnej

MUD (ang. matched unrelated donor) — zgodny dawca niespokrewniony

NBS (ang. newborn screening) — przesiewowe badanie noworodkoéw

NGS (ang. Next-Generation Sequencing) — sekwencjonowanie nowej generacji

NK (ang. natural killer) — naturalni zabojcy

OS (ang. Omenn syndrome) — zesp6t Omenna

PCR (ang. polymerase chain reaction) —tancuchowa reakcja polimerazy

PHA (ang. phytohemagglutinin) — fitohemaglutynina

PIDTC (Primary Immune Deficiency Treatment Consortium) — Towarzystwo Leczenia
Pierwotnych Niedoboréw Odpornosci (USA)

PJP (ang. Pneumocystis jiroveci pneumonia) — zapalenie ptuc wywolane przez Pneumocytis
jiroveci

RAGL1 (ang. recombination-activating gene 1) — gen aktywujacy rekombinacje 1

RAG2 (ang. recombination-activating gene 2) — gen aktywujacy rekombinacje 2

RSV (ang. Respiratory Syncytial Virus) — syncytialny wirus oddechowy

RTE (ang. recent thymic emigrants) — emigranci z grasicy

SCID (ang. Severe combined immunodeficiency) — ciezki ztozony niedobdr odpornosci

Sl (stimulatig index) — indeks stymulacji

TCR (ang. T cell receptor) — receptor limfocyta T

TREC (ang. T cell receptor excision circles) — koliste czasteczki receptora limfocyta T
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TG — terapia genowa

TS (ang. typical SCID) — typowy ci¢zki ztozony niedobor odpornosci

TTB — test transformacji blastycznej

TTP (ang. thrombotic thrombocytopenic purpura) — zakrzepowa plamica matoptytkowa

VZV (ang. Varicella Zoster Virus) — wirus Varicella Zoster
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V. Wstep

Cigzki ztozony niedobdr odpornosci (severe combined immunodeficiency - SCID) jest
wrodzonym bledem odpornosci, wynikajacym z zaburzen dojrzewania i1 rdznicowania
limfocytow T z macierzystych komorek krwiotworczych szpiku. W niektorych genotypach
zaburzenie dojrzewania dotyczy rowniez limfocytow B i/lub komoérek NK. Czestosé
wystepowania choroby okres$lana na podstawie badan przesiewowych noworodkéw, rézni si¢
w poszczegoOlnych krajach 1 wynosi: w Niemczech 1:54 000, w USA 1:58 000 - 1:66 000,
W Izraelu 1:29 000. W krajach z duzym odsetkiem matzenstw spokrewnionych czgstos¢ jest
wyzsza, np.: w Arabii Saudyjskiej 1:2 906, w Omanie 1:22 000 [1-6].

Noworodki rodzg si¢ zdrowe, nie demonstrujagc objawdw niedoboru odpornosci, jednak
w pierwszych tygodniach i miesigcach zycia rozwijaja si¢ u nich zakazenia bakteryjne,
wirusowe, grzybicze, w tym oportunistyczne.

Objawy kliniczne SCID obejmujg nawracajace lub przewlekte infekcje gornych i dolnych
drég oddechowych wywotane przez powszechne patogeny o nietypowym przebiegu, np.
przewlekty niezyt nosa, dolnych drég oddechowych, np. wywotane przez adenowirusy lub
wirusy paragrypy, zakazenia drog moczowych, biegunki. Szczegodlnie grozne sg zakazenia
wywolane przez patogeny oportunistyczne (np. Pneumocystis jiroveci, cytomegalowirus
(CMV)) lub grzyby. Moga mie¢ posta¢ od pozornie tagodnych nawracajacych plesniawek, po
skrajnie cigzkie objawowege zakazenia CMV z zajeciem ptuc, watroby i osrodkowego uktadu
nerwowego, aspergiloze z zajeciem narzadéw wewnetrznych (ptuca, watroba, §ledziona,
osrodkowy uktad nerwowy, kosci). Rutynowe szczepienia zywymi atenuowanymi
szczepionkami, takimi jak szczepionka BCG (Bacillus Calmette-Guerin) lub szczepionka
przeciw rotawirusom, s3 przyczyna zakazen miejscowych lub rozsianych. Powyzsze
manifestacje kliniczne prowadza do zahamowanie rozwoju fizycznego niemowlgcia.

Druga grupe stanowig objawy nieinfekcyjne (np. zmiany skorne o réznych charakterze,
limfadenopatia, hepatomegalia, splenomegalia). Szczegdlng uwage nalezy zwroci¢é na
nieprawidtowosci w badaniach diagnostycznych, w tym podstawowych (np. limfopenia, ale
takze limfocytoza, eozynofilia) oraz specjalistycznych, np. podwyzszone IgE, brak grasicy
i/lub dysplazje kostne w badaniach radiologicznych.

Wskazoéwka moze by¢ dodatni wywiad rodzinny w kierunku zgondéw niemowlat i/lub matych
dzieci badz niedoboréw odpornosci.

Diagnoza SCID stawiana jest na podstawie badan immunologicznych (immunofenotyp

limfocytow krwi obwodowej oceniany metoda cytometrii przeptywowej, badania funkcyjne

21



limfocytow - test transformacji blastycznej) oraz molekularnych z oceng wariantow
genetycznych. W zaleznosci od objawow klinicznych i wynikéw badan wyrdznia si¢ postac
typowa, atypowa (zwykle o tagodniejszym przebiegu) oraz zesp6t Omenna.

Kryteria diagnostyczne SCID, atypowego SCID i zespotu Omenna wedlug Kryteriow
Towarzystwa Leczenia Pierwotnych Niedoboréw Odpornosci (Primary Immune Deficiency
Treatment Consortium - PIDTC) przedstawiono ponizej [7]:

* Typowy SCID:

- brak lub bardzo niska liczba limfocytow T (<0,05x10%1) i obecnoéé wariantu patogennego w
badaniu molekularnym lub brak alternatywnego wyjasnienia niskiej liczby limfocytow T
1 <20% limfocytow T CD4+ z markerami powierzchniowymi limfocytow T dziewiczych (lub
niewykrywalnymi/niskimi TREC (ang. T cell receptor excision circles — koliste czasteczki
receptora limfocyta T)),

- lub obecno$¢ limfocytow T pochodzenia matczynego (chimeryzm matczyno-ptodowy);

* Atypowy SCID:

- dwa lub wigcej z nastepujacych kryteriow: zmniejszona liczba komorek T CD3+ (0,05-1,0 X
10%/1 u dzieci w wieku <2 lat, <0,8 x 10%1 w wieku 2-4 lat, <0,6 x 10%1 w kazdym wieku);
komorki T o oligoklonalnym rozktadzie; <20% komoérek CD4+ to komorki dziewicze (lub
nieprawidlowe TREC);

- wariant patogenny genu lub zmniejszona odpowiedz w tescie transformacji blastycznej na
fitohemaglutyning (phytohemagglutinin - PHA), przeciwciata anty-CD3 lub anty-CD3/CD28
(<50% dolnej granicy zakresu referencyjnego);

- a takze wykluczenie innego podtypu SCID, CID (ang. combined immunodeficiency —
ztozony niedobor odporno$ci) 0 znanym genotypie, zaburzen grasicy, innych zaburzen z niska
liczbg limfocytéw T

* Zespot Omenna:

- uogodlniona wysypka i brak chimeryzmu matczyno-ptodowego,

- i wariant patogenny genu SCID,

- 1>80% limfocytow T CD4+ ma fenotyp komorek pamigci CD45RO+,

- oraz dwa lub wigcej sposrod: eozynofilia (>0,8x10%/1), podwyzszone stezenie IgE,
nieprawidlowe TREC, limfadenopatia, hepatomegalia i/lub splenomegalia, oligoklonalny
rozktad limfocytow T.

Wsrod pacjentow diagnozowanych w ramach badan przesiewowych noworodkéw dominuje
posta¢ typowa: 69% w USA [7] i 60% w Niemczech [2]. Posta¢ atypowa czgsciej
rozpoznawana jest juz po wystgpieniu objawow klinicznych, np. u 53% pacjentéw
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diagnozowanych we Wloszech [12]. Wsrod gendéw, w ktorych zmiany patogenne—sg
najczestszg przyczyng SCID wymienia si¢ IL2RG, RAG1/2, ADA, IL7R, DCLRE1C, JAKS;
stanowig one ponad 80% genotypow SCID w USA [7] i ponad 70% w Niemczech [2].
Choroba nieleczona prowadzi do zgonu w pierwszych latach zycia, gtownie z powodu
zakazen, w tym oportunistycznych. Leczeniem docelowym jest przede wszystkim
przeszczepianie macierzystych komorek krwiotworczych (hematopoietic stem cells
transplantation - HSCT) oraz terapie genowe (TG). Terapie genowe sa mozliwe w Europie w
odniesieniu do zmian patogennych dotyczacych niektorych genow SCID - ADA, IL2RG,
RAG1, DCLREIC. Europejska Agencja Lekéw (EMA — European Medicines Agency) —
zaopiniowala pozytywnie jedynie preparat Strimvelis w leczeniu ADA-SCID. W wybranych
postaciach SCID do czasu leczenia docelowego wskazane jest prowadzenie enzymatycznej
terapii zastepczej (ETZ). Opcja ETZ jest dostepna dla ADA-SCID. W zespole Omenna przed
leczeniem docelowym stosuje si¢ terapi¢ immunosupresyjng.

Szczegdlng grupe stanowig pacjenci z ADA-SCID. Choroba jest wrodzonym
ogolnoustrojowym zaburzeniem metabolizmu puryn do kwasu moczowego. Brak ADA
prowadzi do gromadzenia substratow tego enzymu: adenozyny (Ado) i deoksyadenozyny
(dAdo) oraz metabolitow, przede wszystkim deoksyadenozynotrifosforanu (dATP), ale tez
deoksyadenodifosforanu (dADP) oraz deoksyadenozynu monofosforan (dAMP). Nadmiar
dATP 1 dAdo s3 uwazane, za gldéwne czynniki limfotoksyczne, prowadzace do powstania
cigzkiego ztozonego niedoboru odpornosci. W mechanizmie uszkodzenia innych narzadéw,
jak mozg, ptuca, watroba rowniez bierze si¢ pod uwagg ich toksyczne dziatanie. ADA-SCID
wystepuje z czestoscig 1:200 000 — 1: 1 milion urodzen i stanowi okoto 10-20% wszystkich
pacjentow z rozpoznaniem SCID. W leczeniu stosuje si¢ przeszczepienie macierzystych
komorek krwiotworczych, jak rOwniez enzymatyczng terapie zastepcza oraz terapi¢ genowa
[8].

Weczesne rozpoznanie SCID zwigksza szanse na skuteczne leczenie. Przezycie niemowlat
poddanych procedurze HSCT przed ukonczeniem 3,5 miesigcy zycia oraz przed
wystgpieniem powiklan infekcyjnych wynosi 94%, a u starszych niemowlat z towarzyszacymi
zakazeniami spada do 17-82% [9-10]. W niektorych krajach prowadzone sg przesiewowe
badania noworodkow w celu wykrycia pacjentoéw ze SCID przed pojawieniem si¢ zakazen.
Pozwala to na wczesniejszg i skuteczniejszg diagnostyke i leczenie. W Polsce dotychczas nie
bylo powszechnego przesiewowego badania noworodkéw w kierunku SCID. Wczesna
diagnoza mogta by¢ postawiona jedynie u rodzenstwa dzieci z rozpoznanym SCID. Na

skrocenie czasu 0d pojawienia si¢ objawow klinicznych lub laboratoryjnych do postawienia
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diagnozy wplyw ma znajomos$¢ objawow SCID, edukacja oraz wczesna identyfikacja
chorych. Od potowy wrzesnia 2025 na calym obszarze naszego kraju prowadzony jest

pilotazowy program badan przesiewowych w kierunku SCID i innych postaci T i/lub B-
limfopenii.
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V1.Cele rozprawy doktorskiej

Cel gléwny:
Charakterystyka kliniczna i laboratoryjna, w tym immunogenetyczna pacjentéw z réznymi

postaciami SCID.

Cele szczegotowe:

Ocena manifestacji klinicznej (wiek 1 rodzaj pierwszych objawow klinicznych, wiek
rozpoznania, czas opdznienia diagnozy, przezycie), parametréw laboratoryjnych
(podstawowych jak limfopenia oraz immunogenetycznych) oraz znaczenia roli specjalistow

wysuwajacych podejrzenie w réznych postaciach SCID.

Charakterystyka Kliniczna, laboratoryjna i immunogenetyczna polskich pacjentow

z rozpoznaniem ADA-SCID.

Ocena efektow leczenia ETZ dzieci z ADA-SCID w Klinice Immunologii IPCZD.

Ocena czestosci wystepowania niepozgdanych odczynow poszczepiennych po podaniu zywej

szczepionki BCG Moreau u pacjentow ze SCID w Polsce.
Ocena czgstosci wystepowania, obrazu klinicznego, zmienno$ci genetycznej U pacjentow
z rozpoznaniem SCID wywolanym wariantami w genach RAG1/RAG2 w populacjach

zamieszkujacych kraje stowianskie.

Przedstawienie ultrarzadkich i nietypowych postaci SCID.
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VIl. Wykaz publikacji

Rozprawe na stopien doktora nauk medycznych stanowi cykl sze$ciu publikacji: cztery

0 charakterze artykutéw oryginalnych oraz dwa opisy przypadkow.

- Wykaz publikacji oryginalnych:

1. Dabrowska-Leonik Nel, Pigtosa Barbara, Bohynikova Nadezda, Grzywa-Czuba
Renata, Wolska-Kusnierz Beata, Bernat-Sitarz Katarzyna, Skomska-Pawliszak
Matgorzata, Bernatowska Ewa, Pac Matgorzata. What pediatrician should know about
different types of severe combined immunodeficiency — a single center experience.
Pediatria Polska - Polish Journal of Paediatrics. Pediatr Pol 2026; 101 (1): 8-16.
doi.org/10.5114/polp.2026.159958
Praca oryginalna
Punktacja MSWiA: 100
Wkiad autorski: koncepcja pracy, zbieranie danych klinicznych, napisanie pierwotnej
wersji, akceptacja ostatecznej wersji pracy

2. Dabrowska-Leonik Nel, Pigtosa Barbara, Stominska Ewa, Bohynikowa Nadezda,
Bernat-Sitarz Katarzyna, Bernatowska Ewa, Wolska-Kusnierz Beata, Katwak
Krzysztof, Kottan Sylwia, Dabrowska Anna, Gozdzik Jolanta, Ussowicz Marek, Pac
Malgorzata. National experience with adenosine deaminase deficiency related SCID in
Polish children. Frontiers in Immunology: 2023: Vol. 14, January 2023, Article
1058623. Doi: 10.3389/fimmu.2022.1058623
Praca oryginalna
Impact Factor: 7,3
Punktacja MNiSW: 140
Wktad autorski: koncepcja pracy, zbieranie danych klinicznych, napisanie pierwotnej
wersji, akceptacja ostatecznej wersji pracy

3. Bernatowska Ewa, Skomska-Pawliszak Matgorzata, Wolska-Kus$nierz Beata, Pac
Malgorzata, Heropolitanska-Pliszka Edyta, Pietrucha Barbara, Bernat-Sitarz
Katarzyna, Dabrowska-Leonik Nel, Bohynikowa Nadezda, Pigtosa Barbara,
Lutynska Anna, Augustynowicz Ewa, Augustynowicz-Kope¢ Ewa, Korzeniewska-
Koseta Maria, Krasinska Maria, Krzysztopa-Grzybowska Katarzyna, Wieteska-

Klimczak Anna, Ksigzyk Janusz, Jackowska Teresa, van der Burg Mirjam, van
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Dongen Jacques J.M., Casanova Jean-Laurent, Picard Capucine, Mikolu¢ Bozena.
BCG Moreau vaccine safety profile and NK cells-double protection against
disseminated BCG infection in retrospective study of BCG vaccination in 52 Polish
children with severe combined immunodeficiency. Journal of Clinical Immunology:
2020: Vol. 40, Nr 1, s. 138-146. doi: 10.1007/s10875-019-00709-1. Epub 2019 Nov
20. PMID: 31749033; PMCID: PMC7082382.

Praca oryginalna

Impact Factor: 8,317

Punktacja MNiSW: 100

Wkiad autorski: zbieranie danych klinicznych, akceptacja ostatecznej wersji pracy

. Sharapova Svetlana O., Skomska-Pawliszak Matgorzata, Rodina Yulia A., Wolska-
Kus$nierz Beata, Dabrowska-Leonik Nel, Mikotu¢ Bozena, Pashchenko Olga E.,
Pasic Srdjan, Freiberger Tomas, Milota Tomas, Formankova Renata, Szaflarska Anna,
Siedlar Maciej, Avcin Tadej, Markelj Gasper, Ciznar Peter, Kalwak Krzysztof, Kottan
Sylwia, Jackowska Teresa, Drabko Katarzyna, Gagro Alenka, Pac Malgorzata,
Naumova Elissaveta, Kandilarova Snezhina, Babol-Pokora Katarzyna, Varabyou
Dzmitry S., Barendregt Barbara H., Raykina Elena V., Varlamova Tatiana V., Pavlova
Anna V., Grombirikova Hana, Debeljak Marusa, Mersiyanova Irina V., Bondarenko
Anastasia V., Chernyshova Liudmyla 1., Kostyuchenko Larysa V., Guseva Marina N.,
Rascon Jelena, Muleviciene Audrone, Preiksaitiene Egle, Geier Christoph B., Leiss-
Piller Alexander, Yamazaki Yasuhiro, Kawai Tomoki, Walter Jolan E., Kondratenko
Irina V., Sediva Anna, van der Burg Mirjam, Kuzmenko Natalia B., Notarangelo Luigi
D., Bernatowska Ewa, Aleinikova Olga V. The clinical and genetic spectrum of 82
patients with RAG deficiency including a ¢.256_257delAA founder variant in Slavic
countries. Frontiers in Immunology: 2020: Vol. 11, June 2020, s. €900. doi:
10.3389/fimmu.2020.00900. PMID: 32655540; PMCID: PMC7325958.

Praca oryginalna

Impact Factor: 7,561

Punktacja MNiSW: 140

Wkiad autorski: zbieranie danych klinicznych, akceptacja ostatecznej wersji pracy
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- Wykaz publikacji opisow przypadkow:

Dabrowska-Leonik Nel, Pastorczak Agata Karolina, Bgbol-Pokora Katarzyna,
Bernat-Sitarz Katarzyna, Pigtosa Barbara, Heropolitanska-Pliszka Edyta, Kacprzak
Magdalena M., Kalwak Krzysztof, Gul Katarzyna, van der Burg Mirjam, Ussowicz
Marek, Pac Matgorzata. Case report: severe combined immunodeficiency with ligase
1 deficiency and Omenn-like manifestation. Frontiers in Immunology: 2022: Vol. 13,
October 2022, Article 033338. doi: 10.3389/fimmu.2022.1033338. PMID: 36341401;
PMCID: PMC9626757.

Opis przypadku

Impact Factor: 7,3

Punktacja MNiSW: 140

Bogdat A, Badenski A, Pac M, Wojcicka A, Badenska M, Didyk A, Trembecka-Dubel
E, Dabrowska-Leonik N, Walaszczyk M, Matysiak N, Morawiec-Knysak A,
Szczepanski T, Szczepanska M. Atypical Hemolytic Uremic Syndrome (aHUS) and
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(SCID)-Two Diseases That Exacerbate Each Other: Case Report. Int J Mol Sci. 2021
Aug 31;22(17):9479. doi: 10.3390/ijms22179479. PMID: 34502390; PMCID:
PMC8430959.

Opis przypadku

Impact Factor: 6,208

Punktacja MNiSW: 140

Wktad w autorski: przygotowanie pierwotnej wersji pracy
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VI1Il. Material i metody

W pracy pierwszej pt. ,,What pediatrician should know about different types of severe
combined immunodeficiency — a single center experience. Co pediatra powinien wiedzie¢
0 roznych postaciach cigzkiego ztozonego niedoboru odpornosci — doswiadczenia jednego
os$rodka” badaniem objeto 42 dzieci (16 dziewczynek i 26 chtopcow) w wieku od 6 dni do 48
miesiecy, u ktorych zdiagnozowano SCID przez zespot Kliniki Immunologii IPCZD w latach
2010-2023. Retrospektywnie oceniono przebieg Kliniczny oraz badania hematologiczne,
biochemiczne, immunologiczne i genetyczne prowadzace do rozpoznania SCID. Zaden
Z pacjentdw nie przeszedt badan przesiewowych noworodkéw w kierunku SCID, jednak 6
miato dodatni wywiad rodzinny.

Analize  subpopulacji  limfocytow  przeprowadzono  przy uzyciu  dostgpnych
sze$ciokolorowych przeciwcial BD Multitest 1 probowek Trucount (Becton Dickinson, nr kat.
644611). Oceniany panel subpopulacji limfocytow obejmowat limfocyty T (CD3+/CD45+),
cytotoksyczne  limfocyty T  (CD3+CD8+/CD45+), pomocnicze  komorki T
(CD3+CD4+/CD45+), komorki NK (CD16+CD56+CD3-/CD45+) i limfocyty B
(CD19+/CD45+). Procedur¢ barwienia wykonano zgodnie z instrukcja producenta.
Identyfikacj¢ subpopulacji limfocytow przeprowadzono zgodnie ze standardowymi
procedurami. Bezwzgledng liczbe poszczegdlnych subpopulacji obliczono na podstawie
proporcji odpowiedniej subpopulacji komodrek 1 bezwzglednej liczby limfocytoéw. Wyniki
porownano z prawidlowymi zakresami referencyjnymi zwigzanymi z wiekiem [13].
Wczesnych emigrantow grasicy (CD31+CD45RA+/CD3+CD4+) w populacji pomocniczych
komorek T przeanalizowano oddzielnie, a wyniki porownano z lokalnymi zakresami
referencyjnymi (Pigtosa B i in. niepublikowane dane).

Test transformacji blastycznej prowadzono na komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej,
ktore hodowano w podtozu RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 uzupetnionym
0 10% inaktywowang cieplnie surowice ptodowsa bydleca, w 3 powtorzeniach: bez mitogenu
(kontrola), z PHA i z przeciwcialem monoklonalnym anty-CD3, aby oceni¢ rozne
mechanizmy stymulacji limfocytow T [14]. Do pomiaru odpowiedzi limfoproliferacyjnej
wykorzystano wiaczenie 3H-tymidyny do proliferujacych limfocytow [15]. Obliczono $rednig
liczb¢ zliczen na minute (cpm, counts per minute) i odchylenie standardowe dla 3 powtorzen
dla hodowli z lub bez testowanych stymulantow. Wyliczono wskaznik stymulacji (SI,

stimulating index) mierzacy odpowiedz badanych komoérek w odniesieniu do
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niestymulowanej kontroli. Uzyskane wyniki poréwnano z warto$ciami prawidlowymi PHA
(>16000 cpm, SI: >65) i anty-CD3 (>15000 cpm, SI: >60).

Immunoglobuliny G (IgG) i M (IgM) oznaczono metoda nefelometrii na zautomatyzowanych
urzadzeniach BN ProSpec i Atellica® NEPH 630 firmy Siemens Healthineers (od 2019 r.)
przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych o wysokiej specyficzno$ci, a wyniki poréwnano
z lokalnymi zakresami referencyjnymi [16].

Diagnostyka molekularna obejmowata sekwencjonowanie calego genu metoda Sangera lub
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) dla panelu gendéw pierwotnego niedoboru
odpornosci z potwierdzajacym sekwencjonowaniem metoda Sangera w docelowym regionie,
I przeprowadzana byta w roznych laboratoriach genetycznych (Erasmus MC, University
Medical Center Rotterdam, Rotterdam, Holandia; Uniwersytet Medyczny w Warszawie;
Centrum Medyczne MedGen, Warszawa, Polska).

Do diagnozy SCID zastosowano kryteria Primary Immune Deficiency Treatment Consortium
(PIDTC): typowy SCID, atypowy SCID i zespét Omenna [7]. Kryterium wykluczenia byta
wrodzona atymia [17], a takze zlozone niedobory odpornosci o znanym genotypie i inne
zaburzenia z niskg liczbg komorek T.

Opoznienie diagnozy okreslano jako czas w miesigcach od pojawienia si¢ pierwszych
objawow klinicznych lub laboratoryjnych do postawienia rozpoznania SCID.

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania TIBCO Statistica
w wersji 13.3 (TIBCO Software Inc., Santa Clara, Kalifornia, USA). Rozktad danych nie byt
normalny, co zostato potwierdzone testem normalnosci Shapiro-Wilka. Poréwnanie danych
miedzy trzema grupami przeprowadzono przy uzyciu testu Chi2 Pearsona dla danych
nominalnych i testu Kruskala-Wallisa dla zmiennych porzadkowych i iloSciowych. Istotno$é
statystyczng wynikéw na poziomie p < 0,05.

Badanie przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Deklaracji Helsinskiej dotyczacych badan
biomedycznych z udziatem ludzi i zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyki przy IPCZD
(decyzja nr 30/KBE/2023).

W pracy 2, pt. ,,National experience with adenosine deaminase deficiency related SCID in
Polish children” badaniem objeto 7 dzieci z rozpoznaniem ADA-SCID, zdiagnozowanych
w kilku osrodkach w Polsce w latach 2010 - 2022, w tym 5 zdiagnozowanych w Oddziale
Immunologii IPCZD. Dokonano retrospektywnej analizy objawow klinicznych i wynikow
badan prowadzacych do postawienia rozpoznania SCID: morfologii krwi obwodowej

(leukopenia, limfopenia, neutropenia), aktywnos$ci transaminaz, st¢zenia IgG, IgA, IgM

30



wykonanych metoda nefelometryczng, subpopulacji limfocytow oznaczonych w cytometrze
przeptywowym (CD3, CD4, CD8, CD19, CD16+56+CD3-), aktywno$ci deaminazy
adenozyny w erytrocytach, badan genetycznych metoda Sangera lub sekwencjonowania
catego eksomu 1 analizy wybranego panelu gendw korelowanych z niedoborami odpornosci.
Oceng efektow leczenia ETZ 4 dzieci prowadzono pordéwnujac liczbe limfocytow przed
leczeniem oraz w trakcie leczenia, do czasu przeprowadzenia HSCT.

Badanie przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Deklaracji Helsinskiej dotyczacej badan
biomedycznych z udzialem ludzi i zostalo zatwierdzone przez Komisje Bioetyki przy IPCZD

(decyzja nr 21/KBE/2022).

W pracy 3 pt. ,,BCG Moreau vaccine safety profile and NK cells-double protection against
disseminated BCG infection in retrospective study of BCG vaccination in 52 Polish children
with severe combined immunodeficiency” badaniem objeto 52 pacjentdéw z rozpoznaniem
SCID, zaszczepionych zgodnie z obowigzujacym w Polsce Programem Szczepien
Ochronnych (PSO) po urodzeniu szczepionkag BCG, hospitalizowanych w IPCZD w latach
1980-2015. Zlokalizowane zakazenie BCG okreslano jako zmiang W miejscu zaszczepienia
(> 10 mm) i/lub zapalenie weztow chtonnych ograniczone do okolicy miejsca zaszczepienia,
a rozsiane zakazenie BCG definiowano jako proces rozprzestrzeniajacy si¢ na dwa lub wiecej
obszardw poza miejsce zaszczepienia.

Analizy statystyczne wykonano przy uzyciu programow STATISTICA w 10.0 i Microsoft
Excel w 2007; w celu sprawdzenia, czy zmienna ilo§ciowa pochodzi z populacji o rozktadzie
normalnym, wykorzystano test Shapiro-Wilka; ocene¢ roznic pomigdzy grupami (model
zmiennych niesparowanych) przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta lub testu U Manna-
Whitneya; dla zmiennych jako$ciowych zastosowano test Chi-kwadrat 1 dokladny test
niezaleznosci Fishera; w celu okreslenia zaleznosci, sity i kierunku pomigdzy zmiennymi
wykorzystano analize korelacji Pearsona lub Spearmana. Analize statystyczng
retrospektywnego badania 52 pacjentow ze SCID hospitalizowanych w IPCZD poréwnano
z analizg 349 pacjentéw SCID zbadang przez Beatriz E. Marciano i wspoétautorow [11].
Badanie przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Deklaracji Helsinskiej w sprawie badan
biomedycznych z udziatem ludzi i zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng przy

IPCZD (decyzja nr 51/KBE/2017).

W pracy 4 pt. ,,The clinical and genetic spectrum of 82 patients with RAG deficiency
including a c¢.256_257delAA founder variant in Slavic countries” badaniem objgto 82
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pacjentow z krajow stowianskich urodzonych w latach 1992-2018, z rozpoznaniem SCID
wywotanym wariantami patogennymi w genach RAG1 lub RAG2. Sekwencjonowanie genow
RAG1/RAG2 przeprowadzono przy uzyciu standardowych technik (panelowych, Sanger)
W lokalnych laboratoriach w Europie; mapowanie wariantow wykonano programem ArcGIS
10.5 na mapie Europy Srodkowo-Wschodniej i Rosji. Czestotliwosci wystepowania alleli
genéw RAG pordéwnano za pomocg testu chi-kwadrat lub doktadnego testu Fishera; analizg
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu GraphPad Prism w wersji 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, Kalifornia, USA).

Uzyskano pisemng zgode rodzicow na udzial w badaniu i badanie zostato zaaprobowane
przez Belarusian Research Center for Pediatric Oncology, Hematology, and Immunology
(IRB0012-2015).

W pracy 5 pt. “Case report: severe combined immunodeficiency with ligase 1 deficiency and
Omenn-like manifestation” 1 6 pt. “Atypical Hemolytic Uremic Syndrome (aHUS) and
Adenosine Deaminase (ADA)-Deficient Severe Combined Immunodeficiency (SCID)-Two

Diseases That Exacerbate Each Other: Case Report” przedstawiono opisy przypadkow.
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IX. Wyniki i dyskusja
IX.1. Wyniki i dyskusja publikacji numer 1

W Klinice Immunologii IPCZD w latach 2010-2023 SCID zdiagnozowano u 42 dzieci (16
dziewczynek i 26 chtopcow), w tym: u 17 dzieci rozpoznano typowy SCID (TS), u 19 -
atypowy SCID (AS), u 6 zespot Omenna (OS). U 36 dzieci, niec obj¢tych badaniami
przesiewowymi noworodkdéw, rozpoznanie postawiono po wystapieniu objawdéw migdzy 2
a 48 miesigcem zycia (mediana 6 miesi¢cy). Mediana wieku wystgpienia pierwszych
objawOw wyniosta 2 miesigce. SzeScioro dzieci mialo dodatni wywiad rodzinny,
a U wigkszo$ci diagnozg postawiono w pierwszych 2 tygodniach zycia, przed wystapieniem
objawow. TS zdiagnozowano u 17 dzieci: u 5 z dodatnim wywiadem rodzinnym, u kolejnych
12 po wystgpieniu objawow. AS 1 OS zdiagnozowano odpowiednio u 19 i 6 dzieci. U dzieci
z AS pierwsze objawy pojawily si¢ poOzniej, mediana wieku 4,9 miesigca, a diagnozg
postawiono znacznie p6zniej, mediana wieku 8 miesigcy. Mediana op6znienia diagnozy (DD
— diagnostic delay) w catej badanej grupic wyniosta 2,5 miesigca, W tym: 2.4 miesigca
w typowym SCID, 1,7 miesiaca w zespole Omenna i 4,7 miesigca u dzieci z atypowym SCID
[Tabela 1].
Dzieci byly kierowane na dalszg diagnostyke gtoéwnie przez pediatrow (44%). U okoto 20%
wszystkich pacjentow i u ponad 25% dzieci z AS podejrzenie SCID bylo wysunigte przez
hematologa. Okoto 60% pacjentow z OS zostato skierowanych przez dermatologow [Tabela
2]. DD réznito si¢ w zaleznosci od kierujacego specjalisty i bylo diuzsze u pacjentow
skierowanych przez hematologow: mediana 20 miesiecy [Tabela 3].
Pierwszymi objawami byly infekcje (64% dzieci z objawowym SCID i 83% dzieci
z objawowym TS), zmiany skorne (22,2% wszystkich dzieci objawowych i 80% dzieci z OS),
przewlekta biegunka (5,6%), anemia (5,6%) 1 limfopenia (2,8%); nie stwierdzono
statystycznie istotnych r6znic pomigdzy podtypami SCID [Tabela 2].

Zakazenia
Najczesciej zgtaszanym powiktaniem bylo miejscowe lub rozsiane zakazenie BCG (Bacillus
Calmette-Guerin) po obowigzkowym szczepieniu w ciggu pierwszych 48 godzin zycia. Ponad
50% zaszczepionych pacjentow (18 z 32) miato powiktania zwigzane ze szczepieniem BCG,
w tym 5 (16%) rozwingto rozsiane zakazenie BCG. Dzieci wymagaty leczenia
przeciwgruzliczego zgodnie z polskimi i europejskimi wytycznymi [18, 19]. Zakazenie to
wystepowato czgsciej w TS niz w AS i OS: odpowiednio u 83%, 44% i 25% pacjentow
[Tabela 2].
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Inne zakazenia bakteryjne i grzybicze, w tym oportunistyczne, byly rzadsze. [Tabela 2].
Zakazenia przewodu pokarmowego wystepowaly sporadycznie i nie zostaly uwzglednione

w analizie.

Objawy niezakazne

U 8 pacjentow pierwszym i glownym objawem byly zmiany skorne. Erytrodermia
zhuszczajagca z cozynofilia byla pierwszym objawem u 4 niemowlat. Troje z nich
Z ostatecznym rozpoznaniem zespolu Omenna zostato skierowanych przez dermatologow,
a mediana DD wynosita 1 miesigc. U pozostatych 5 dzieci ze zmianami skornymi rozpoznano
SCID po wystapieniu zakazenia, pomimo ze 4 z nich (80%) mialo limfopeni¢ we
wezesniejszych wynikach badan.

Ciezka niedokrwisto$¢, gldwnie niedokrwistos¢ autoimmunohemolityczna (AIHA), byla
powodem opieki hematologicznej u 7 pacjentow. U wszystkich obserwowano réwniez
limfopenig, chociaz byta ona powodem dalszej diagnostyki immunologicznej tylko u 2 z nich.
U tej dwojki dzieci rozpoznanie (AD - age of diagnosis) postawiono migdzy 2 a 5 miesigcem
zycia, a opOznienie rozpoznania (DD - diagnostic delay) wyniosto 1-2 miesigce.
U pozostatych 5 dzieci atypowy SCID rozpoznano pézniej, gdy pojawily si¢ cigzkie
zakazenia: nawracajgce zapalenie ptuc u 4 dzieci 1 toksoplazmowe zapalenie siatkowki
prowadzace do utraty wzroku u 1 pacjenta (AD 3-48 mies.; DD 2-42 mies.). Wérdd tych
dzieci 4 miato wysokie st¢zenie IgM (w zakresie 1,85-6,83 g/l). U 3 z nich diagnostyka
genetyczna wykazala ten sam homozygotyczny wariant w genie RAG1 (c.256_257delAA),
okreslony jako wariant dorzecza Wisty [Publikacja nr 4].

Izolowana limfopenia doprowadzita do podejrzenia SCID tylko u 1 pacjenta, podczas gdy
W momencie rozpoznania SCID 80% pacjentow miato limfopeni¢ w morfologii krwi, istotnie
czesciej u dzieci z TS 1 AS niz z OS [Tabela 2]. Neutropenia i eozynofilia byty mniej czeste,

wystepowatly odpowiednio u 36% 1 31% dzieci.

Ocena immunologiczna i immunogenetyczna
Rozpoznanie TS postawiono u 17 dzieci zgodnie z kryteriami PIDTC [7] na podstawie liczby
limfocytow T ponizej 50 komoérek/ml i po wykluczenia innych przyczyn cigzkiej limfopenii
T. RTE oceniono tylko u 3 pacjentow z powodu bardzo niskiej liczby limfocytow T [Tabela
1].
AS rozpoznano u 19 pacjentéw, z liczbg limfocytow T ponizej 1000 komérek/ml u 18 z nich,

RTE <20% u 13/15 pacjentéow (mediana 2,1%), zmniejszong odpowiedzig limfoproliferacyjna
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na PHA <50% dolnej granicy warto$ci referencyjnych u 12/13 pacjentéw (mediana 11,1 Sl,
warto$¢ prawidtlowa >65 Sl) i zmniejszong odpowiedzig limfoproliferacyjng na anty-CD3
<50% dolnej granicy wartosci referencyjnych u 10/13 dzieci (mediana 15,3 Sl, wartos¢
prawidtowa >60 Sl) [Tabela 1].

OS zdiagnozowano u 6 dzieci z uogélnionymi zmianami skérnymi i liczbg limfocytow T
w zakresie 106-80 943 komorek/ml. RTE okre§lono u 5 pacjentow, u wszystkich
z wartos$ciami ponize] 5%. Mediana odpowiedzi limfoproliferacyjnej na PHA mierzona jako
S| wynosita 8,8, a na anty-CD3 — 11,05 (wartosci referencyjne odpowiednio: 65 i 60).
Wszystkie 6 dzieci z OS mialy eozynofilie, 4 z 5 z podwyzszonym stezeniem IgE. Trzech
pacjentow zostato wiaczonych do tej grupy pomimo braku rozpoznania genetycznego ze
wzgledu na ograniczone mozliwos$ci diagnostyki genetyczne;.

Stezenia zaréwno IgG, jak i IgM byty ponizej wartosci referencyjnych wieku jedynie u 17,1%
pacjentow, czesciej w TS — 23,5%, niz w AS lub OS — odpowiednio 11,1% i 16,7%. Samo
IgM bylo ponizej normy u 45% dzieci, prawidtowe u 32,5% i podwyzszone u 22,5%.
Wysokie IgM obserwowano czgséciej u dzieci z AS (38,9%) niz w typowych postaciach
(6,3%) lub zespole Omenna (16,7%), ale nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic.
[Tabela 2].

U 31 pacjentow uzyskano potwierdzenie genetyczne SCID, najczgséciej byly to warianty
patogenne w nastgpujacych genach: IL2RG (10 pacjentéw), RAGL/2 (lacznie 7 pacjentow),
JAK3 (6 pacjentow) i ADA (5 pacjentow) [Tabela 2].

Trzynastu z 42 analizowanych pacjentéw zmarlo do konca 2025 roku. Zgony wystapity
U jednej trzeciej pacjentow objawowych 1 u 17% pacjentow z dodatnim wywiadem
rodzinnym. Czworo dzieci zmarlo przed przeszczepieniem macierzystych komorek
krwiotworczych (HSCT) w wyniku ciezkich infekeji, a 9 zmarto po HSCT: 5 z nich z powodu

infekcji 1 4 z powodu powiklan niezakaznych.

Dyskusja
SCID nalezy diagnozowa¢ jak najwcze$niej, poniewaz istnieje wigksza szansa na
skuteczniejsze leczenie przed wystapieniem powaznej infekcji i/lub nieodwracalnego
uszkodzenia narzadow [20]. Dodatni wywiad rodzinny w kierunku SCID zwigksza
prawdopodobienstwo wczesnego rozpoznania, leczenia i przezycia. W naszej grupie wskaznik
przezywalnosci takich niemowlagt wynidst 83%, podczas gdy wskaznik przezywalnosci
pacjentow objawowych wyniost zaledwie 67%. Obserwujemy postep w diagnostyce w ciagu

ostatnich 3 dekad. Porownujac wczesniejsze dane z lat 1993-2006, Wolskiej-Kusnierz
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(,,Ocena wynikow leczenia 1 rekonstytucji ukladu odpornosciowego u pacjentow
Z pierwotnymi niedoborami odporno$ci po przeszczepieniu komoérek macierzystych uktadu
krwiotworczego”, rozprawa doktorska, Instytut ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”, 2008,
Warszawa, Polska) z obecnymi wynikami, w porownywalnym okresie 14 lat zdiagnozowano
zarOwno wiecej pacjentow (42 w poréwnaniu z 23), jak i w mtodszym wieku. Mediana wieku
diagnozy SCID spadta z 7 do 4,4 miesigca, a mediana opdznienia diagnozy skrdcita si¢ z 5 do
2,5 miesiaca. Swiadczy to o wyzszej $wiadomosci wérod lekarzy pediatrow, rodzinnych
i specjalistow kierujacych pacjentow do diagnostyki w kierunku SCID, cho¢ poprawy
wymaga wczesniejsza diagnostyka niemowlat z limfopenig. Warto podkresli¢, ze poprawita
si¢ dostepnos¢ badan immunologicznych, w tym cytometrii przeptywowej, a takze metod
genetycznych. Wezesniej diagnostyke genetyczng wykonywano wylacznie metoda Sangera,
a potwierdzenie genetyczne uzyskano tylko u 57% pacjentow (5 IL2RG, 3 RAG1, 3 RAGZ2,
1 IL7RA i NHEJ1). Obecnie dzigki NGS potwierdzenie genetyczne uzyskuje 74% pacjentow.
Nadal jednak konieczna jest poprawa diagnostyki SCID. Wiadomo, ze wczesna diagnoza jest
mozliwa dzigki badaniom przesiewowym noworodkéw (newborn screening - NBS)
w kierunku SCID [21]. W Polsce badania pilotazowe sg prowadzone od wrze$nia 2025 r.
W polsko-niemieckim transgranicznym badaniu naukowym NBS wsrod polskich niemowlat
nie stwierdzono przypadkow SCID, jednak wykryto 1 dziecko z CID i 1
z agammaglobulinemig [22]. Badania przesiewowe noworodkéw oparte na TREC
doprowadzilty do zwigkszonej wykrywalnos$ci niemowlat ze SCID i ciezka limfopenig T
w wielu krajach europejskich [21]. W krajach, w ktorych nie ma programu NBS, SCID mozna
podejrzewaé albo po wystgpieniu objawdw, albo na podstawie dodatniego wywiadu
rodzinnego. Edukowanie pediatréw i innych specjalistow na temat pierwszych objawow
SCID jest waznym elementem wczesnej diagnozy.

SCID najczesciej podejrzewali pediatrzy (do 75% w TS), hematolodzy (ponad 25% w AS)
i dermatolodzy (60% pacjentow z OS). Opoznienie diagnostyczne (DD) bylo krotsze
U pacjentow kierowanych przez dermatologow, ale dotyczylo jedynie ograniczonej liczby
pacjentéw z rozpoznaniem OS. Mozna to thumaczy¢ bardzo cigzkim przebiegiem klinicznym
obejmujagcym zmiany skorne nieodpowiadajace na leczenie. Dhluzsze op6znienie
W rozpoznaniu u pacjentéw kierowanych przez hematologéw moze wynikaé z tagodniejszego
przebiegu (u wigkszosci dzieci z atypowg postacig) i obecno$ci naktadajacych si¢ innych
przyczyn limfopenii, takich jak niepozadane reakcje na leki. Brak jest danych literaturowych

na temat DD w SCID w zaleznosci od kierujacego specjalisty. Warto zauwazy¢, ze obecnie
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podejrzenie choroby w wielu krajach ustala si¢ na podstawie badan przesiewowych
noworodkow [2, 7, 23].

W naszej kohorcie nawracajace, przewlekle lub atypowe infekcje byty pierwszymi objawami
u 69% wszystkich dzieci. Najczgstszym zakazeniem w tej grupie pacjentow bylo zakazenie
pratkiem BCG o zazwyczaj tagodnym przebiegu klinicznym. Powiktanie to wystepowato
istotnie cze$ciej u dzieci z TS niz u dzieci z AS i OS. Bezwzgledna liczba komoérek NK nie
miata wplywu na czgstos¢ miejscowej reakcji BCG, ale wydawala si¢ odgrywac rolg
W ochronie pacjentéw SCID przed rozsianymi powiktaniami BCG, jak stwierdzono w innej
grupie naszych pacjentéw z rozpoznaniem SCID (Publikacja nr 3).

Analiza retrospektywna wykazala, ze 80% wszystkich naszych pacjentow SCID miato
wczesniej stwierdzong limfopeni¢ w morfologii krwi, ale limfopenia byta przyczyna
podejrzenia SCID tylko u jednego pacjenta. Limfopenia jest waznym objawem SCID i nie
nalezy jej lekcewazy¢, jesli zostanie wykryta u pozornie zdrowego niemowlgcia. Analiza
immunofenotypu limfocytow krwi obwodowej metoda cytometrii przeplywowej umozliwia
wykrycie SCID przed wystgpieniem objawow zagrazajacych zyciu i powiktan narzagdowych.
Tureccy neonatolodzy wskazuja na potrzebe diagnozy SCID u noworodkéw z limfopenia,
zdefiniowang jako liczba limfocytow ponizej 3000 komoérek/ml w prospektywnym badaniu
2000 noworodkow [24]. Diagnoze SCID nalezy rozwazy¢ u wszystkich niemowlat
z limfopenia, nie tylko w przypadku braku programu NBS. Niezwykle wazna jest ocena
obecnosci 1 wielko$ci grasicy oraz dysplazji kostnych na zdjgciu rentgenowskim klatki
piersiowej. Pamigta¢ nalezy, ze brak limfopenii i prawidtowy poziom immunoglobulin nie
wykluczajg diagnozy SCID. Dzieci z IL2RG SCID mogg mie¢ prawidtowg liczbe limfocytow
we krwi obwodowej, ale w badaniu cytometrii przeptywowej stwierdza si¢ tylko limfocyty B,
jak to miato miejsce u jednego z naszych pacjentow. Innym wyjasnieniem limfocytozy jest
chimeryzm matczyno-ptodowy lub oligoklonalna limfoproliferacja w OS.

Pomiar immunoglobulin rzadko pomaga w diagnozie SCID. Stgzenie IgG moze miesci¢ si¢
w granicach wartosci referencyjnych w pierwszych miesigcach zycia, ze wzgledu na bierne
przeniesienie przeciwcial od matki do ptodu przez tozysko. W naszej grupie niskie stezenie
IgG wykryto tylko u 41,5%. Poniewaz niskie st¢zenie IgA wystepuje u zdrowych niemowlat
I matych dzieci do 4 roku zycia, maja one ograniczong warto$¢ diagnostyczng. Jak juz
przedstawiono w wynikach — wysokie stezenia IgM obserwowano u niektorych pacjentow
objawowych, bez istotnych roznic miedzy wszystkimi podtypami SCID. Podwyzszone
stezenia zarowno IgM, jak 1 IgG stwierdzono u pacjentow z niedoborem RAG,

autoimmunizacja i nadmiernym zapaleniem w AS i OS. U pacjentéw z niedoborem RAG
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zaburzony proces rekombinacji V(D)J prowadzi do zaburzonego repertuaru receptoréw
limfocytow T 1 B (TCR/BCR) [25]. Dodatkowo, zaburzona jest tolerancja obwodowa
I centralna komorek T i B, co pozwala na przezycie komorek autoreaktywnych [26]. Wysokie
stezenia IgM obserwowali réwniez inni autorzy. W grupie SCID z Indii 19% badanych
pacjentow miato stezenia IgM powyzej warto$ci referencyjnych dla wieku [10].

Czgstotliwosé wystepowania genéw SCID jest rozna w roznych populacjach. W naszej grupie
dzieci najczgsciej wystepowaty patogenne warianty w genie IL2RG (24%), podobnie jest
w populacji USA — 30%, populacji niemieckiej i holenderskiej — po 20% [2, 7, 23],
a wyraznie dominujg w populacji chinskiej i potudniowo-wschodniej Azji [27-28] — 53-73%
defektow potwierdzonych genetycznie. W populacjach Omanu, Iranu i Turcji zmiany
patogenne w genie IL2RG stanowig mniej niz 10% zidentyfikowanych genéw SCID, podczas
gdy najczestszym genotypem jest RAG1/2, prawdopodobnie ze wzgledu na wyzsza czgstosé
wystepowania rodzicow spokrewnionych [4, 29, 30]. Geny RAG1/2 sg réwniez najczestsza
przyczyng SCID w Indiach, Wtoszech, Serbii i Czarnogorze [10, 12, 31].
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1X.2. Wyniki i dyskusja publikacji numer 2

Rozpoznanie ADA-SCID bylto postawione u 7 dzieci, w wieku od 7 tygodni do 27 miesi¢cy
zycia, u pierwszych 3 pacjentow w wieku 16-27 miesigcy, a u ostatnich 4 pomiedzy 7
tygodniem, a 6 miesigcem zycia [Tabela 4]. U zadnego z pacjentow nie bylo dodatniego
wywiadu rodzinnego ani nie wykryto go w ramach polsko-niemieckiego transgranicznego
projektu badan przesiewowych noworodkow ,,RareScreen”, ograniczonego do jednego
wojewodztwa. [22]. W momencie podejrzenia rozpoznania SCID wszyscy pacjenci mieli
leukopeni¢ z neutropenig 1 limfopenig. W$rdod objawdéw pozaszpikowych obserwowano:
wzmozong aktywno$¢ transaminaz (5 pacjentow, 71%), dysplazje szkieletowe (2 pacjentow,
28,5%, Rycina 1A), zmiany zanikowe osrodkowego uktadu nerwowego (1 pacjent), atypowy
zespot hemolityczno-mocznicowy (1 pacjent — P3). U pacjenta P3, leczonego z powodu
ciezkich objawow nefrologicznych, tj. atypowego zespolu hemolityczno-mocznicowego
(aHUS) i nadci$nienia tetniczego podejrzenie SCID wysunigto dopiero w wieku 15 miesiecy
z powodu limfopenii i nieprawidtowosci w badaniu cytometrycznym subpopulacji
limfocytow. W momencie postawienia diagnozy u pacjenta stwierdzono liczne zakazenia
oportunistyczne (zakazenie cytomegalowirusowe, zapalenie pluc wywolane przez
Pneumocystis jiroveci i Absidia pneumoniae) oraz zaawansowane zmiany zanikowe
w osrodkowym uktadzie nerwowym, widoczne w badaniu rezonansem magnetycznym mozgu
[Rycina 1B]. Pomimo wdrozonej szybko diagnostyki, w tym genetycznej i leczenia pacjent
zmart w przebiegu objawdéw ogodlnoustrojowej choroby metabolicznej 1 zakazenia oraz
niewydolnosci krazeniowo-oddechowej, wymagajacej wspomagania. Pacjent zmarl przed
postawieniem diagnozy ADA-SCID i nie byt leczony ETZ ani HSCT (Publikacja nr 6).

Infekcje wirusowe potwierdzilismy u 4 pacjentow (57%): 2 miato infekcje
cytomegalowirusowa, 1 wirus RS (RSV), a 1 infekcj¢ adenowirusowa (ADV), 1 wirus ospy
wietrznej 1 potpasca (VZV) 1 opryszczke zwykla (HSV). Zakazenia grzybicze podejrzewano
U 4 kolejnych pacjentow, poza pacjentem 3. U 3 pacjentow podejrzewano zakazenie grzybem
Candida z powodu obecnosci metabolitow grzybow w surowicy (mannan lub beta-D-glukan),
u 1 pacjenta podejrzewano zakazenie grzybem Aspergillus (galaktomannan w surowicy), a u 2
pacjentow zakazenie Pneumocystis jiroveci (dodatnie swoiste 19G, zdjgcie rentgenowskie
klatki piersiowej). Miejscowe powiktanie BCG obserwowano u 3 pacjentdéw. U 2 z nich
miejscowy odczyn w miejscu szczepienia bez limfadenopatii rozwingto si¢ migdzy 3. dniem

a 4. tygodniem od rozpoczecia wstepnej ETZ. U P5 pierwsze objawy powiktania BCG

39



zaobserwowano po 4 tygodniach ETZ i ustgpily po rozpoczeciu leczenia dwoma lekami
przeciwgruzliczymi: izoniazydem i ryfampicyna [Rycina 2].

U wszystkich pacjentéw liczba limfocytow T (zarowno CD4+ jak i CD8+), limfocytow B
I komorek NK byta ponizej wartosci referencyjnych dla wieku i rozpoznano SCID T-B-NK-
[Tabela 5]. Stezenie immunoglobulin klasy G byto obnizone u 2 pacjentéw, a klasy IgM u 3
pacjentow. Diagnoza ADA-SCID byla stwierdzona na podstawie aktywnosci ADA
w erytrocytach (4 pacjentéw) i/lub badania genetycznego (warianty patogenne stwierdzono
U 6 pacjentow). Aktywnos¢ ADA w krwinkach czerwonych byta bardzo niska u 3 pacjentow
(<1%) i niska (4,9%) u jednego pacjenta, ktorego badano 5 dni po transfuzji koncentratu
krwinek czerwonych [Tabela 5]. Testy genetyczne wykazaly obecno$¢ 7 wariantow U 6
pacjentow. Najczestszy wariant (¢.302G> A) wykryty u 3 pacjentow: w P3 i P4 w uktadzie
homozygotycznym, a u P5 heterozygotycznym. Nastgpny najczestszy — wariant
(c.956_960del AAGAG) wykryto u 2 pacjentow (P5, P7) w uktadzie heterozygotycznym.
U pozostalych pacjentow wykryto inne warianty [Tabela 5]. U pacjenta P2 nie wykryto
wariantow patogennych.

U 4 pacjentdow Oddziatu Immunologii [P-CZD przed HSCT stosowano ETZ obserwujac
normalizacje¢ liczby limfocytow oraz aktywnos$ci transaminaz [Rycina 3].

Procedurze HSCT bylo poddanych 6 pacjentow w latach 2010-2022. Wykonano MSD u 2
pacjentow, MUD u 3 pacjentéw, u 1 podano komodrki macierzyste od haploidentycznego
dawcy rodzinnego. Wszyscy pacjenci zyja, 1 pacjent zmart przed kwalifikacja do HSCT.
Schematy leczenia kondycjonujacego w 5 przypadkach zastosowano zgodnie
z obowigzujagcymi zaleceniami Europejskiego Towarzystwa Niedoborow Odpornosci (The
European Society for Immunodeficiencies - ESID). W dwoch przypadkach schemat leczenia
obejmowat treosulfan, fludarabing i tiotepe.

Zaden z pacjentdw nie zostal skierowany na terapi¢ genowa (TG), ktéra jest dostepna
w Europie tylko w dwoch osrodkach: w San Raffaele Telethon Institute for Gene Therapy
w Mediolanie z uzyciem wektora retrowirusowego oraz W Great Ormond Street Hospital
w Londynie z uzyciem wektora lentiwirusowego w ramach badan klinicznych. Zgodnie
Z polskimi przepisami pacjent powinien uzyska¢ zgode Narodowego Funduszu Zdrowia na
takie leczenie. Sposroéd czterech pacjentow IPCZD zakwalifikowanych do leczenia
docelowego jeden miat MSD w okresie braku dost¢pnosci do TG, rodzice kolejnego wyrazili
poczatkowo zgode na TG, jednak ostatecznie odmoéwili z powodu skomplikowanej sytuacji

rodzinnej. Dwoch innych pacjentéw zdecydowato si¢ na HSCT.
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Dyskusja

Rozpoznanie ADA-SCID bylo stawiane do$¢ szybko, a podejrzenie SCID bylo wysuwane
z powodu zapalenia ptuc z towarzyszaca leukopenia. Pdzniejsze rozpoznanie pacjentow P1
i P2 wynikalo zapewne z ich tagodniejszego fenotypu atypowego SCID. Trzeba zwrodcic
uwage, ze zmiany w ptucach obserwowane w badaniach obrazowych mogty by¢ nie tylko
wynikiem zapalenia pluc, ale rowniez proteinozy ptuc czesto obserwowanej u pacjentow
z ADA-SCID [32]. Nie wykonywano biopsji pluc ani poptuczyn z drzewa oskrzelowo-
pecherzykowego, ktore moglyby potwierdzi¢ takie rozpoznanie. Obserwowano poprawe po
leczeniu ETZ, z ustagpieniem dusznosci lub odstawieniem tlenoterapii u dwoch pacjentéw (P35,
P6). Zgodnie z literaturg ustapienie objawOéw proteinozy ptuc opisywane jest po ETZ lub
HSCT [32]. W badaniu radiologicznym klatki piersiowej u niemowlat z nawracajacymi
i trudno leczacymi si¢ zapaleniami ptuc nalezy zwraca¢ uwage na cechy dysplazji kostnej
takie jak ostry kat topatki czy poszerzenia polaczen chrzestno-kostnych zeber, mogacych
nasung¢ podejrzenie ADA-SCID [33]. W naszej grupie pacjentow, objaw ten stwierdzono u 2
pacjentow dopiero po retrospektywnej analizie badan.

Hipertransaminazemie obserwowano u 71% pacjentow. U pacjenta P5 stwierdzono znaczny
wzrost aktywnosci transaminaz w okresie poprzedzajacym rozpoczecie ETZ. U pacjentow
z ADA-SCID niewydolnos¢ watroby moze mieé piorunujgcy przebieg [34]. U naszej
pacjentki po rozpoczgciu ETZ uzyskano znaczaca poprawe [Rycina 3].

Kolejnym wyzwaniem w badanej grupie bylo wilasciwe ukierunkowanie diagnostyki
U pacjentdéw z nietypowymi objawami. U pacjenta P3, nawracajgca biegunka od pierwszego
miesigca zycia, brak rozwoju 1 opdzniony rozwdj psychomotoryczny czy zakazenia VZV
(wwieku 3 miesigcy) i HSV (w wieku 9 miesiecy) nie sktonity do diagnostyki
immunologicznej prawdopodobnie z powodu dominujagcych wowczas objawdw
nefrologicznych:  rozpoznano atypowy zesp6t hemolityczno-mocznicowy (aHUS)
z niewydolnoscig oddechows, i koniecznoscig dializoterapii i plazmaferezy. Rozpoznanie
SCID postawiono, kiedy pacjent mial juz objawy niewydolnosci wielonarzadowej,
zaawansowane zmiany zanikowe w osrodkowym uktadzie nerwowym, ci¢zkie nadci$nienie
tetnicze, zakazenie cytomegalowirusem oraz zapalenie ptuc wywotane przez Pneumocystis
jiroveci i Absidia sp. Rozpoznanie ADA-SCID ustalono posmiertnie (Publikacja 6).

Innym problemem jest zakazenie pratkiem szczepionkowym BCG u pacjentow z IEI [11].
W Polsce szczepienie przeciwko gruzlicy jest obowigzkowe w pierwszych dwoch dniach

zycia u wszystkich noworodkéw, u ktérych nie ma przeciwskazan. Powazne powiklania
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obserwuje si¢ u pacjentow ze SCID oraz z mendlowskg podatnoscig na choroby
mykobakteryjne (Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Disease - MSMD). Uwaza sig, ze
komorki NK odgrywaja role ochronng prawdopodobnie ze wzgledu na produkcje IFN-y
(Publikacja 3). Jednak zaden z naszych pacjentow z ADA-SCID nie rozwingl rozsianej
choroby BCG, a miejscowe zakazenie obserwowano u 3 pacjentow, jednego przed ETZ i
dwoch po rozpoczeciu ETZ wraz ze wzrostem liczby limfocytow. Pacjenci ci byli leczeni
dwulekowg terapig przeciwmykobakteryjng (izoniazyd, ryfampicyna) [Rycina 2; Tabela 6].
Obecnie diagnostyka ADA-SCID w Polsce jest dos¢ tatwo dostgpna 1 niedroga.
W przypadkach, gdy typowym objawom klinicznym towarzysza nieprawidtowe wyniki
cytometrii przeptywowej sugerujace rozpoznanie ADA-SCID, oceniana jest aktywnos¢
enzymu ADA w krwinkach czerwonych, a potwierdzeniem jest badanie genetyczne. Przed
2010 rokiem z r6znych przyczyn opdznienie w procesie diagnostycznym byto zdecydowanie
wieksze, co czesto prowadzito do powaznych powiktan, jak w przypadku pierwszych
pacjentow z opisywanej grupy, zdiagnozowanych w wieku od 16 do 27 miesigcy, lub do
zgonu bez rozpoznania. Doktadna liczba pacjentow z ADA-SCID w Polsce pozostaje
nieznana. Czgsto$¢ wystgpowania ADA-SCID wsrod wszystkich SCID zdiagnozowanych
w latach 2010-2022 wyniosta 10,9%. Wedlug raportow Gléwnego Urzedu Statystycznego
w tym okresie odnotowywano rocznie 50-88 zgonow niemowlat z powodu réznych zakazen
(Archiwum na stronie: https://stat.gov.pl/obszary-tematyczne/roczniki-statystyczne/roczniki-
statystyczne/rocznik-demograficzny-2021,3,15.html). Nie mozna wykluczy¢, ze wsrodd nich
byli niezdiagnozowani pacjenci ze SCID. Program badan przesiewowych noworodkow
w kierunku SCID umozliwi identyfikacj¢ takich niemowlat.

Leczeniem pierwszego wyboru ADA-SCID jest HSCT u dzieci, ktore majg zgodne pod
wzgledem HLA rodzenstwo [35]. Wedlug danych z 16 os$rodkow wykonujacych HSCT
w latach 1981-2009 wskaznik przezycia w ADA-SCID zalezy od rodzaju HSCT i wynosi
86% dla MSD, 81% dla MFD, 66% dla MUD i 43% dla Haplo [36]. Ostatnie badania na
duzych grupach pacjentéw: 131 ADA-SCID zdiagnozowanych w latach 1982-2017 [37] i 152
pacjentow ze SCID, w tym 43 ADA-SCID leczonych w 2006-2014 [38], wykazaty wyzsze
przezycie u pacjentow przeszczepionych od zgodnych dawcow rodzinnych (MSD/MFD)
w wieku ponizej 3,5 miesigca i bez aktywnych infekcji. W przypadku braku zgodnego dawcy
rodzinnego wedlug Europejskiego Towarzystwa Niedoboréw Odpornosci (ESID),
Europejskiego Towarzystwa Transplantacji Krwi i Szpiku (EBMT) i Europejskiej Sieci
Referencyjnej ds. Rzadkich Pierwotnych Niedoborow Odpornosci (ERN-RITA), nalezy

rozwazy¢ terapi¢ genowa [39]. Ta procedura nie wymaga poszukiwania dawcy i wigze si¢
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Z nizsza czestoscig wystepowania powiktan, w tym braku choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi (GvHD) i $miertelnos$ci zwigzanej z zabiegiem. Dostepno$¢ terapii genowej
w ADA-SCID ma ograniczenia. Procedura wykonywana jest wylacznie w 1 osrodku
zagranicznym, wymaga zgody na finansowanie ze $rodkoéw publicznych oraz ETZ do czasu
TG. Dodatkowymi minusami sg dluzszy czas trwania procedury i czas potrzebny do
osiagniecia rekonstytucji immunologicznej. Czgstotliwos¢ niepowodzenia terapii  jest
podobna: 10-20% w MSD HSCT i 5-20% w TG, ale $miertelno$¢ zwigzana z procedurg
wynosi odpowiednio 5,6 i 0% [35]. Niektorzy autorzy zalecajg rozwazenie TG jako leczenia
pierwszego rzutu, nawet jesli dostepny jest zgodny dawca rodzinny, poniewaz ta procedura
eliminuje jakiekolwiek ryzyko alloreaktywnosci [40]. Jednak od czasu wprowadzenia
kondycjonowania opartego na treosulfanie w niektorych osrodkach wyniki dla MUD i Haplo
HSCT sg porownywalne z MSD i dlatego te procedury sa zalecane, gdy nie ma dostgpu do
TG [41].

ETZ jest skutecznym leczeniem, ktore jest stosowane od ponad 3 dekad. Nalezy ja wdrozy¢
jak najszybciej, aby ustabilizowaé ogolny stan pacjenta, usung¢ z organizmu kumulujace si¢
metabolity puryn, znormalizowaé aktywno$¢ aminotransferaz, a takze leczy¢ proteinozg
pecherzykow ptucnych. EZT jest zalecana jako terapia przejsciowa przed leczeniem, takim
jak TG lub HSCT, nawet jesli taka terapia jest dostepna, aby poprawi¢ stan pacjenta
I zapobiec rozwojowi neuro- i hepatotoksycznosci [34]. Zalecany czas trwania ETZ waha si¢
od kilku miesiecy do okoto 2 lat, poniewaz ETZ wigze si¢ z kilkoma dziataniami
niepozadanymi, w tym rozwojem nowotworow zlosliwych (chloniakéw zwigzanych z EBV,
glownie po 8-10 latach leczenia) i indukcji przeciwciat neutralizujgcych enzymy u okoto 10%
pacjentow [8]. Wzrost liczby limfocytow B jest widoczny w ciggu pierwszego miesigca
leczenia, a w limfocytach T po 2-4 miesigcach [42], co zaobserwowano u naszych pacjentow.
Koszty leku i brak refundacji z powodu braku rejestracji leku w Polsce i Unii Europejskiej sg
gtownymi przeszkodami w prowadzeniu ETZ i skutkuje ograniczong liczba i czasem leczenia

pacjentow.
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IX.3. Wyniki i dyskusja publikacji numer 3

W pracy pt. ,,BCG Moreau vaccine safety profile and NK cells-double protection against
disseminated BCG infection in retrospective study of BCG vaccination in 52 Polish children
with severe combined immunodeficiency” oceniono przebieg kliniczny rozsianego zakazenia
BCG u 52 zaszczepionych pacjentow ze SCID hospitalizowanych w IPCZD w Warszawie
oraz poréwnano Z przebiegiem klinicznym pacjentow biorgcych udziat w badaniu Marciano
i wsp. [11].

Sposrod 52 dzieci z rozpoznaniem SCID, zaszczepionych szczepionka BCG, u dwanasciorga
wystapilty odczyny miejscowe. Natomiast rozsiane zakazenie BCG zdiagnozowano u 10
pacjentow z fenotypem SCID B+NK-: u 6 z wariantem patogennym w genie IL2RG,
u jednego pacjenta z niedoborem JAK3 i u 3 o nieznanym podtozu genetycznym. Rozsiane
zakazenie BCG nie wystgpowato w grupie pacjentow SCID B-NK+, w tym u 16 pacjentow
z RAG1/2, po 2 pacjentow z patogennymi wariantami w IL7RA i Artemis (DLCRE1C), po
1 pacjencie kazdy z MHC I1, ZAP-70 i Cernunnos (NHEJ1) oraz u 10 pacjentdéw z nieznanym
podtozem molekularnym. Wsrod pacjentow ze SCID, klinicznym objawem rozsianego
zakazenia BCG bylo: zapalenie opon mézgowych (1 pacjent), zapalenie oskrzeli i ptuc (4
pacjentéw), rozsiane zakazenie skory (3 pacjentow), pojedynczy ropien skory (2 pacjentow),
zapalenie kosci i/lub ztamania patologiczne (6 pacjentéw), nacieki w $ledzionie i ropien
watroby (5 pacjentow). Nie zaobserwowano ropnia mozgu, zapalenia wegztow chtonnych ani
innych lokalizacji zakazenia BCG. Zakazenie potwierdzono dodatnig reakcja tancuchowa
polimerazy (PCR) w kierunku Mycobacterium tuberculosis complex i hodowla u 8 z 10
pacjentow. Zgodnie z kryteriami diagnostycznymi rozsianego zakazenia BCG, mozliwe
rozpoznanie rozsianego zakazenia BCG ustalono u dwoch pacjentow z objawami klinicznymi
I typowymi zmianami histopatologicznymi z rozpoznaniem tworzenia si¢ ziarniniakow.
U trojga niemowlat rozpoznanie SCID ustalono przed 1985 r., kiedy przyjeto je w stadium
terminalnym na oddzial intensywnej terapii. Dwoje z nich zmarlo wkrotce w przebiegu
niewydolno$ci wielonarzadowej, badanie posmiertne wykazato ziarniniaki. Trzeci pacjent,
z dodatnim wywiadem rodzinnym, przyjety z powodu niewydolnosci oddechowej
i hepatosplenomegalii, z dodatnim wynikiem poptuczyn oskrzelowo-ptucnych w kierunku
Mycobacterium tuberculosis complex metoda PCR oraz hodowla, zmart po 4 miesigcach,
pomimo podania 5 lekéw przeciwgruzliczych. Rozsiane zakazenia BCG u 10 (19%)
pacjentow ze SCID hospitalizowanych w IPCZD stanowily istotnie nizszy wynik

w poréwnaniu z 119 (34%) w badaniu Marciano (p =0,0028). Jednak odsetek pacjentéw

44



SCID z miejscowym odczynem BCG byl wyzszy: 12 (24%) pacjentow w IPCZD,
W poréwnaniu z 60 (17%) (p = 0,2417) w badaniu Marciano. Smiertelno$é spowodowana
powiklaniami zwigzanymi z BCG w kohorcie Marciano byta nieznacznie wyzsza: 46 (13%)
zgondéw z 349 (p = 0,1724). W kohorcie IPCZD 3 (5%) zgony mialy miejsce przed 1985
rokiem. Mediana bezwzglednej liczby komoérek T w momencie rozpoznania SCID
U pacjentéw z rozsianymi powiklaniami zwigzanymi z BCG okazala si¢ nieistotna (p =
0,0915), podczas gdy bezwzgledna liczba komorek B byta istotnie wyzsza (p = 0,0126),
a liczba komoérek NK istotnie nizsza (p = 0,0161) w grupie z powiktaniami BCG w badaniu
IPCZD. Rozsiane powiklania zwigzane z BCG w badaniu IPCZD stwierdzono tylko
u pacjentow SCID z niska liczbg komorek NK (p < 0,000001), w obu grupach obserwowano
powiktania zlokalizowane; nieistotnie wyzsze u pacjentow SCID NK+ (p = 0,4859). Pacjenci
z zakazeniem miejscowym byli leczeni terapig dwulekowa (izoniazyd i ryfampicyna),
a z rozsianym zakazeniem BCG za pomocg 4 lub 5 lekow przeciwgruzliczych (izoniazyd,
ryfampicyna, etambutol, cyprofloksacyna i aminoglikozyd), skutecznie u 7 z 10 dzieci.
Leczenie przeciwpratkowe zostalo zakonczone w ciggu 8—15 miesigcy, co zbieglo sig
z rekonstytucjg immunologiczng. U 2 pacjentow miejscowa i rozsiana reaktywacja BCG

nastgpita w ciggu 3 miesiecy od HSCT.

Dyskusja
Wiele publikacji na temat powiktan zwigzanych ze szczepieniem BCG u pacjentow ze SCID,
odzwierciedla réznice w reaktogennos$ci roznych szczepionek BCG wytwarzanych z r6znych
podszczepow. Badania francuskie (szczep BCG Pasteura), kanadyjskie (BCG Pasteura
Merieux Connaught), chinskie (lokalnie produkowanymi szczepionkami, otrzymanymi od
czterech roznych producentow) [43-46] wskazuja na $miertelne powiktania poszczepienne
u dzieci ze SCID. Szczepionka BCG podszczep Moreau stosowana w produkcji szczepionek
w Polsce pochodzi od podszczepu Mycobacterium bovis BCG Moreau Rio de Janeiro [47—
50]. Retrospektywne badanie duzej kohorty brazylijskich pacjentow ze SCID zaszczepionych
po urodzeniu szczepionka BCG Moreau/Rio de Janeiro produkowana w Brazylii wykazato,
ze 29 sposroéd 60 (48,3%) pacjentow ze SCID zaszczepionych szczepionka BCG, miato
rozsiane zakazenie BCG [51], natomiast w naszym badaniu rozsiane zakazenie BCG
zaobserwowano tylko u 10 (19%) z 52 pacjentow ze SCID zaszczepionych polska
szczepionkg. Podszczepy szczepionki BCG otrzymano w wyniku zmian genetycznych, ktore
wystapity podczas namnazania podszczepoéw w roznych krajach. Przez ponad 50 lat produkcji
szczepionki BCG Moreau w Polsce, z jej potwierdzonymi zmianami genetycznymi,
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udowodniono, ze posiada ona dobrze udokumentowany profil bezpieczenstwa, w porownaniu
z podszczepem macierzystym BCG z Rio de Janeiro oraz podszczepami Danish i Pasteur
[47-50, 52, 53]. Powiktania BCG stanowia powazny problem zdrowotny u wszystkich
pacjentow ze SCID na calym $wiecie 1 sa wskazaniem do natychmiastowego leczenia
przeciwgruzliczego 1 wykonania HSCT. Wczesna diagnoza objawdw ma kluczowe znaczenie;
bez diagnozy i wdrozenia odpowiedniego leczenia, rozsiana choroba BCG moze byc¢
przyczyna zgonu. Praktycznym zaleceniem wynikajacym z naszych obserwacji jest
nieprzerywanie leczenia przeciwgruzliczego w okresic po przeszczepieniu, pomimo

wzrastajacych parametrow odpornosci komoérkowe;.

Odpowiedz immunologiczna na zakazenie Mycobacterium tuberculosis obejmuje ztozony
proces komorkowy, ktory nie jest w petni poznany. Ochrona przed rozsiang choroba u dzieci
jest zwigzana z odpowiedzig typu Thl, obejmujaca limfocyty T CD4+, ktore produkuja
interferon gamma (IFN-y). Badanie przeprowadzone przez Marciano i in. ujawnito, ze nizsza
liczba limfocytéw T u pacjentéw z SCID zwigkszata prawdopodobienstwo wystgpienia u nich
powiklan zwigzanych ze szczepieniem BCG. W naszym badaniu liczba limfocytow T nie
miata wptywu na wystepowanie rozsianego BCG. Liczba limfocytow B w SCID nie odgrywa
roli w obronie przed patogenami, poniewaz limfocyty B, jesli sa obecne, nie wytwarzaja
przeciwcial [54]. Komorki NK mogg stanowi¢ gtowne zrodto produkcji IFN-y podczas
ekspozycji na podszczep Mycobacterium bovis BCG i tym samym przyczynia¢ si¢ do
nieswoistych korzystnych efektow szczepienia BCG [55]. Monocyty sa prawdopodobnie
gtownymi producentami IL-12, a komoérki NK i T - IFN-y [56]. Produkcja IFN-y jest gtowna
funkcja komorek NK, ma réwniez korzy$ci immunoterapeutyczne przeciwko nowotworom
ztosliwym obserwowane w przypadku szczepienia Mycobacterium bovis BCG [57].
Wykazano réwniez, ze ponowne szczepienie BCG dorostych z utajonym zakazeniem
Mycobacterium tuberculosis indukuje dtugotrwala odpowiedZz komoérek NK reaktywnych na
BCG [52]. Badanie naszych 18 pacjentow z SCID RAG1 i RAG2 oraz B-NK+ wykazato, ze
obecnos¢ komorek NK moze zapewni¢ obrone przed rozwojem rozsianego zakazenia BCG.
W naszym badaniu rozsiane zakazenie BCG obserwowano tylko u pacjentéw ze SCID T-
B+NK-: z wariantami w genach IL2RG i JAK3. Nasze obserwacje pokazuja, ze wyzsza liczba
komorek NK zapewnia istotng statystycznie ochron¢ przed rozsianym zakazeniem BCG

u wszystkich pacjentow ze SCID.
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I1X.4. Wyniki i dyskusja publikacji numer 4

W pracy pt. ,,The clinical and genetic spectrum of 82 patients with RAG deficiency including
a €.256_257delAA founder variant in Slavic countries “w grupie 82 pacjentow z deficytem
RAG stwierdzono fenotypy SCID typowe (n = 20), atypowe (n = 21), zesp6t Omenna (n = 37)
oraz CID (n=4). Szeéc¢dziesieciu siedmiu (81,7%) pacjentow byto nosicielami RAG1, a 15
pacjentow (18,3%) miato bialleliczne warianty w genie RAG2. Szacuje si¢, ze minimalna
roczna cz¢stos¢ wystepowania niedoboru RAG w krajach stowianskich waha si¢ od 1 na 180
000 do 1 na 300 000 zywych urodzen. W kohorcie pacjentow z wariantami RAG1 70% (n =
47) byto nosicielami allelu ¢.256_257delAA w uktadzie homozygotycznym (n = 18, 27%) lub
heterozygoty ztozonej (n = 29, 43%). Wickszos¢ (77%) pacjentow z homozygotycznym
wariantem RAG1 c¢.256 257delAA pochodzita z dorzecza Wisty w $rodkowo-wschodniej
Polsce, a przypadki ztozonej heterozygoty wystepowaly we wszystkich krajach stowianskich
z wyjatkiem Bulgarii. Obraz kliniczny i immunologiczny pacjentow z wariantem
homozygotycznym c.256_257delAA genu RAG1 byt bardzo zroéznicowany (SCID typowy,

atypowy, zespot Omenna).

Retrospektywna analiza 82 pacjentow z niedoborem RAG z 67 rodzin w 12 krajach,
urodzonych w okresie 1992-2018 wykazata rownomierny rozktad ptci: mezezyzni (n = 40,
49%) i kobiety (n = 42, 51%). Mediana wieku w chwili rozpoznania RAG wynosita 1,3 roku
(zakres od 1 dnia do 24 lat). W momencie wystania publikacji (marzec 2020 r.) 43 z 82
pacjentow zmarto (52%), 8 z 43 po HSCT (19%). Wszyscy zyjacy pacjenci mieli HSCT (w
wieku od 1 do 18 lat), z wyjatkiem trzech kobiet z objawami CID z Polski (P42), Butgarii
(P54) i Czech (P55), ktore zyja bez przeszczepienia w wieku 3, 6 i 25 lat. Najwickszg grupe
pacjentow (n = 40, 48,8%) stanowili Stowianie zachodni z Polski (n = 29, n = 1 z Litwy,
pochodzenia polskiego), Czech (n = 8) 1 Stowacji (n = 2). Drugg co do wielkosci grupeg
stanowili Stowianie wschodni (n = 30, 36,5%) z Rosji (n = 24), Ukrainy (n = 4) 1 Biatorusi (n
= 2). Najmniejsza grup¢ stanowili Stowianie Potudniowi (n = 12, 14,6%) z Serbii (n = 6),
Stowenii (n = 3), Chorwacji (n = 1), Czarnogory (n = 1) i Butgarii (n = 1).

Warianty patogenne w genie RAGl wykryto u 67 pacjentow (82%), a w RAG2 u 15
pacjentow (18%). Dla wariantow RAG1 dziewigtnascioro dzieci (23%) byto homozygotami,
a 47 pacjentow (57%) heterozygotami ztozonymi, dla wariantow RAG2 odpowiednio 8 dzieci
(10%) i 7 pacjentow (9%). Fenotypy kliniczne obejmowaty typowy SCID (n = 20), OS (n =
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37), AS (n = 21) oraz CID (n = 4). Zgodnie z oczekiwaniami, grupa AS miata zwigkszong
czestos¢ wystepowania cytopenii autoimmunizacyjnych i wywiad zakazen wirusem
opryszczki.

Pacjenci z wariantami RAG1 najcze¢$ciej mieli OS (46%) (31 dzieci), nastgpnie AS (28%) (19
pacjentow), TS (19%) (13 pacjentow) i CID (6%) (4 pacjentow). Pacjenci zdiagnozowani
jako majacy OS 1 TS charakteryzowali si¢ klasycznym fenotypem klinicznym
I immunologicznym i mieli postawiong diagnoze¢ przed ukonczeniem 1 roku zycia. Z drugiej
strony, mediana wieku w momencie rozpoznania AS i CID wynosita 4 lata (£ 6,02 roku)
i wahata si¢ od 5 miesigcy do 24 lat. W grupie AS wsrod powiktan infekcyjnych najczesciej
wystepowalo zakazenie CMV (n = 9, 42%). Wérdd pacjentdw, ktorzy otrzymali szczepienie
BCG, tylko u cz¢séci (4 z 18, 22%) rozwinglo si¢ zakazenie BCG [Rycina 4]. Objawy
autoimmunizacyjne w grupie AS i CID obserwowano odpowiednio u 12/19 i 4/4 pacjentow,
przy czym cytopenia autoimmunizacyjna byta najczestsza w AS (n = 11/19, 58%), w tym
autoimmunizacyjna niedokrwistos¢ hemolityczna (n = 8), izolowana trombocytopenia
immunologiczna (ITP) (n = 2) i wieloliniowa cytopenia (n = 2). Nieswoiste zapalenie jelita
grubego rozpoznano u 9% (2/19) pacjentow z AS z autoimmunizacja. W grupie CID
U jednego pacjenta wystapil ziarniniak skory, u jednego rozwineto si¢ zapalenie naczyn,
a u jednego bielactwo [Rycina 4B]. Co cickawe, wysoki odsetek pacjentow mial obecne
limfocyty B (>65% u 13 z 19 pacjentdow) w momencie rozpoznania. Jednak u 2 z 7 (28%)
pacjentow stwierdzono catkowity brak KREC. Sugeruje to nieprawidlowe dojrzewanie
limfocytoéw B, nawet przy zachowanej frakcji calkowitej liczby limfocytow B. U czterech
pacjentow wystepowat prawidtowy poziom IgG, a u jednego w wieku 4 lat stwierdzono
niedobor IgA, ktory z wiekiem przeksztatcit si¢ w agammaglobulinemig.

W niniejszym badaniu dodatkowo okresliliSmy aktywno$¢ rekombinacyjna biatek
RAGI/RAG?2 u pacjentow. Sposrod wariantow RAG, 38 wariantow byto unikatowych, w tym
warianty z przesunigciem ramki odczytu (n = 7), nonsensowne (n = 4) i zmiany Ssensu
(n=27), a 23 warianty w RAG1 byly nowe w naszej kohorcie i dla wszystkich z nich
okreslono aktywno$¢ rekombinacyjng. Delecja wystapila w jednym lub obu allelach u 22 z 30
pacjentow z OS, u 7 z 13 pacjentow z TS i u 16 z 19 pacjentow z AS i fenotypem 2/4 CID. Ze
wzgledu na obecno$¢ wariantu ¢.256_257delAA (p.K86VTfs*33) we wszystkich kohortach,
obliczyliSmy czestos¢ wystepowania tego allelu wsrod pacjentow ze Stowian wschodnich,
zachodnich i potudniowych [Rycina 5A—F]. Dziewig¢ rodzin miato dwoje lub troje dzieci
Zz niedoborem odpornosci, dlatego przeprowadziliSmy oddzielng analiz¢ rodzin
I przeanalizowalismy czesto$¢ wystepowania miedzy krajami, liczac jeden przypadek na
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rodzing. Pacjenci pochodzenia potudniowo- i zachodniostowianskiego wykazali najwyzsza
czestos¢ wystepowania allelu ¢.256 257delAA [Rycina 5C,E]. Przeanalizowalismy wzgledna
czestos¢ wystgpowania tego dominujacego allelu wsrdd pacjentdow i1 rodzin stowianskich.
Roéznice w czgstosci wystgpowania allelu ¢.256 257delAA wsrod pacjentow (y2 = 8.4;
p=0,015) i rodzin (}2 = 22,8; p < 0,0001) Stowian wschodnich/zachodnich/potudniowych
okazaly si¢ istotne statystycznie. Populacja Stowian zachodnich miata wyzszg wzgledng
czestos¢ wystepowania tego allelu niz populacja Stowian wschodnich (rodziny p = 0,0006;
pacjenci p = 0,006), ale nie roznita si¢ od populacji Stowian potudniowych (rodziny p = 0,14;
pacjenci p = 0,81). Oprocz analizy roznych kohort Stowian, obliczyliSmy wktad kazdego
kraju w o0golng czestos¢ wystgpowania allelu RAG1 ¢.256 257delAA i wykazalismy
najwyzsze wystepowanie w Polsce [Rycina 5D]. Allel RAG1l c¢.256_257delAA
(p.K86VTs*33) byt obecny u ponad 50% pacjentow z niedoborem RAG1 z Serbii, Stowenil,
Czarnogéry i Chorwacji, ale nie mozna ekstrapolowa¢ tego odkrycia na cata populacje
poludniowostowianska, poniewaz tylko jeden pacjent pochodzil z Chorwacji 1 Czarnogdry
[Rycina 5F]. Wsrod Stowian wschodnich i poludniowych zaobserwowalismy tylko dwie
rodziny (jedng z Ukrainy i jedng z Serbii), u ktorych wykryto ¢.256_257delAA w uktadzie
homozygotycznym, ale pokrewienstwo potwierdzono tylko u pacjentow serbskich. Polska
kohorta rodzin wykazata 12 homozygotycznych genotypéw wsrod 18 rodzin z dodatnim
wynikiem w RAGL1 z tylko trzema przypadkami udowodnionego pokrewienstwa. Ze wzglgdu
na wysoka czestos¢ wystepowania wariantu RAG1 ¢.256_257delAA w Polsce w uktadach
homozygotycznych, zbadaliSmy jego geograficzne rozmieszczenie w populacjach Stowian
zachodnich, wschodnich i potudniowych. Nasze odkrycia zilustrowano na mapie Europy
Wschodniej i Federacji Rosyjskiej, w oparciu o miejsce pochodzenia pacjenta (jeden pacjent
z kazdej rodziny) [Rycina 6]. Zbadalismy rozmieszczenie wariantu RAGL ¢.256_257delAA
w 11 z 13 stowianskich grup etnicznych i1 byt on szeroko rozpowszechniony i wystepowat
w 10 z 11 krajow z wyjatkiem Butgarii [Rycina 6]. Wystepowanie wariantu €.256_257delAA
obserwowano od Lublany (Stowenia) na zachodzie do Wtadywostoku na wschodzie oraz od
Moskwy na potocy do Cetyni (Czarnogora) na potudniu [Ryciny 6 i 7]. Geograficzne
centrum przypuszczalnego pochodzenia wariantu RAG1 c¢.256_257delAA odpowiada
obszarowi dorzecza Wisty w s$rodkowo-wschodniej w Polsce, w ktorym wariant ten
wystepowat najczesciej [Rycina 6B] i sugerowat wspdlne pochodzenie alleli €.256_257delAA
we wszystkich populacjach stowianskich. Ze wzgledu na niewielkg liczbg przypadkéw nie
udato si¢ okresli¢ stopniowego spadku czesto$ci wystepowania €.256 257delAA wsrod

Stowian wschodnich i potudniowych, ale wyraznie wykazano, ze rodziny heterozygotyczne sa
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rozprzestrzenione w innych krajach stowianskich [Rycina 6]. W naszej kohorcie wigkszos¢
pacjentdow z Rosji (11/19) jest skoncentrowana na terenach na zachdéd od Uralu, ale 8
pacjentéw z 5 rodzin urodzito si¢ na Syberii i rosyjskim Dalekim Wschodzie i wszyscy
odziedziczyli badany przez nas wariant [Rycina 7]. Odkrycie to nie przeczy naszemu
zalozeniu, ze wariant €.256 257delAA ma pochodzenie stowianskie. Zgodnie z mapag
przesiedlen ludnosci w Rosji, wigkszo§¢ Rosjan mieszka w centralnej czgsci lub na
poludniowym i pétnocnym zachodzie Rosji, a takze na Uralu. Na wschod od Uralu Rosjanie
mieszkaja gtdéwnie w poblizu potudniowej granicy Rosji, co pokazano na rycinie 6 i 7 jako
jasnoszary obszar na bialej mapie Federacji Rosyjskiej.

Pacjentow z wariantami patogennymi w genie RAG2 wykryto tylko w trzech krajach:
zachodnich (Polska i Czechy) oraz wschodnich Stowian (Rosja). Sposrod 15 pacjentow 7
prezentowato TS, 6 OS, i 2 AS. Dwie Polki objawiaty si¢ jako AS/CID, a jedna miata siostr¢
ze TS. Dziewczynki z pézng manifestacjg wariantu RAG2 prezentowaty zapalenie mozgu,
HSV, zapalenie oskrzeli, zapalenie ptuc, neutropeni¢ i zapalenie ptuc, miejscowe zakazenie
BCG i zahamowanie rozwoju. Co ciekawe, uzyskane dane wykazaly, ze 53% (8/15)
pacjentow miato homozygotyczne warianty w genie RAG2, ale pokrewienstwo ustalono tylko
w jednym wywiadzie rodzinnym. Pomimo znacznej réznorodnosci genotypdéw, wystepuja
pewne powtarzajace si¢ warianty, ¢.1300T>C u dzieci rosyjskich, c.686G>A u dzieci polskich
i czeskich (w uktadzie homo i heterozygotycznym) oraz ¢.1357T>C tylko u pacjentow
polskich. Jednak oczywisty dominujacy region wsrdd wariantow nie zostat ustalony ze
wzgledu na niewielkg liczbg badanych przypadkow. Warianty RAG2 w kohorcie stowianskiej
wykazaly szeroki zakres aktywnos$ci rekombinacyjnej. Warianty zwigzane z TS i OS
wykazywaly nizszg aktywno$¢ niz te wykryte u pacjentéw z atypowymi objawami SCID.
Nasze dane potwierdzaja korelacje genotypu i fenotypu w niedoborze RAG2 u dzieci
stowianskich [58].

PrzeanalizowaliSmy czg¢sto$¢ wystepowania wszystkich typoéw niedoboru RAG lacznie
(genotyp RAG1/RAG2; fenotyp OS/TS/IAS/CID) w kazdym kraju w réznych okresach.
Srednia czgsto$¢ wystgpowania niedoboréow RAG zostata obliczona na podstawie liczby
wszystkich zdiagnozowanych pacjentow i ich potwierdzonego rodzenstwa oraz liczby zywych
urodzen w badanych krajach w okresie od roku pierwszego zarejestrowanego pacjenta
w kraju do ostatniego [Tabela 7]. Srednia 10-letnia czesto$é wystgpowania zostala
oszacowana na podstawie liczby wszystkich pacjentow pochodzenia stowianskiego
zdiagnozowanych od 2008 do 2017 roku w kazdym kraju. Uzyskane dane wykazaty, ze

czestos¢ wystepowania zdiagnozowanego niedoboru RAG wahala si¢ od 1 na 75 000

50



w Stowenii do jednego na 1 100 000-1 600 000 zywych urodzen w Rosji 1 na Ukrainie.
Szeroki zakres czgstosci wystgpowania w krajach stowianskich sugeruje niedodiagnozowanie.
Poréwnalismy dwie najwigksze kohorty RAG z Rosji (n = 24) i Polski (n = 30). Polska jako
najwickszy kraj  zachodniostowianski, korzysta z zaawansowanej diagnostyKi
immunologicznej, a od 1999 r. co roku potwierdzano od jednego do trzech pacjentow [Rycina
8B].

Pomimo zwigkszonej $wiadomosci wariantow TS 1 OS i lepszego dostepu do HSCT
W wickszosci krajow stowianskich, wskaznik $miertelnosci pacjentow z RAG jest nadal
wysoki. Przebadalismy wzgledny wskaznik $miertelnosci wsrod grup OS/TS/CID pacjentow
z niedoborem RAG [Rycina 8C-E]. Porownanie pacjentdéw po przeszczepieniu w dwoch
grupach (Stowian wschodnich i zachodnich) jako najwigkszych kohort nie wykazato zadnej
statystycznie istotnej roéznicy w przezyciu [Rycina 8F]. Dodatkowo porownaliSmy wyniki
HSCT przed i po 2011 roku, ze wzgledu na zmiang protokotdéw w ostatnich latach
I wykazali$my, ze przezywalno$¢ pacjentdow ze Stowian wschodnich znacznie si¢ poprawita
po 2011 roku i osiggneta ten sam odsetek, co u Stowian zachodnich (Rysunki 8G, H).
Sugerujemy, ze stabe wyniki HSCT przed 2011 rokiem (trzech na pigciu pacjentow zmarto po
HSCT) u Stowian Wschodnich wynikaly z op6znionej diagnozy u pacjentow z AS/CID
I towarzyszacych powiktan (przewlekle infekcje i dysregulacja immunologiczna). Wyzsze

wskazniki przezycia mieli pacjenci z OS i TS [Rycina 9].

Dyskusja
Opublikowano kilka wieloosrodkowych badan kohortowych, a przeglad literatury podaje, ze
liczba opublikowanych przypadkow niedoboru RAG przekracza 400 [59-64]. Wsrod
populacji o wysokim wskazniku pokrewienstwa, warianty zatozycielskie genow RAG
zaproponowano u Amiszéw i na Bliskim Wschodzie [65-67]. W niniejszym badaniu
przedstawiamy najwieksza, zdefiniowang geograficznie kohorte pacjentow z niedoborem
RAG. Nasi pacjenci to gtdwnie osoby pochodzenia stowianskiego z 11 krajow europejskich,
zgromadzeni retrospektywnie w okresie 27 lat (1992-2018). W badaniu pacjentow z RAG1
c.256 _257delAA potwierdziliSmy, ze u pacjentow z identycznymi wariantami, nawet
W obrebie tej samej rodziny, mozna stwierdzi¢ rozne fenotypy kliniczne. Badania rodzinne
dla homozygotycznych RAG1 c¢.1438A>G i RAG2 c.1375A>C odnotowano roéwniez
w maltzenstwach spokrewnionych pochodzenia arabskiego [68-69]. Ponadto podobne,
nietypowe wyniki odnotowano u pacjentow z RAG1 ¢.519delT (p.E174SfsX27) [53]. Sposrod

wszystkich tych raportow, nasze badanie z udzialem 19 pacjentdow z homozygotycznym
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wariantem RAG1 ¢.256 257delAA jest najwiekszym w literaturze badaniem obejmujgcym
populacje powigzang geograficznie. Dane z kalifornijskich badan przesiewowych
noworodkow w kierunku SCID zidentyfikowaly warianty RAG1/2 w 28,6% przypadkow
TS/OS, z czestoscig wystepowania okoto 1:250 000 [70]. W populacjach z dominacjg
malzenstw spokrewnionych, niedobér RAG zdiagnozowano u 48% (21/44) tureckich [71]
1 51% (19/37) iranskich pacjentow ze SCID [72]. Czgstos¢ wystepowania niedoboru RAG jest
trudna do ustalenia ze wzgledu na bardzo zmienny fenotyp, p6zny wiek ujawnienia si¢
wariantow hipomorficznych i rézny poziom mozliwosci diagnostycznych w réznych krajach
[73]. Na podstawie danych przedstawionych w niniejszym badaniu ustalili$my, ze minimalna
czestos¢ wystepowania niedoboru RAG wahata si¢ od 1:189 000 w Czechach do 1:1 200 000
na Ukrainie; $rednio 1 na 190 000-300 000 zywych noworodkow. Nadal nie jest jasne czy
wszystkich pacjentow z deficytem RAG i fenotypem AS/CID (z resztkowa aktywno$cig
rekombinacyjng) mozna wykry¢ za pomocg badan przesiewowych noworodkow [5]. Nasze
dane retrospektywne sugeruja, ze wigkszos$¢ pacjentdéw z péznymi formami niedoboru RAG
(CID) prawdopodobnie nie jest zauwazona, ale wykrywalnos$¢ pacjentow TS/OS jest catkiem
dobra w wigkszo$ci krajow stowianskich. Istnieje ogromna potrzeba wczesnej identyfikacji
tych pacjentdéw, zanim wystapia powiktania zakazne i autoimmunizacyjne. Dostepnosé
sekwencjonowania nowej generacji i dostep do procedury HSCT umozliwia poprawe
wynikéow leczenia w tej grupie. W niniejszym badaniu 27% pacjentow zostato
sklasyfikowanych jako AS. Fenotyp ten zostal po raz pierwszy opisany przez Schuetza C.
i wsp. w 2008 roku, ktorzy nazwali go ,,atypowym/nieszczelnym SCID”. W ciggu ostatnich
lat wzrasta §wiadomo$¢ wystepowania tych pacjentow [53, 59-61, 63, 69, 74-76]. Do
charakterystycznych cech klinicznych nalezg powiktania zapalne i/lub autoimmunizacyjne.
Cytopenie autoimmunizacyjne byty najczestszym objawem w naszej kohorcie i stwierdzono
je u 58% (11/19 pacjentow z deficytem RAG1 i fenotypem AS). U jednej trzeciej pacjentow
z defektem RAG1 nie stwierdzono bardzo niskiej liczby limfocytow B, a u ponad dwoch
trzecich przypadkéw stwierdzono obecnos¢ limfocytow B od niskiej do prawidtowe;.
Stowianie stanowiag najwigksza grupe etniczno-jezykowa w Europie [77-78]. W 10 z 11
krajow wigkszo$¢ pacjentow byla nosicielami wariantu ¢.256_257delAA w genie RAG1
w uktadzie homo- lub heterozygotycznym. Na podstawie naszych danych przedstawionych
w tym badaniu ustalilismy, ze geograficzne centrum pochodzenia tego specyficznego allelu
RAG1 odpowiada obszarowi dorzecza Wisty w srodkowo-wschodniej Polsce [Rycina 6B].
Lokalizacja ojczyzny Stlowian przed ich wielka ekspansja w V i VI wieku jest jednym
z waznych pytan historii Europy. Chociaz zaklada sig, ze prehistorycznie pierwotnym
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siedliskiem Stowian byta Azja, z ktorej migrowali, aby zaludni¢ czgsci Europy Wschodniej,
debata dotyczaca europejskiej ojczyzny Stowian wydaje si¢ pozostawaé nierozwigzana.
Sformutowano rozne teorie dotyczace geograficznego pochodzenia Stowian oparte na danych
archeologicznych, antropologicznych i/lub jezykowych. Jedna z nich umiejscawia kolebke
Stowian w dorzeczu Wisty i Odry (obecnie Polska), inna lokalizuje jg w dorzeczu
srodkowego Dniepru (obecnie Ukraina) [71]. Uzyskane dane wzmacniaja hipotezg, ze
Stowianie mogli rozprzestrzeni¢ si¢ z obszaru dorzecza Wisly ze wzgledu na duzg liczbe
rodzin z homozygotycznym wariantem z tego regionu [rysunek 3B]. Mozliwe, ze wariant ten
mozna byloby znalez¢ w dorzeczu $rodkowego Dniepru, gdyby byla wyzsza wykrywalnosé
przypadkéw RAG na Ukrainie. Jedyny homozygotyczny wariant wérod Stowian wschodnich
znaleziono na Ukrainie (Odessa), a rodzice zaprzeczyli swojemu pokrewienstwu. Dane
przedstawione w pracy wskazuja, ze €.256_257delAA mozna okresli¢ jako ,,stowianski”
wariant RAG1 lub wariant zatozycielski. Migracje populacji w Europie doprowadzity do
rozprzestrzenienia si¢ grup etnicznych, a w konsekwencji do mieszania genetycznego.
Migracje, wraz z innymi czynnikami, réwniez determinowaly czesto$¢ wystepowania
wariantow genetycznych wsrod innych populacji [77-78]. Przegladajac opublikowane
przypadki, ustalilismy, ze pacjenci z homo- i heterozygotycznymi wariantami
c.256_257delAA RAG1 wykryto w kohortach europejskich [53, 59, 79-82]. Niedawne
badanie wsrod kohorty 44 pacjentow SCID w Turcji wykazato jednego pacjenta z wariantem
.256_257delAA w RAG1 w uktadzie homozygotycznym [71], a w Austrii zdiagnozowano
niemowlg SCID z chioniakiem B-komorkowym watroby z homozygotycznym wariantem
€.256_257delAA [82]. Nalezy zauwazy¢, ze we wszystkich tych poprzednich badaniach
pochodzenie etniczne pacjentéw nie zostato udokumentowane. Nasze badanie podkresla, ze
wariant zatozycielski RAG1 wystepuje szczegdlnie czegsto W obszarze dorzecza Wisty.
Poniewaz przypadki kumuluja si¢ w okreslonym regionie w Polsce, badania przesiewowe
nosicieli patogennych wariantow RAG mogg mie¢ duze znaczenie i mogg by¢ oferowane
rodzicom. Nasze badanie podkresla znaczenie regionu urodzenia i pochodzenia etnicznego

w diagnostyce genetycznej.
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IX.5. Opis przypadku i dyskusja publikacji numer 5

W publikacji pt. ,,Case report: severe combined immunodeficiency with ligase 1 deficiency
and Omenn-like manifestation” opisano przypadek dziewczynki, ktora urodzita si¢ w 35.
tygodniu cigzy z pierwszej, niepowiklanej cigzy u 28-letniej matki. Urodzona sitami natury,
Z masg urodzeniowg 1950 g zostala oceniona na 6 punktow w skali Apgar. Rodzice byli
zdrowi, niespokrewnieni. Po porodzie u dziewczynki stwierdzono problemy z oddychaniem
i hepatosplenomegali¢. Badania krwi wykazaly niedokrwisto$¢ makrocytarng od pierwszego
dnia Zzycia, ze st¢zeniem hemoglobiny 6,9 G/dl w dniu urodzenia [zakres normy dla wieku:
14,9-23,7 G/dl], $rednig objeto$cig krwinki czerwonej (MCV) 133 fL [N: 100-125 fL],
trombocytopenia w pierwszym tygodniu zycia (minimalna liczba ptytek krwi 49x10%/ul)
i limfopenia od trzeciego dnia zycia (4-16%; 0,2-1,3x10%ul). Z powodu niewydolnosci
oddechowej, prawdopodobnie nieinfekcyjnej, stosowano wentylacj¢ mechaniczng przez jeden
dzien, nast¢pnie ciggte dodatnie cisnienie w drogach oddechowych przez nos przez kolejne 3
dni. Markery zakazenia i diagnostyka mikrobiologiczna byly ujemne, ale u noworodka
zastosowano empiryczng antybiotykoterapi¢ (ampicyling 1 amikacyna). Z powodu
niedokrwistosci, dziecko otrzymato wielokrotne transfuzje uzupetniajace koncentratu krwinek
czerwonych napromieniowanych, filtrowanych oraz 10 dawek erytropoetyny. Z powodu
trombocytopenii jednorazowo przetoczono koncentrat ptytek krwi. Dwukrotnie przetoczono
dozylny preparat immunoglobulin. Dziewczynka zostata wypisana z oddzialu
noworodkowego w wieku 32 dni, ale po tygodniu, w wieku 5 tygodni, zostala ponownie
przyjeta do szpitala z powodu niedokrwistosci (Hb 7,3 G/I) i limfopenii 0,7x10%/ul)
z wysypka rumieniowo-grudkowa, ktorej nie obserwowano w okresie noworodkowym.
Wykluczono niedobor witaminy B12 i kwasu foliowego. Cytometria przeptywowa wykazata
gleboka limfopeni¢ z liczbg limfocytéw T 30 komorek/ul, limfocytow B CDI19+ 93
komorki/ul i komorek NK CD3-CD56+CD16+ 196 komorek/ul. W biopsji szpiku kostnego
stwierdzono szpik kostny bogatokomorkowy ze zredukowang linig erytroblastyczng
i limfoidalng, bez cech rozrostu nowotworowego [Rycina 10A]. Na podstawie uzyskanych
wynikow badan laboratoryjnych wysuni¢to podejrzenie cigzkiego zltozonego niedoboru
odporno$ci. Niemowle przyjeto do Kliniki Immunologii IPCZD w Warszawie, w wieku 8
tygodni, w stanie ogolnym s$rednim. U pacjenta stwierdzono uogoélnione rumieniowo-
zluszczajace zlokalizowane gltdwnie na twarzy [Rycina 2B], zapalenie spojowek 0 etiologii
gronkowca ztocistego i powigkszone wezty chlonne szyjne i pachwinowe o $rednicy do 1 cm.
Wielko$¢ sledziony i watroby miescila si¢ w granicach normy wiekowej. Dlugo$¢ ciata
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oceniana na siatkach centylowych dla wcze$niakow w wieku cigzowym 32-37 tygodni byta
ponizej 3 percentyla, ale masa ciala i obwod glowy byly proporcjonalne do dlugosci.
W leczeniu stosowano ogodlnoustrojowa antybiotykoterapig, palivizumab i dozylne
immunoglobuliny, kontynuowano profilaktyke przeciwwirusowa, przeciwgrzybicza,
przeciwpneumocystodozows. Z powodu niedokrwisto$ci dziewczynka wymagata transfuzji
uzupehniajgcych  krwinek czerwonych co okoto 2 tygodnie. Podczas hospitalizacji
obserwowano tagodna, przewlekla biegunke i nadzerki wokoél odbytu z przejsciowym
dodatnim wynikiem badania kalu na obecno$¢ rotawirusa. Powtorzono badania
immunologiczne i na podstawie wynikow rozpoznano ci¢zki ztozony niedobor odpornosci ze
zmniejszong liczbg komoérek T, B i NK [Tabela 8]. Z powodu rumieniowo-ztuszczajacych
zmian skornych, obwodowej limfadenopatii, eozynofilii (7020/ul), oligoklonalnego rozktadu
tancucha Vb TCR [Rycina 11A], pomimo niskiego stezenia IgE (<2,00 kIU/l) wysunigto
podejrzenie zespotu Omenna Wykluczono chimeryzm matczyno-ptodowy. Fibroblasty
wyhodowane z biopsji skory wykazaty czeSciowa wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujace
[Rycina 11B] w poréwnaniu z fibroblastami pochodzacymi od pacjenta z radiowrazliwym
SCID z powodu niedoboru Artemis. Nie przeprowadzono oceny histopatologicznej biopsji
skory z powodu matej powierzchni typowych zmian skornych, wystepujacych gtownie na
glowie 1 twarzy. Zastosowano skojarzone leczenie immunosupresyjne prednizonem
i cyklosporyng A uzyskujac stopniowa poprawe stanu skory i zmniejszenie eozynofilii.
Przeprowadzono diagnostyke genetyczng za pomoca sekwencjonowania catego eksomu DNA
pacjenta przy uzyciu zestawu Twist Human Core Exome Plus Kit (Twist Bioscience). Wyniki
badan genetycznych wykazaty obecnos¢ dwoch wariantow w uktadzie heterozygotycznym
w genie LIG1 (NM_000234.1): wariantu missense 0 niepewnym znaczeniu Klinicznym
(c.2312 G>A, p.Arg771Gly), ale o wysokich wynikach patogennosci (w tym wyniku DANN
(7) siegajacym 0,9995) oraz prawdopodobnie patogennego wariantu splicingowego
c.776+5G>T, p.Pro260*. Aby sprawdzi¢, czy wariant c.776+5G>T wplywa na splicing
mRNA, przeprowadzono bezposrednie sekwencjonowanie cDNA. Stwierdzono, ze wariant
splicingowy spowodowat wstawienie 16 nukleotydow w intronie 9, co doprowadzito do
przedwczesnej terminacji syntezy biatka w pozycji 260 (Rycina 11C). Nastepnie
przeprowadzono bezposrednie sekwencjonowanie DNA dziecka i jego rodzicow w celu
wykrycia obecnosci obu wariantow LIG1. Stwierdzono, ze kazde z rodzicow jest nosicielem
pojedynczego wariantu w genie LIG1, co potwierdzito, ze oba warianty LIG1 znajduja si¢
u probanta na oddzielnych allelach. Zbiory danych przesytano do repozytorium Europejskiego

Archiwum Zmiennosci (The European Variation Archive - EVA)
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(https://www.ebi.ac.uk/eva/?eva-study=PRJEB*****) i sg publicznic dostepne pod numerem
projektu PRJEB56316, numerami przyjecia ERZ14199911 w EMBL-EBI. Ze wzglgdu na
cechy immunologiczne cigzkiego ztozonego niedoboru odporno$ci, dziewczynka zostala
zakwalifikowana do przeszczepienia macierzystych komoérek krwiotworczych od dawcy
niespokrewnionego. W wieku 4 miesiecy przeprowadzono MUD HSCT, stosujgc protokot
GEFAO03, z dozylnym busulfanem, fludarabing, cyklofosfamidem i i.v. globuling
antytymocytarng (ATG). Profilaktyka choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD)
sktadata si¢ z cyklosporyny A i metotreksatu. Przeszczepiono komorki progenitorowe krwi
obwodowej w dawce 14,67 x 10° komoérek CD34-+/kg masy ciata. Pacjentka osiggneta
mieszany chimeryzm hematopoetyczny, ktory ustabilizowat si¢ na poziomie 60-70% komorek
jednojadrowych pochodzenia dawcy i ponad 90% limfocytow pochodzenia dawcy.
W momencie przygotowywania manuskryptu dziewczynka byta obserwowana przez dwa lata
po HSCT. Jej rozw¢j fizyczny 1 motoryczny byl lekko opdzniony. Limfopenia B byla
obserwowana stale, a pacjentka wymagata terapii immunoglobulinami, a takze sporadycznie -
transfuzji  uzupeliajacych krwinek czerwonych. Bezposrednie 1 posrednie testy
antyglobulinowe byly ujemne, aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej, wyniki bilirubiny
bezposredniej i posredniej miescity si¢ w zakresie normy. Z powodu niedokrwistosci

rozwazano drugie HSCT.

Dyskusja
Opisana pacjentka wykazywata unikatowe objawy Kliniczne zwigzane z wariantami w obrebie
genu LIG1 w uktadzie heterozygotycznym. Wariant splicingowy c.776+5G>T, p.Pro260*
spowodowat insercje 16 nukleotydow w intronie 9 LIG1, co prowadzilo do przedwczesnego
zakonczenia biatka w pozycji 260, a w konsekwencji - do braku funkcjonalnych domen
biatka. Wariant typu missense (c. 2311G> T, p.Arg771Gly, R771G), ktéry wplynat na
strukture domeny wigzacej katalityczne oligonukleotydy/oligosacharydy, byt zlokalizowany
w tej samej pozycji, co u 4 innych pacjentow z niedoborem LIG1 (R771W), ale zwigzany
z inng zmiang aminokwasow [83-84]. Warianty R771W, jak i R641L zmniejszaja aktywno$¢
ligazy DNA [85-86]. Biologiczna funkcja ligazy DNA 1 w replikacji i naprawie DNA jest
zwigzana z taczeniem fragmentéw Okazaki podczas replikacji i katalizowaniem ostatecznego
etapu ligacji DNA [86]. Funkcje komorkowe LIG1 sg przekazywane przez jego domeng
N-koncowg (aminokwasy 1-261), ktora zawiera sygnal lokalizacji jadrowej i uczestniczy
w interakcjach biatko-biatko [87]. Niedobor ligazy DNA 1 jest niezwykle rzadka przyczyna
IEI Z r6znym spektrum objawow klinicznych wptywajacych nie tylko na odpornos¢, ale takze
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na wzrost, rozwoj psychomotoryczny i produkcje komoérek krwi. Przebieg choroby opisanego
pacjenta obejmowal ci¢zka niedokrwisto$¢ wymagajaca wielokrotnych transfuzji krwinek
czerwonych od pierwszych godzin zycia. Nie jest jasne, dlaczego warianty patogenne w genie
LIG1 powodujg niedokrwistos¢ makrocytarng i inne objawy pozaszpikowe, ani czy istnieje
jakakolwiek Kkorelacja genotyp-fenotyp. Niedokrwisto$¢ makrocytarna prawdopodobnie
wynika z uposledzonej syntezy DNA w komorkach prekursorowych uktadu krwiotworczego,
jednak w przeciwienstwie do niedokrwisto$ci Fanconiego - nie prowadzi do niewydolnos$ci
szpiku kostnego, ale do hemolizy umiarkowanie kompensowanej przez produkcje
retikulocytow. Zaburzona synteza DNA moze rdwniez wptywaé na inne szybko dzielace si¢
komorki krwiotworcze. Podejrzenie IEI wysunigto w wieku 8 tygodni, gdy podczas badan w
kierunku przyczyny niedokrwisto$ci hemolitycznej zauwazono brak limfocytow T i niska
liczbe limfocytow B. Rozpoznanie SCID T-B-NK+ bylo podobne do diagnozy u dwoéch
innych opisywanych chtopcow [88]. Obecnos¢ rumieniowo-ztuszczajacych zmian skérnych
sugerujgcych zespot Omenna, spowodowanych niekontrolowang proliferacjg autologicznych
limfocytow T, byla unikatowa cechg u naszej pacjentki. Diagnoz¢ potwierdzono kryteriami
klinicznymi, ktore stwierdzaja, ze prawdopodobne rozpoznanie zespotu Omenna moze zosta¢
postawione, gdy ztuszczajaca erytrodermia wystapi w pierwszym roku zycia i towarzyszy jej
co najmniej jeden objaw kliniczny: limfoproliferacja, brak przyrostu masy ciata, przewlekta
biegunka, nawracajace zapalenie ptluc, eozynofilia lub podwyzszone IgE z niedoborem
limfocytow T (niska liczba komodrek naiwnych, zmniejszona proliferacja, oligoklonalno$é)
oraz po wykluczeniu chimeryzmu matczyno-ptodowego i zakazenia HIV [89]. Nasza
pacjentka byta skutecznie leczona jako zespot Omenna prednizonem i cyklosporyna: ustgpilty
zmiany skorne, limfadenopatia 1 biegunka, a liczba eozynofilow ulegta normalizacji.

Podstawowa konsekwencjg niedoboru LIGI1 jest uposledzony mechanizm naprawy DNA.
Komoérki naszej pacjentki wykazywaly zwigkszong wrazliwo§¢ na promieniowanie
jonizujace, promieniowanie UV i czynniki uszkadzajagce DNA in vitro, jak u pierwszego
opisanego pacjenta [88]. Na podstawie wytycznych dotyczagcych HSCT u pacjentow
z radiowrazliwoscig 1 doswiadczenia os$rodka przeszczepiajacego - zastosowano protokot
kondycjonowania 0 zmniejszonej intensywnosci. Okres okotoprzeszczepowy przebiegat bez
istotnych powiktan. Jednak zmodyfikowany niemiecki protokot leczenia niedokrwistosci
Fanconiego nie wykazal wystarczajgcego potencjalu mieloablacyjnego, jak zaobserwowano
w przypadku pacjentéw z zespotem ataksji-teleangiektazji i zespotem Nijmegen [90-91]. Nie
mozna wykluczyé, ze suboptymalna mielosupresja spowodowata autologiczng odnowe

komorek NK i przyspieszong eliminacj¢ hematopoezy pochodzacej od dawcy. Nie oceniano
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chimeryzmu komoérek B 1 NK. Ocen¢ chimeryzmu mieloidalnego w komorkach CD15-
dodatnich przeprowadzono tylko raz. Wszystkie inne pomiary chimeryzmu przeprowadzono
w komorkach jednojadrzastych Iub limfocytach T. Mozna postawi¢ hipoteze, ze szczatkowa
hematopoeza i mielopoeza dawcy (ok. 2% wszystkich komorek CD15) byta odpowiedzialna
za produkcje komoérek NK 1 brak konkurencji ze strony autologicznych komorek
limfoidalnych. Opisana procedura HSCT w niedoborze LIG1 sugeruje skutecznos¢
minimalnego kondycjonowania o duzej intensywnosci, ale nie potwierdzito si¢ to
w przypadku naszego pacjenta. Obaj wczesniej opisywani chlopcy, ktorzy byli poddani
procedurze HSCT w Great Ormond Street Hospital w Londynie od dawcow rodzinnych,
otrzymali kondycjonowaniec o minimalnej intensywnos$ci: fludarabina 150 mg/m2,
cyklofosfamid 1000 mg/m2, alemtuzumab 1 mg/kg i YTH 24/54 (przeciwciata monoklonalne
anty-CD45) 800 mg/kg. Chociaz pierwszy pacjent otrzymat dodatkowo YTH 24/54
przeciwciata monoklonalne anty-CD45 w zmniejszonej dawce z powodu reakcji niepozadane;j
podczas infuzji, osiagnal pelny chimeryzm wieloliniowy dawcy. Drugi pacjent wykazat niski
poziom przeszczepienia komoérek B, wymagat transfuzji koncentratu krwinek czerwonych
i pozostawal na terapii zastepczej immunoglobulinami [88]. Optymalny protokot
kondycjonowania z wystarczajacym przeszczepieniem mieloidalnym jest wazny w przypadku
rozwazanej retransplantacji, ale nie ma wystarczajacych danych, aby okresli¢ odpowiednie

schematy chemioterapii.
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IX.6. Opis przypadku i dyskusja publikacji numer 6

W publikacji pt. ,,Atypical Hemolytic Uremic Syndrome (aHUS) and Adenosine Deaminase
(ADA)-Deficient Severe Combined Immunodeficiency (SCID)-Two Diseases That
Exacerbate Each Other: Case Report” opisano przypadek chiopca z cigzy drugiej, porodu
drugiego, urodzonego w 38. tygodniu cigzy, sitami natury, z masg urodzeniowg 3150 g,
dhugoscig ciata 54 cm, ocenionego na 9 punktow w skali Apgar. Od pierwszych miesigcy
zycia u pacjenta wystgpowaly nawracajgce biegunki, obserwowano zahamowanie przyrostu
masy ciata I opdznienie rozwoju psychoruchowego. W wieku trzech miesigcy chlopiec
przebyt ospe wietrzng, a sze$¢ miesiecy pozniej potpasiec [Rycina 12]. Wowczas pacjent byt
hospitalizowany z powodu ostrej niewydolnosci nerek z bezmoczem, obrzekiem uogoélnionym
i niewydolnoscia oddechowa wymagajacej leczenia na oddziale intensywnej terapii.
W wynikach badan stwierdzono szereg nieprawidtowos$ci: podwyzszona liczba retikulocytow,
hiperbilirubinemia, podwyzszone st¢zenie kreatyniny w surowicy i podwyzszona aktywnos¢
dehydrogenazy mleczanowej, a takze biatkomocz i krwiomocz, ktére budzily podejrzenie
zespolu hemolityczno-mocznicowego. Ponadto w rozmazie krwi obwodowej stwierdzono
obecno$¢ schistocytow, stanowiacych 6% erytrocytow oraz podwyzszone wartosci
aminotransferazy asparaginianowej (AST), aminotransferazy alaninowej (ALT), gamma-
glutamylotransferazy (GGT) i biatka C-reaktywnego (CRP). Chilopiec zostal zakwalifikowany
do ciagtej dializy otrzewnowej. Ponadto, ze wzglgdu na podejrzenie aHUS i koagulopati¢
(trombocytopenia, wydtuzony czas kaolinowo-kefalinowy i czas protrombinowy wraz ze
zmniejszong aktywnoscig fibrynogenu), przetaczano czynniki krwiopochodne. Wykluczono
zakazenie Escherichia coli wytwarzajace toksyne Shiga na podstawie posiewu katu. Ocena
sktadnikow dopelniacza wykazata nieznacznie obnizone stezenie sktadowej C3, a C4
w zakresie normy. Aktywnos¢ ADAMTS13 (A Disintegrin-like And Metalloprotease with
Thrombospondin motifs 13) wynosita 60%. Dializ¢ otrzewnowa prowadzono przez 29 dni,
a transfuzje osocza krwi i leczenie farmakologiczne nie przyniosty znaczgcej poprawy Stanu
pacjenta. W zwiazku z tym zdecydowano si¢ na przeprowadzenie o$miu cykli plazmaferezy,
Z dobrg odpowiedzig kliniczng (w tym czasie leczenie ekulizumabem byto niedostepne). lo§¢
wymienionego osocza wynosita §rednio 600 ml/sesje¢ (80 ml/kg/masy ciala). Dodatkowo
chlopiec otrzymywat skojarzong terapi¢ hipotensyjng, obejmujaca amlodyping, bisoprolol
i ramipril. Przez nast¢pne miesigce pacjent pozostawal pod ambulatoryjng opieka
nefrologiczng. W wieku 13 miesiecy chlopiec zostat przyjety do szpitala z powodu wysokiej

temperatury ciata i cigzkiego odwodnienia, ktoremu towarzyszyly podwyzszone st¢zenia
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AST, GGT 1 CRP. Dalsze badanie wykazato infekcje gornych drog moczowych (zapalenie
gardta i migdatkow), po ktorej nastgpit obrzgk uogolniony, oliguria i hipoalbuminemia.
W zwiazku z tym podano amoksycyling z kwasem klawulanowym, furosemid i 20% roztwor
albuminy. Niestety, leczenie nie przyniosto rezultatu, wystgpity lewostronne napady
cze$ciowe | odgieciowe utozenie. Wykonano tomografie komputerowa gtowy (TK) i analize
ptynu  moézgowo-rdzeniowego, ale nie stwierdzono zZadnych nieprawidtowosci.
W echokardiogramie stwierdzono ubytek przegrody miedzyprzedsionkowej i1 niewielka
niedomykalnos¢ zastawki trojdzielnej. W kolejnych dniach pojawity si¢ objawy obrzgku ptuc
i chlopiec wymagatl dializy otrzewnowej i wentylacji mechanicznej przez 6 dni. Dalsze
badania wykazaly stezenie kreatyniny w surowicy wynoszace 37,7 umol/l i stgzenie mocznika
wynoszace 8,7 mmol/l. Po kilku dniach stabilnego stanu rozwingto si¢ zapalenie ptuc
Z towarzyszaca ci¢zka niedokrwistoscig. Podczas transfuzji krwi doszto do naglego
zatrzymania czynnosci serca i chtopiec ponownie wymagat intensywnej opieki. Gdy stan sig
poprawil, wykonano biopsje¢ nerki, ktora ujawnita proliferacje komorek mezangialnych, ztogi
hialinowe w $wietle kiebuszkow nerkowych i pogrubienie w obrgbie kazdej warstwy $ciany
tetnicy. Taki opis przemawiat za btoniasto-rozplemowym kiebuszkowym zapaleniem nerek
z waskulopatig [Ryciny 13 i 14]. Badanie szpiku kostnego, wykazato limfopeni¢ (23%). Po
kilku dniach od biopsji nerki zauwazono krwiomocz, a USG jamy brzusznej ujawnito
przetoke tetniczo-zylng prawej nerki; w zwigzku z tym u chlopca wykonano embolizacje
uszkodzonej tetnicy. W zwiazku z podejrzeniem aHUS przeprowadzono badania genetyczne,
przeanalizowano geny ADAMTS13, C3, C5, CD46, CFB, CFH, CFHR1, CFHR2, CFHRS,
CFHR4, CFHR5, CFI, DGKE, MMACHC, PLG, THBD. Analiza duzych delecji i rearanzacji
nie wykazata wariantow patogennych w genie CFHR1-5, a takze w genach DGKE,
MMACHC, PLG, THBD, C3, C5 i CFIl. W genie CFH wykryto wariant wysokiego ryzyka
rozwoju aHUS i zwigzany ze ztym rokowaniem i wigkszym ryzykiem odrzucenia przeszczepu
[92]. Dodatkowo w genie CD46 wykryto trzy haplotypy wysokiego ryzyka (rs2796267,
rs2796268 i rs859705) [93-94]. Obie kopie genu ADAMTS13 zostaly opisane z wariantem
152301612, wezesniej wykrytym u pacjentow z tetniakami [95]. Co wigcej, inny wariant, dos$¢
rzadki w populacji ogodlnej, 0 nieznanej patogennosci zostat wykryty w pojedynczej kopii
genu CFB (rs13194698; NM_001710.5:¢.299-111C>T). U pacjenta stwierdzono utrzymujacg
sie limfopenie, a bezwzgledna liczba limfocytow w zakresie od 0,17 do 0,8 x 10%/ul. Badanie
subpopulacji limfocytow wykazato zmniejszong liczbe limfocytow B, T 1 komorek NK, co
sugerowato rozpoznanie SCID T-B-NK- i sktonito do dalszej diagnostyki immunologicznej.

Komorki CD45+ wykazywaly antygen powierzchniowy RO w 95,5% komorek. Stgzenia
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wszystkich gtéwnych klas immunoglobulin byty istotnie ponizej normy. Wykonane badania
genetyczne ujawnily wariant patogenny w genie ADA w ukladzie homozygotycznym
(c.302G>A). Rozpoznano ADA-SCID. Niestety, progresja zakazen i choroby podstawowej

doprowadzita do niewydolno$ci wiclonarzadowej i zgonu pacjenta w wieku 16 miesigcy.

Dyskusja
W przedstawionym przypadku wstepna diagnoza byta mikroangiopatyczna niedokrwisto$¢
hemolityczna. Wyrdznia sie¢ trzy gldwne typy tej niedokrwistosci: pierwotne (wrodzone
i nabyte), i wtorne wywotane zakazeniem. Aby wykluczy¢ zakrzepowa plamice
matoptytkowa (TTP), wykonano badanie aktywnosci ADAMTS13, uzyskujac wynik powyzej
10%. HUS wywotany przez bakterie wytwarzajace toksyne Shiga, gtownie Escherichia coli,
jest najczestszym typem wsrdd najmtodszych pacjentow [96-97]. Tak wige, gtownym
krokiem w diagnostyce réznicowej aHUS u dzieci jest wykluczenie zakazenia. Dlatego
w opisanym przypadku wykonano badanie posiewu katu, wykluczajac zakazenie wywolane
przez szczepy bakterii wytwarzajace werotoksyne. Ponadto potaczenie niskiego st¢zenia
sktadowej C3 dopetniacza i prawidtowego stezenia sktadowej C4 dopetniacza wskazywato na
rozpoznanie aHUS. Biopsja nerki wykazata btoniastorozplemowe kigbuszkowe zapalenie
nerek z obecnos$cig zakrzepowej mikroangiopatii 1 ztogow witdknika potwierdzajac patologie
zwigzang z aHUS. Chociaz w tej dziedzinie nastgpil znaczny postep, u okoto 40% pacjentow
etiologia aHUS jest nadal nieznana [98]. Rozpoznanie aHUS jest nadal trudne do
jednoznacznego ustalenia, poniewaz nie istnieje bezposredni test diagnostyczny, a dostgpne
biomarkery nie sg calkowicie wiarygodne [96-97]. Diagnostyka genetyczna jest
obowigzkowym elementem procesu diagnostycznego. Ws§rdd zaburzen genetycznych
zwigzanych z aHUS u przedstawionego pacjenta stwierdzono warianty patogenne w genach
CFB, CFH i MCP. Haplotyp czynnika dopelniacza H TGTGT jest umiarkowanym
czynnikiem ryzyka wedtug de Cordoby i in. [92]. Wykryte warianty w genie MCP u naszego
pacjenta zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami Fremeaux-Bacchi pokazujg, ze zmiennos¢
genetyczna w MCP jest rowniez zwigzana z atypowym HUS w tym przypadku [93].
W diagnostyce roznicowej wykluczono warianty patogenne w genie Kkinazy
diacyloglicerolowej epsilon (DGKE), ktorych obecno$¢ moze by¢ odpowiedzialna za
patologi¢ nerek w postaci mikroangiopatii zakrzepowej [99-100] i choroby kobalaminy C,
ktora moze rowniez objawiac si¢ jako HUS w okresie niemowlecym [101]. Dodatkowo, kopie
genu ADAMTS13 zostaly opisane z wariantem zdefiniowanym wczesniej] u pacjentow

z tetniakami, ktory jest wariantem tagodnym, nieobnizajacym aktywnosci ADAMTSI13 [95,
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102]. W obrazowaniu TK tetniaki zostaty wykluczone u prezentowanego pacjenta. Taki
wariant genu ADAMTS13 jest czgsto obserwowany u pacjentow z aHUS. Wykonanie badan
genetycznych nie powinno op6zniaé leczenia aHUS. Dlatego tez zastosowano odpowiednig
terapi¢ zgodng ze standardami opieki przy pierwszym wystgpieniem aHUS, w tym terapie
wymiany osocza, poniewaz leczenie ekulizumabem nie bylo jeszcze wowczas dostepne
w Polsce [103]. W opisanym przypadku incydent oligurii powodujacy ci¢zkie przewodnienie
zostal zdefiniowany jako zaostrzenie przewleklej choroby nerek podczas zakazenia
septycznego. Wystepujace powiklania neurologiczne z prawidlowym poczatkowo wynikiem
tomografii komputerowej gtowy i ptucne nie byty wiagzane z aHUS.

W przedstawionym przypadku badania genetyczne wykazaty wariant patogenny w genie ADA
w uktadzie homozygotycznym i doprowadzity do rozpoznania zaburzen metabolizmu puryn.
Niedobor ADA jest zwigzany z zaburzeniem metabolizmu puryn, ktére wptywa na rozne
komorki [104]. ADA jest gtdéwnym enzymem w deaminacji nukleozydéw purynowych, takich
jak adenozyna (Ado) do inozyny i 20-deoksyadenozyny (d-Ado) do 20-deoksyinozyny (d-
Ino) [105-106]. W przypadku braku tej reakcji w metabolizmie puryn, d-Ado i Ado gromadza
si¢ w ptynach i sktadnikach komoérkowych osob dotknigtych choroba, powodujac uszkodzenie
komoérek odporno$ciowych, gldéwnie wplywajac na rozwdj i1 funkcje komorek T, B i NK,
a takze na narzady pozaszpikowe [107-108]. Pacjent od poczatku prezentowal gleboka
limfopeni¢ i wykazywal podwyzszony odsetek limfocytow pamigci CD45RO+. Warto
wspomnie¢, ze plazmafereza i wielokrotne transfuzje osocza, stosowane w leczeniu aHUS,
mogly zapewni¢ pacjentowi bierng odporno$¢ humoralng. Wedtug literatury mechanizm
ADA-SCID wptywajacy na rozwdj aHUS moze by¢ zwigzany z infekcja, deregulacjg funkcji
dopelniacza, autoimmunizacjg lub uposledzonym metabolizmem; jednak nie ustalono
pewnych powigzan [109-110]. Zwezenie tetniczek nerkowych doprowadzajacych i pdzniejsze
zmniejszenie filtracji kigbuszkowej sa konsekwencjami sygnalizacji przez receptor adenozyny
Al [111-112]. Dlatego podejrzewa si¢, ze podwyzszony poziom adenozyny pozakomorkowej
w tkance nerkowej u pacjentow z niedoborem ADA stopniowo wywotuje biatkomocz
nerczycowy, poniewaz raporty z sekcji zwlok pacjentow z ADA-SCID ujawnity stwardnienie
mezangialne w wigkszosci przypadkow i uogdlnione stwardnienie klebuszkéw nerkowych
w nawet 10% klebuszkow nerkowych w momencie zgonu [113]. Takie ustalenia moga miec
wplyw na przebieg aHUS, przyspieszajac postep niewydolnosci nerek 1 zmniejszajac
odpowiedz na leczenie. Wyniki tego przypadku, wraz z przypadkami opisanymi
w cytowanych odniesieniach [109-110], sugeruja, ze ADA-SCID oprocz aHUS moze

objawia¢ si¢ nefropatia w okresie niemowlecym, rowniez z powodu uszkodzenia tetnic
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i klebuszkéw nerkowych wywotanego przez adenozyne z réwnoczesnymi uszkodzeniami
watroby. Uwaza si¢, ze kombinacja czynnikow sprzyjajacych rozwojowi aHUS obejmuje
zakazenia, zaburzenia genetyczne i podatno$¢ srodowiskowa [114-115]. Stad tez zakazenie
wirusem potpasca, przedstawione w tym przypadku, uznano za czynnik wyzwalajacy rozwoj
aHUS. Rozsiana ospa wietrzna wywotana wirusem dzikiego typu lub po szczepieniu przeciw
ospie wietrznej u pacjentow z SCID, w tym ADA-SCID, zostata juz opisana [116]. Uwaza
si¢, ze pacjenci z ADA-SCID sa bardziej narazeni na rozw6j aHUS w wyniku choroby
wywolanej przez szeroki zakres patogenow lub nawet oportunistyczng infekcje. Jak
wspomniano powyzej, zaburzenia metabolizmu puryn spowodowane niedoborem ADA moga
wptywaé na rézne tkanki poprzez obecnie nieznane mechanizmy. Zaktada si¢, ze biologicznie
czynne metabolity puryn gromadzace si¢ w organizmie moga wywolywa¢ zmiany
metaboliczne, ktore w konsekwencji moga przyczynia¢ si¢ do predyspozycji do rozwoju

aHUS, o czym wspomniano takze w badaniu Nikolajeva i in. [109].
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X. Podsumowanie wynikow i wnioski

Tematem pracy doktorskiej jest przebieg kliniczny réznych postaci cigzkiego ztozonego

niedoboru odpornosci zdiagnozowanych w Klinice Immunologii IP CZD i zagadnienia te

zostaly przedstawione we wszystkich pracach. Wykazano, ze:

1.
2.

Pierwsze objawy i rozpoznanie stawiano wczesniej u dzieci z TS 1 OS niz AS.
Objawami nasuwajgcymi podejrzenie SCID i skierowania do diagnostyki
immunologicznej u wigkszosci pacjentow byly zakazenia — cigzkie, zagrazajace zyciu,
nawracajace, oportunistyczne lub rozsiane zakazenie pratkiem BCG.

Limfopenia byla stwierdzana w chwili diagnozy u wickszos¢ pacjentow (80%)
I powinna by¢ juz wczesniej przyczyng poszerzenia diagnostyki w kierunku SCID.
Weczesna diagnoza u pacjentow ADA-SCID moze wynika¢ z obecnosci leukopenii
(z neutropenig i limfopenig) co zwracalo uwage pediatrow i pozwalalo wysungé
podejrzenie niedoboru odpornosci. Izolowana limfopenia bez leukopenii i neutropenii
u pacjentdw z innymi postaciami SCID bywa przeoczana.

Najdtuzsze opOznienie rozpoznania, pomimo wspoOtistniejacej limfopenii, mieli
pacjenci z atypowa postacig SCID, pozostajacy pod opieka hematologiczng (mediana
opOznienia rozpoznania 19 miesigcy). Diagnostyke w kierunku SCID zaleca si¢
u niemowlat z limfopenia, zwlaszcza z aplazja/hipoplazja grasicy lub zmianami
dysplastycznymi kosci mogacymi wskazywac¢ na ADA-SCID (ostry kat topatki).
Zakazenie pratkiem szczepionkowym BCG (miejscowe lub rozsiane) bylo
najczestszym zakazeniem. Rozsiane zakazenie dotyczyto niespetna 20% pacjentéw ze
SCID szczepionych w Polsce i wszyscy ci pacjenci mieli niskg liczbg¢ komoérek NK.
Podszczep Moreau BCG produkowany w Polsce przez firmg¢ Biomed a pochodzacy od
podszczepu Mycobacterium bovis BCG Moreau Rio de Janeiro jest bezpieczniejszy
niz w populacji brazylijskiej (48% pacjentow SCID szczepionych BCG miato
zakazenie rozsiane) lub w innych populacjach $wiatowych (34% pacjentow SCID
mialo BCG-itis).

Diagnostyka genetyczna wykazata, Zze najczestszymi genotypami SCID pacjentéw
diagnozowanych w Oddzial Immunologii IPCZD w latach 2010-2023 byty IL2RG,
RAG1/2, JAK3 i ADA, nie stwierdzono istotnych rdéznic w czestosci wystepowania
genotypow pomiedzy TS, AS 1 OS.

W genie RAG1 u naszych pacjentow dominuje wariant ¢.256 257delAA w uktadzie
homozygotycznym. Wysoki odsetek tego wariantu wsrdéd dzieci pochodzacych
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z Polski srodkowo-wschodniej oraz obecnos¢ u wszystkich Slowian, moze
wskazywaé, ze jest to wariant zatozycielski, ktory pochodzi z dorzecza Wisty
w Polsce.

9. Leczeniem przyczynowym pacjentow ze SCID jest HSCT. Cze$¢ pacjentow
z ci¢zkimi zakazeniami lub niewydolno$cig wielonarzagdowa umiera przed
postawieniem rozpoznania lub w okresie okotoprzeszczepowym. Przezycie pacjentow
ze SCID diagnozowanych w Oddziale Immunologii IPCZD w latach 2010-2023 byto
wyzsze u chorych diagnozowanych i leczonych we wczesnym okresie niemowlecym
z obcigzonym wywiadem rodzinnym, w poréwnaniu z pacjentami, u ktoérych diagnoza
byta stawiana po pojawieniu si¢ objawow (80% vs 67%).

10. ETZ byta efektywna u wszystkich czterech leczonych pacjentéw z ADA-SCID. Zaden
z nich nie byl poddany terapii genowej, na co wptyngt ograniczony dostep do
procedury.

11.SCID jest chorobg ultrarzadka. Niektorzy pacjenci prezentuja nietypowe oObjawy
kliniczne. Przedstawiono dziecko ze SCID o typie zespolu Omenna, z towarzyszacg
ciezka wrodzong niedokrwisto$cig makrocytarng i deficytem ligazy DNA I. U naszej
pacjentki wczesna diagnoza wynikata z obecnoSci cigzkiej niedokrwistosci
makrocytarnej oraz towarzyszacej limfopenii. W naszej pracy po raz pierwszy zespot
Omenna opisano u ztozonej heterozygoty, z dwoma nowymi wariantami w genie
LIG1: p.Arg771Gly i p.Pro260*. Nietypowy przebieg SCID z dominacja objawow
nefrologicznych takich jak aHUS, niewydolno$¢ nerek prowadzacych do

niewydolnosci wielonarzagdowej moze wynika¢ defektu deaminazy adenozyny.

Przedstawiona w pracach charakterystyka objawoéw klinicznych i1 wynikow badah moze
pozwoli¢ na poprawe diagnostyki SCID, przed rozwinigciem powiktan, a przez to zwigkszy¢
przezywalno$¢ pacjentow.

W leczeniu ADA SCID duze znaczenie ma ETZ. Publikacja opisuje doswiadczenia na jednej
z wigkszych grup pacjentow i wskazuje na duza skutecznos$¢ leczenia przed wdrozeniem
leczenia docelowego (HSCT, TG).

Szczegotowa dyskusj¢ parametréow klinicznych 1 laboratoryjnych przedstawiono w pracach

wchodzacych w sktad rozprawy.
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XI.

Wykaz tabel i rycin

Tabela 1. Przebieg czasowy diagnostyki i wyniki badan laboratoryjnych w typowym SCID

(TS), atypowym SCID (AS) i zespole Omenna (OS), IgG — immunoglobuliny klasy G, IgM —

immunoglobuliny klasy M, RTE (recent thymic emigrants) — emigranci z grasicy, PHA —

(phytohemagglutinin) - fitohemaglutynina, Sl (stimulation index) — indeks stymulacji,
(wartosci referencyjne S| dla PHA >65 i dla anti-CD3 >60)

SCID Mediana
(kwartyle: Q1, TS AS (O p-value
Q3)
Wiek
pierwszych
2.0 (0.93; 6) 2.0(1.2;4.7) 4.9 (1.7, 8) 0.9(0.3;1) p =0.0181

objawow
(miesiace)
Wiek
diagnozy 4.4 (2.5; 8.8) 3.0(0.5; 7.5) 8(4;20.2) 2.3(1.8;2.8) p =0.0011
(miesigce)
Opodznienie
diagnozy 25(1.2;7.1) 2.4 (1.3; 3.4) 4.7 (1.1;19) 1.7 (1.6; 1.,8) p =0.2798
(miesiace)
IgM [o/l] 0.23 (0.09; 0.74) 10.19 (0.07; 0.26) | 0.61 (0.22; 1.85) | 0.14 (0.05; 0.51) | p =0.0160
PHA [SI] 3.3(1.1;11.1) 1(1;1.7) 11.1 (5.6; 20.7) 8.8 (5; 12.5) p =0.0001
Anti-CD3
[si] 6.9 (1.3; 16.1) 11(1;1.4) 15.3(9.3; 37.5) | 11.05 (4.95; 15.2) | p =0.0005
RTE (%) 0.95(0.2; 3.5) 0.2 (0; 1.3) 2.1(0.6;5.9) 0.3(0.1; 0.5) p =0.1387
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Tabela 2. Dane kliniczne i wyniki badan laboratoryjnych w typowym SCID (TS), atypowym
SCID (AS) i zespole Omenna (OS).

SCID p-value
(liczba TS AS 0S (Chi?
pacjentow) Pearsona)
Pleé
- zenska 16/42 (38.1 %) | 5 (29.4 %) 7 (36.8 %) 4 (66.7 %) | 0.2681
- mgska 26/42 (61.9 %) | 12 (70.6 %) | 12(63.2%) | 2(33.3%)
Lekarz kierujacy
- pediatra 16/36 (44.4 %) | 9/12 (75 %) | 6/19 (31.6 %) | 1/5 (20 %)
- hematolog 7136 (19.4 %) | 1/12 (8.3 %) | 5/19 (26.3 %) | 1/5 (20%)
- dermatolog 3/36 (8.3 %) 0/12 (0%) 0/19 (0%) 3/5 (60%)
- anestezjolog 4/36 (11.1 %) | 1/12 (8.3 %) | 3/19 (15.8%) | 0/5 (0%)
- spec. chordb zakaznych | 1/36 (2.8 %) | 1/12(8.3%) | 0/19 (0 %) 0/5 (0 %) 0.0126
- nefrolog 1/36 (2.8%) | 0/12(0%) | 1/19(5.3%) | 0/5(0 %)
- gastroenterolog 2/36 (5.6 %) | 0/12(0%) | 2/19(10.5%) | 0/5(0 %)
- pulmonolog 1/36 (2.8 %) | 0/12(0%) | 1/19(5.3%) | 0/5 (0 %)
- kardiolog 1/36 (2.8 %) | 0/12(0%) | 1/19(5.3%) | 0/5 (0 %)
Pierwsze objawy
- zapalenie ptuc 11/36 (30.6 %) | 4/12 (33.3 %) | 7/19 (36.8 %) | 0/5 (0%)
- afty w Jamie ustnej 2/36 (5.6 %) | 2/12 (16.7%) | 0/19 (0 %) 0/5 (0 %)
- zapalenie mozgu 2/36 (5.6 %) | 1/12(8.3%) | 1/19(5.3%) | 0/5(0 %)
- nawracajace zakazenia | 6/36 (16.7%) | 2/12 (16.7 %) | 4/19 (21 %) 0/5 (0 %)
drog oddechowych
- zakazenie BCG 1/36 (2.8 %) | 1/12(8.3%) | 0/19 (0 %) 0/5 (0 %) 0.1908
- przewlekta biegunka 2/36 (5.6 %) | 1/12(8.3%) | 1/19(5.3%) | 0/5 (0 %)
- zakazenie uogdlnione 1/36 (2.8%) | 0/12(0%) | 1/19(5.3%) | 0/5(0 %)
- wysypki 8/36 (22.2 %) | 1/12 (8.3 %) | 3/19 (15.8 %) | 4/5 (80 %)
- niedokrwisto$¢ 2/36 (5.6%) 0/12 (0%) 1/19 (5.3%) | 1/5 (20%)
- limfopenia 1/36 (2.8 %) | 0/12(0%) | 1/19(5.3%) | 0/5 (0 %)
Infecje
- CMV 6/40 (15 %) |2/17 (11.8 %) |3/17 (17.6 %) |1/6 (16.7 %) | 0.8842
- BCG 18/32 (56.3 %) [10/12 (83.3 %) | 7/16 (43.8 %) | 1/4 (25%) | 0.1408
- PJP 7141 (17.1 %) | 3/17 (17.6 %) | 3/18 (16.7 %) |1/6 (16.7 %) | 0.9966
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- grzybicze 13/34 (38.2 %) | 8/13 (61.5 %) | 5/15(33.3%) | 0/5 (0 %) 0.0325
- bakteryjne 20/39 (51.3 %) | 5/17 (29.4 %) (10/16 (62.5 %) |5/6 (83.3 %) | 0.0382
Limfopenia 31/39 (79.5 %) [15/17 (88.2%) |14/16 (87.5 %)| 2/6 (33.3 %) | 0.0097
Neutropenia 14/39 (35.9 %)| 6/17 (35.3 %) | 7/16 (43.8 %) | 1/6 (16.7 %) | 0.4977
Eosynofilia 12/39 (30.8 %)| 1/17 (5.9 %) |5/16 (31.3 %) | 6/6 (100 %) | 0.0001
IgM

- niskie 18/40 (45 %) |9/16 (56.3 %) |5/18 (27.8 %) |4/6 (66.7 %)

- prawidlowe 13/40 (32.5 %) | 6/16 (37.5 %) | 6/18 (33.3 %) |1/6 (16.7 %) | 0.1375
- wysokie 9/40 (22.5 %) | 1/16 (6.3 %) |7/18 (38.9 %) |1/6 (16.7 %)

19G

- niskie 17/41 (41.5 %)| 8/17 (47.1 %) | 7/18 (38.9 %) | 2/6 (33.3 %)

- prawidlowe 19/41 (46.3 %)| 7/17 (41.2 %) | 9/18 (50 %) | 3/6 (50 %) | 0.9697
- wysokie 5/41 (12.2 %) | 2/17 (11.8 %) | 2/18 (11.1 %) | 1/6 (16.7 %)

Niskie 1gG+IgM 7141 (17.1 %) | 4/17 (23.5 %) | 2/18 (11.1 %) | 1/6 (16.7 %) | 0.6209
Geny

- IL2RG 10/42 (23.8 %) | 7/17 (41.2 %) | 3/19 (15.8 %) | 0/6 (0 %)

- JAK3 6/42 (14.3 %) | 3/17 (17.6 %) |2/19 (10.5 %) |1/6 (16.7 %)

- ADA 5/42 (11.9 %) |2/17 (11.8 %) |3/19 (15.8%) | 0/6 (0 %) 0.0695
- RAG1 3/42 (7.1 %) 0/17 (0%) | 3/19 (15.8%) | 0/6 (0 %)

- RAG2 4/42 (9.5%) | 0/17 (0%) |3/19 (15.8 %) |1/6 (16.7 %)

- IL7RA 2142 (4.8 %) |2/17 (11.8%) | 0/19 (0 %) 0/6 (0 %)

- Ligl 1/42 (2.4 %) 0/17 (0 %) 0/19 (0 %) |1/6 (16.7 %)

- brak 11/42 (26.2 %)| 3/17 (17.6 %) | 5/19 (26.3 %) | 3/6 (50 %)
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Tabela 3. Podejrzenie SCID wedtug kierujacych specjalistow

Specjalista podejrzewajacy | Liczba Wiek diagnozy | Opdznienie Liczba
SCID pacjentow w miesigcach: diagnozy w pacjentow z
mediana miesigcach: TS/IAS/OS
(zakres) mediana (zakres)
Pediatra 16 (44%) 5 (2-37) 2 (0-19) 97
Hematolog 7 (19%) 21 (2-48) 20 (1-42) 1/51
Dermatolog 3 (8%) 3(2-3) 1(1-2) 0/0/3
Gastroenterolog 2 (6%) 16 (14-19) 9 (6-13) 0/2/0
Anestezjolog/neonatolog 4 (11%) 7 (4-9) 1(0-1) 0/4/0
Kardiolog 1 (3%) 4 1 0/1/0
Specjalista ch. zakaznych 1 (3%) 8 1 1/0/0
Pulmonolog 1 (3%) 8 7 0/1/0
Nefrolog 1 (3%) 15 13 0/1/0
Razem 36 6; 2-48 2; 0-42 12/19/5
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Tabela 4. Wiek pojawienia si¢ objawow oraz diagnozy, m — miesigce, tyg - tygodnie

Pacjent | Pte¢ | Limfo- | Neutro- | AT Zap. | Hepato- | Infekcje Wiek Wiek
penia penia ptuc | megalia diagnozy | diagnozy
SCID ADA
P1 K 15m 13m 15m 6m | Nie Nie 13m 21m
P2 15m 15m 15m 2X 16 m CMV 25I1at | 27m 27m
P3 M 14m 15m 15m 15m | 15m VZV 3m 15m 16 m
CMV 15 m
PJP 15 m
P4 M 25m 25m 25m |[3m |6m No 3m 6m
P5 K 7tyg 7tyg 7 tyg 7tyg | Nie BCG5m 2m 3m
P6 M 2 tyg 2 tyg 3 tyg 2tyg | Nie BCG2m 7tyg 8 tyg
P7 M 5tyg 5tyg 7 tyg 5tyg | Nie PJP 5 tyg 6 tyg 7tyg
BCG3m
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Rycina 1. Objawy ADA-SCID: (A) RTG klatki piersiowej: ostry kat topatki oraz poszerzenia
potaczen chrzestno-kostnych zeber u pacjenta 6. (B) zmiany zanikowe w badaniu mézgu
metodg rezonansu magnetycznego U pacjenta P3. (C) zmiany zapalne o typie matowej szyby
oraz dyskretne pogrubienie przegrod miedzyzrazikowych podoptucnowo w badaniu

tomografii komputerowej klatki piersiowej u pacjenta P5
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Rycina 2. Miejscowe zakazenie BCG u pacjenta 5: (A) przed ETZ, (B) 4 tygodnie ETZ, (C) 7
tygodni ETZ
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Rycina 3. Wyniki (A) aktywnosci transaminaz U pacjenta P5 i (B) liczby limfocytow
u pacjentow P2, PS5, P6, P7 w trakcie ETZ
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Rycina 4. Charakterystyka pacjentow z deficytem RAG. (A) Powiklania infekcyjne
U pacjentow z wariantami w genie RAGl: CMV 1 BCG. (B) Czgstos¢ powiktan
autoimmunizacyjnych u pacjentéw z wariantami w genie RAG1. (C) Aktywno$¢ rekombinazy

u pacjentow z wariantami w RAG1/RAG2.
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Rycina 5. Czesto$¢ wystgpowania allelu ¢.256 257delAA (p.K86Vfs*33) u pacjentow

z wariantami w genie RAGL. (A,B) Jasnoszary — Stowianie Wschodni (East Slavs - ES);
(C,D) Szary — Stowianie Zachodni (West Slavs - WS); (E,F) Ciemnoszary — Stowianie
Potudniowi (South Slavs - SS); (B,D,F) odsetek pacjentow z wariantem p.K86Vfs*33
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Rycina 6. Mapa rozktadu rodzin z wariantami w RAG1 p.K86Vfs*33. (A) Miejsce urodzenia
pacjenta jest zaznaczone kotem: warianty homozygotyczne p.K86Vfs*33 czerwonym;
warianty heterozygotyczne p.K86Vfs*33 czerwono-szarym, inne warianty szarym. (B) Mapa
Stowian Zachodnich; na mape Polski jest naniesione dorzecze Wisty: niebieska linia to Wisla,
strefa oznaczona ukos$ng czarng linig — dorzecze Wisty - obszar geograficzny pokrywajacy si¢
z regionem najwigkszej koncentracji rodzin, w ktérych urodzili si¢ pacjenci

z homozygotycznymi wariantami p.K86Vfs*33.
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Rycina 7. Geograficzny obraz rozmieszczenia wariantu p.K86V{s*33 wsrod Stowian
Wschodnich. Jasnoszara strefa na mapie Rosji to terytorium dominujacego osadnictwa

rosyjskiego

Tabela 7. Srednie roczne wystepowanie pacjentow z wariantami RAG w krajach stowianskich

Kraj Liczba pacjentow z Lata Liczba urodzeh w Czestos¢
RAG obserwacji badanym czasie wystepowania

Rosja | 24 | 2002-2017 | 26 557 598 | 1:1106 566
[Ukraina || 4 | 20042013 || 4 834 300 | 1:1208575
Biatorus | 2 | 1998-2009 | 1145 223 | 1572611
Polska || 28 | 19992017 || 7201 693 | 1:257203
ICzechy | 8 | 19932016 || 2 395 156 | 1:299 395
Stowacja || 2 | 20072015 || 515 219 | 1:257 609
Serbia | 6 | 19922011 | 1529 226 | 1:254871
Stowenia || 3 | 20032013 || 223 206 | 174402
[Czarnogora) 1 | 1995 | 9 492 I

IChorwacja || 1 | 2010 | 43 361 I

Bulgaria || 1 | 2013 | 66 578 I
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Rycina 8. Identyfikacja 1 przezycie pacjentow slowianskich. Liczba pacjentow
zdiagnozowanych w Rosji (A) 1 Polsce (B). Odsetek zmarlych pacjentéw (obszar czarny)
w grupach  klinicznych  pacjentow z  wariantami RAG oraz  pochodzenia
wschodniostowianskiego (C), zachodniostowianskiego (D) lub potudniowostowianskiego (E).
Catkowite przezycie przedstawione jako krzywa przezycia Kaplana-Meiera dla grup
pacjentéw z WS 1 ES z przeszczepieniem macierzystych komorek krwiotworczych (HCT) (F).
Krzywa przezycia calkowitego pacjentow z ES (G) i WS (H) po przeszczepieniu przed i po
2011 roku.
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Rycina 9. Catkowite przezycie przedstawione jako krzywa przezycia Kaplana-Meiera dla
grup pacjentow z bez HSCT (A) oraz porownanie przezycia pacjentow z OS (B), z CID (C),
ze SCID (D) po HSCT
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Rycina 10. Poczatkowy obraz kliniczny i cechy diagnostyczne. (A) Bogatokomérkowy szpik

kostny z zahamowang linig erytro i limfoblastyczng. (B) Zmiany skérne rumieniowo-

zhuszczajace




Tabela 8. Wyniki badan laboratoryjnych w momencie postawienia rozpoznania

Parametr Wynik Prawidtowe wartosci
referencyjne dla wieku

CD45+ 313 komorki/pl 3800-8100 komorki/pl
CD3+ 106 komorki/ul 2200-5500 komorki/pl
CD3+CD4+ 87 komorki/ul 1400-4200 komorki/ul
CD3+CD8+ 5 komorki/ul 400-1400 komorki/ul
CD19+ 107 komorki/ul 700-1800 komorki/ul
CD56+ 84 komorki/pl 200-980 komorki/ul
CD31+CD45RA+/CD3+CD4+ 0% 50-74%
Limfocyty T gamma/delta (%T) 18,9% 3,2-4,9%
IgG 5.96 g/1 (1 dzien po IVIG) | 3.36-10.5 g/l
IgM <0.04 g/l 0.21-0.51 g/l
IgA <0.07 g/l <0.06-0.07 g/l
IgE <2.00 kIU/L
Test transformacji blastycznej
PHA 1705 £ 56 cpm >16000 cpm

11.0 Sl >65 Sl
anty-CD3 2494 £+ 159 cpm, >15000 cpm

16 S >60 Sl
Pansorbin 20646 + 224 cpm >2000 cpm

133 S >5S|
Mikrobiologia
Wymaz z nosa Staphylococcus aureus MSSA, Klebsiella pneumoniae
Wymaz z gardla Flora fizjologiczna
Wymaz z odbytu Flora fizjologiczna

Badanie katu

W posiewie katu flora fizjologiczna, Salmonella,
Shigella ujemne, Norowirus i adenowirus ujemne,
Rotawirus dodatni przez 4 dni

Wymaz ze spojowek

Staphylococcus aureus MSSA

Wymaz z przewodu stuchowego

Staphylococcus aureus MSSA, Escherichia coli

zewnetrznego ESBL/-/
PCR z krwi w kierunku CMV, ujemny

EBV, HSV-1/2, Enterovirus,

Human paraechovirus, HHV-6,

HHV-7, Parvovirus B19

Galaktomannan i mannan w ujemne

surowicy
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Rycina 11. Testy diagnostyczne u pacjentéw z niedoborem LIG1. (A) Dystrybucja tancucha
VB receptora TCR jest oligoklonalna ze znaczaco zwigkszonym odsetkiem tancuchow V[32
I VB12 wérdod limfocytow CD4. (B) Wyniki testu radiowrazliwosci. Fibroblasty wyhodowane
z biopsji skory pacjenta i pacjenta z niedoborem Artemis w przebiegu SCID poddano
dziataniu wzrastajacej dawki promieniowania, a odsetek przezycia (o§ Y) okreslono po 6
dniach. S1 — probka 1, S2 — probka 2. Probka pacjenta z SCID RAG1 zostala wykorzystana
jako kontrola. (C) Wyniki sekwencjonowania cDNA ukazujace wariant miejsca splicingu
w LIGI, ktory prowadzi do insercji szesnastu nukleotydow w eksonie 9, skutkujac

przesunieciem ramki odczytu i przedwczesng terminacjg biatka w pozycji 260.
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Rycina 12. Ciezki przebieg zakazenia Varicella Zoster w opisanym przypadku

84



Rycina 13. Mikrozakrzepy (strzatki)

Rycina 14. Powigkszenie klebuszka, ktéremu towarzyszy przyrost macierzy

zewna,trzkomorkowej MlkrOZakrzepy (strzatka). Mikroarteriole z grubq $ciang (strzatka).
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