


VARDPROGRAM FOR UTREDNING AV OCH DIFFERENTIALDIAGNOS VID
NEUTROPENI HOS BARN OCH UNGDOM

Bakgrund Neutropeni dr vanligt forekommande hos barn och vicker fragor bade om behovet
av utredning och bakomliggande orsak. I detta vardprogram ges forslag till utredning av
kronisk neutropeni, uppfoljning och differentialdiagnos.

Forkortningar:
ANC = absolute neutrophil count = absolut antal neutrofila granulocyter.
SCN = svér kongenital neutropeni.

Definitioner
e Kronisk neutropeni: ANC <1,5x10°/1 med mer #n 3-6 manaders duration.
e Svarighetsgrad av neutropeni.
o Latt neutropeni ANC 1,0-1,5x10°/1.
0 Mattlig neutropeni ANC 0,5-1,0x10°/1.
0 Svar neutropeni ANC <0,5x10°/1.
0 Agranulocytos <0,2x107/1.
OBS! Vissa folkgrupper med afrikanskt och arabiskt ursprung har ANC som ligger 0,2-
0,6x10°/I ligre din en visterlindsk population utan att for den skull ha ékad
infektionsfrekvens.

Handlaggning vid vissa sjukdomsbilder

Tédnk pa att vid isolerad granulocytopeni ingar inte allvarliga djupa svampinfektioner i den
kliniska bilden. Om patienten har t.ex. en Aspergillusinfektion tyder det pa att dven
monocyterna dr drabbade som vid aplastisk anemi och iatrogen neutropeni efter
cytostatikabehandling.

A. Akut sjukdom med neutropeni

e Mild sjukdom: missténk viros 1 forsta hand, upprepa blodstatus med neutrofila efter 3-4
veckor.

e Mer svar sjukdom med feber och allménpéverkad patient: adekvat
infektionsprovtagning och stéllningstagande till antibiotika.

0 Om ANC <0,5x10°/1 behandling som vid febril neutropeni.

e Pancytopeni med eller utan splenomegali misstdnk malignitet eller hypersplenism.

e Likemedel som kan ge cytopeni? — Avbryt behandling.

e Anamnes pé bolder, andra bakteriella infektioner, slemhinneinfektioner och failure to
thrive misstink kronisk neutropeni.

B. Kronisk neutropeni med mattlig till 1att neutropeni

e Stdllningstagande till utredning om andra poeser dr paverkade eller att andra
symtom/tecken ger misstanke om syndrom (se nedan om differentialdiagnoser).

e Om latt neutropeni utan andra symtom avvakta ytterligare utredning och f6lj
sjukdomsforloppet. Ténk pa etnisk neutropeni och autoimmun neutropeni i
smébarnsaldern.

¢ Om missténkt cyklicitet 1 sjukdomsanamnesen, misstdnk cyklisk neutropeni (se vidare
nedan).

e Om péverkan pé andra poeser stdllningstagande till benmérgsundersokning (MDS?
aplastisk anemi? leukemi?).



C. Kronisk neutropeni med upprepade ANC <0,5x10%I

Opaverkad patient. Misstank autoimmun neutropeni. Kontrollera neutrofilspecifika
antikroppar. Bestimning av antibakteriella peptiden pro-LL-37 kan differentiera
mellan benign och svar neutropeni. Om antikroppar pavisas och normal niva pa pro-
LL-37 kan man avsta fran BM undersokning. Alternativ till detta handlingssétt &r att
istéllet gora benmérgsundersokning. Vid kongenital svéar neutropeni ses ofta ett typiskt
mognadsblock pd promyelocytniva eller isolerad avsaknad av myelopoes medan de
forvarvade formerna oftast visar en livlig myelopoes som ar vansterforskjuten och
“toxiskt” praglad.

Malnutrition/anorexi kan ge neutropeni direkt eller via brist pé folsyra eller B12.

Vid pankreasinsufficiens misstink Shwachman-Diamonds eller Pearsons syndrom.
Om cyklicitet i ANC och symtom (sjukdomskinsla, feber, bldsor munnen) misstank
cyklisk neutropeni. Provtagning: Blodstatus med neutrofila 3 ggr per vecka i 6 veckor.
Ett alternativ &r att gora mutationsanalys pd ELANE (tidigare bendmnd ELA2) genen.
Over 90% av patienter med cyklisk neutropeni har mutation i ELANE genen.

Patient med infektionsanamnes: Benmérgsundersokning inklusive kromosomanalys
(for att utesluta avvikelser som vid MDS som monosomi eller andra cytogenetiska
aberrationer). Om typiskt mognadsblock i myelopoesen tydande pé svér kongenital
neutropeni eller klinisk misstanke pa annat genetiskt ként syndrom bor
mutationsanalys goras (se nedan).

Utredning
A. Forslag pa prover:

Blodstatus inklusive differentialrdkning (vid SCN finns ofta samtidig monocytos och
eosinofili).

Neutrofilspecifika antikroppar. Se provtagningsanvisningar.

Pro-LL-37. Forskningsprov pa MTC, KI. Férskfrusen plasma fran EDTA blod (ca 4
ml). Se provtagningsanvisningar.

Elfores med immunglobulinnivaer (utesluta ev. hypogammaglobulinemi, SCN gar ofta
med forhdjda IgG nivéer).

Blodstatus med diff x 3/vecka i 6 veckor (for att faststdlla CyN).
Benmargsundersokning. Morfologi (utstryk och biopsi), fldde och kromosomanalys
(avvikelser som monosomi 7 eller trisomi 217?).

Mutationsanalys av ELANE och HAX1. Gors vid Klinisk genetik Karolinska
universitetssjukhuset Solna.

Vid misstanke pé specifik sjukdom utvidgad genetisk analys (fraga Kliniskt genetik
vid nirmaste regionsjukhus).

B. Provtagningsforeskrifter:

Neutrofilspecifika antikroppar.

0 Granulocytagglutinations test, granulocytimmunofluorescens (screening) och
MAIGA (antikroppsspecificitet) bor inga i analysen. I Sverige gors alla analyser
enbart pa Karolinska Huddinge. Man 6nskar remiss med frdgestillning och klinisk
anamnes, inkl. LPK och ANC, 10 ml EDTA blod, pd mindre barn kan 5 ml rdcka
for en fullstindig analys. Provet forvaras i rumstemperatur och skickas sa att det ar
pa laboratoriet senast dagen efter provtagningen. Skickas till Trombocyt och
leukocytantikroppslaboratoriet (TRoLL), Transfusionsmedicin C2:58, Karolinska
Universitetssjukhuset Huddinge, 141 86 Stockholm. Tel. 08-585 852 11.

Pro-LL-37.
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Antibakteriell peptid som normalt finns i plasma. Vid SCN ér halten kraftigt sénkt.
Det ar fortfarande ett forskningsprov. For analysen behovs farskfrusen
plasma. Plasma tas efter att 3-4 ml EDTA blod centrifugerats i 250g (om mojligt)
1 10 minuter 1 rumstemperatur. Plasman fryses och forvaras 1 frys tills provet
skickas till MTC, Stockholm. Skickas reguljart vid tillfdlle i MYCKET kolsyreis.
Ring innan proverna skickas: Tel: 08-5248 7113 (Katrin) el 08-5248 6221 (lab).
Kolla gérna blodstatus med diff vid samma tillfalle. Skickas till Adress: MTC,
Karolinska Institutet, Katrin Piitsep, Nobels vdg 16, 171 77 Stockholm.

e DNA-baserad diagnostik av sjukdomsorsakande mutationer i vissa gener vid
SCN:
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ELANE Mutation hittas 1 90-100% av patienter med cyklisk neutropeni och 1 38-
80% av patienter med SCN. EDTA-blod (5-10 ml) eller isolerat genomiskt DNA
skickas i rumstemperatur och med vanlig post.

HAX1-neutropeni. Ca 12% av SCN i Europa. 5-10 ml EDTA-blod eller isolerat
genomiskt DNA skickas med vanlig post.

CSF3R (genen som kodar for receptorn for G-CSF). Somatiska (forvarvade)
mutationer i genen kan uppsta under behandling med G-CSF och &r associerat med
okad risk for MDS/akut leukemi. DNA-sekvensning gors av kritiska delar av
genen. Bor analyseras vid de drliga benméarsundersokningar som gors vid SCN
pga. risken for utveckling av MDS/akut leukemi. Analys gors pd DNA fran
mononukledra celler frdn benmérgen. Det behdvs 3-5 ml benmérg i EDTA r6r.
Kan skickas reguljart.

Proverna skickas till: Klinisk genetik, L5:03, Karolinska Universitetssjukhuset
Solna, 171 76 Stockholm. Telefon 08-517 70444. e-mail: helena.malmgren@ki.se
eller kristina.lagerstedt@ki.se.

For analys av sjukdomsframkallande mutationer i andra gener vid neutropeni
kontakta Klinisk genetik vid ndrmaste regionsjukhus for diskussion. Sekvensning
kan ofta goras pa annat lab. i varlden.

e Benmarg:
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Morfologi. Himmad myelopeos? Mognadshidmning i promyelocyt-myelocytniva
typiskt vid SCN. Kan dock dven ses vid AIN med antikroppar mot myeloida
prekursorer och vid ldkemedelsinducerad neutropeni. Reaktiv mirg? MDS/akut
leukemi? Morfologin ger ofta god végledning om forvérvad eller kongenital
neutropeni. Kongenital svar neutropeni har typiskt mognadsblock pa
promyelocyt/myelocytniva eller isolerad avsaknad av myelopoes eller myelokatexi
(retention av mogna granulocyter) medan de forviarvade formerna oftast visar en
livlig myelopoes som é&r vénsterforskjuten och “toxiskt” priaglad.

Flodescytometri: Patologisk klon?

0 Kromosomanalys av benmérgsceller: Abberationer? Monosomi 7?. Trisomi 217

Differentialdiagnoser och kort beskrivning av nagra av de sjukdomar som gar med
kronisk neutropeni.

A. Autoimmun neutropeni (AIN). Vanligaste kroniska neutropenin hos barn. Upptécks ofta
under 1:a levnadséret. Diagnos neutrofilspecifika antikroppar (ofta falskt negativa, upprepa
provtagning). Duration av sjukdomsforloppet édr i medeltal 20 mén, 95% har spontant 14kt ut
vid 4 ars dlder. Spontan remission. Vanligen benignt forlopp, ofta ej nddvindigt med G-CSF
eller antibiotikaprofylax. Incidensen uppskattas till 1 per 100 000 levande fodda.
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B. Alloimmun neonatal neutropeni. Fran modern transplacentért 6verférda antikroppar
riktade mot paternella antigen pd den neutrofila granulocyten. Maximalt neutropeni i 6
ménader.

C. Cyklisk neutropeni: Cykler ca 21 dagar, duration 3-6 dagar, ANC ner till 0,1, dédremellan
normal eller subnormal ANC. Mutation av ELANE genen i 6ver 90%. Arvs autosomalt
dominant. Prevalens 0,5-1 per miljon innevanare. Utvecklar inte MDS/akut leukemi.

D. Kronisk idiopatisk neutropeni. Neutropenier som inte &r kongenitala, immunologiska
eller neoplastiska. Heterogen grupp med okénd etiologi, orsak kan vara sekundar till
infektion, likemedel eller toxin. Varierande benmairgsbild. Klinik varierar, foljer ofta ANC-
talen. Pro-LL-37 normal niva. Utvecklar inte MDS/akut leukemi.

E. Annan immunbrist som hypogammaglobulinemi, hyperlgM-syndromet, svar kombinerad
immundefekt (varianten reticuldr dysgenesi eller som del av maternell engraftment med graft-
versus-hostsjukdom) och WHIM-syndromet.

E. Svar kronisk neutropeni. Genetiskt kédnda orsaker
o Medfédd neutropeni utan andra sdrdrag. (Prevalens 1-2/million innevénare.)

o med mutation i ELANE. Kodar for neutrofilt elastas. Autosmalt dominant.
Risk for MDS/akut leukemi. Utgdr 57% av SCN i europeiskt material.

0 med mutation i HAX1 = Kostmanns sjukdom. Kodar for ett
apoptosreglerande protein. Autosmalt recessiv. Risk for MDS/akut leukemi.
Vissa mutationer dr associerade med neurologiska symtom. Utgor 12% av
SCN 1 europeiskt material.

o0 med mutation i WAS. X-kromosombunden recessiv. Gain-of-function-
mutation som leder till standigt aktiverat WASP (Wiskott-Aldrichproteinet).
Proteinet har betydelse for aktivering av cytoskelettet i hematopoietiska celler.
Ofta isolerad neutropeni med monocytopeni. Normala till subnormala
trombocytantal. Fatal fall beskrivna.

o mutation i GFI1. Autosomalt dominant. GFI1 kodar fore en
transkriptionsfaktor. Patienterna har dven B- och T-cellsnivaer. Fatal fall
beskrivna.

o Medfédd neutropeni med sdrdrag

0 Glykogenos typ 1b. Mutation i SLC3744. Autosomal recessiv mutation.
Karakteriseras av hypoglykemi, laktacidos, hepatomegali och tillvixthdmning.

0 G6PC3-brist. Glukos-6-fostatasbrist, subenhet 3. Mutation i G3PC3.
Autosomal recessiv mutation. Associerat med strukturella hjartavvikelser,
prominent ytlig venteckning och urogenital missbildningar.

0 Chédiak Higashis syndrom. Mutation i LYST. Autosmal recessiv mutation.
Partiell albinism, defekt NK-cellsfunktion, blédningsproblem och neurologiska
symtom. Ett av flera medfédda immunbristtillstind som ingar i gruppen
hereditira lymfocytéra histiocytoser. Risk for att utveckla hemofagocytos.

0 Griscellis syndrom typ 2. Mutation i RAB27A. Autosmal recessiv mutation.
Associerat med partiell albinism, (intermittent) neutropenia och defekt
funktion av cytotoxiska lymfocyter. Ett av flera medfodda immunbristtillstand
som ingdr i gruppen hereditira lymfocytdra histiocytoser. Risk for att utveckla
hemofagocytos.



0 Hermansky Pudlaks syndrom, typ 2. Mutation i AP3B1. Kodar for en
subenhet 1 adaptorproteinet AP3. Autosmal recessiv mutation. Férutom
neutropeni ocksa neutrofildysfunktion. Associerat med partiell albinism och
forlangd blodningstid pga. trombocytdysfunktion.

0 pl4-brist. Mutation i MAPBPIP. Recessiv mutation. Associerat med
kortvuxenhet, hypogammaglobulinemi och defekt funktion av cytotoxiska
lymfocyter.

o0 Shwachmann-Diamonds syndrom. Mutation i SBDS, som kodar for ett
ribosomalt protein. Autosomal recessiv mutation. Karakteriseras av
pankreasinsufficiens, tillvixthdmning, skelett anomali och benmargssvikt. Risk
for MDS/leukemi.

0 Cohens syndrom. Mutation i COH 1. Autosmal recessiv mutation.
Karakteriseras av mikrocefali, muskelhypotoni, utvecklingsférsening och ofta
typiskt utseende.

0 Barths syndrom. Mutation i 74AZ. X-kromosombunden recessiv. Brist pa
kardiolipin. Karakteriseras av dilaterad kardiomyopati, muskel hypotoni och
karnitinbrist.

o Cartilage hair hypoplasia. Mutation i RPMR, som kodar for ett ribosomalt
protein Autosomal recessiv mutation. Karakteriseras av kortvuxenhet pga.
kondrodysplasi, tunt krusigt har, lymfopeni med T-cells dysfunktion och
anemi.

0 WHIM syndromet. Mutation i CXYCR4. Autosomal dominant mutation.
Karakteriseras av vértor (HPV), hypogammaglobulinemi, infektioner och
myelokatexi.

0 Pearsons syndrom. Mutation i mitokondriellt DNA. Karakteriseras av
pankreasunsufficiens, anemi och trombocytopeni.

Behandling av SCN

Rekombinant granulocytkolonistimulerande faktor (G-CSF) (filgrastim eller
lenograstim): Startdos 5 p/kg/d. Dosen 6kas med 5—10 p/kg/d var 14:e dag tills effekt
pa absolut neutrofilantal (ANC) ses; mélet ir ANC pé 1,0-1,5x10°/1 och kontroll pa
infektionerna.

Hematopoietisk stamcellstransplantation dr enda botande behandling. Indicerat vid
utveckling av myelodysplastiskt syndrom/akut leukemi eller resistens for behandling
med G-CSF.

Kontroller vid SCN

Kliniska kontroller inklusive blodstatus var 3:e minad. Efterstriva ett ANC mellan 1
och 1,5 (2) x10%/1, vilket oftast ricker for skydd mot de flesta infektioner. OBS att
lagre ANC kan vara otillrdckligt och risken for svara, t.o.m. letala infektioner ar
pataglig da.

Kontroller hos tandldkare/tandhygienist regelbundet utifran klinisk situation
Benmargsprov (se nedan) arligen

Bentdthetsmitning vart 3:e—5:e ar

Rekommendationer for uppféljning av SCN med risk for MDS/akut leukemi:
Arligen bér foljande undersékningar goras:

Perifert blod
0 Blodstatus med diff.
Benmarg



0 Morfologi: Aspiration och benmirgsbiopsi till lokalt Hematopatologiskt
laboratorium for benmérgsmorfologi och flodescytometri. Tecken pa MDS eller
leukemiutveckling?

0 Kromosomanalys (cytogenetik) till lokalt genetiskt laboratorium. | Goteborg gors
analysen pa benmargslab, Klin. Kem, Sahlgrenska universitetssjukhuset.
Kromosomanalys pad mononukleidra celler frdn benmérgen. Cytogenetiska
aberrationer? Monosomi 7? Trisomi 21? Translokationer?

O Mutationsanalys av CSF3R. Skickas till Klin gen avd, DNA-Sektionen, L5:03,
Karolinska Universitetssjukhuset Solna, 171 76 Stockholm. Ange pa remissen
Svar kongenital neutropeni och G-CSFR analys. Fragor: Helena Malmgren eller
Kristina Lagerstedt tel 08-51770444, helena.malmgren(@karolinska.se eller
kristina.lagerstedt@ki.se. For enbart CSF3R analys gar det bra med enbart
benmirg i EDTA-ror. Kan skickas reguljart.

Severe Chronic Neutropenia International Registry (SCNIR)
SCNIR grundades 1994 for att f6lja det kliniska forloppet, behandling och
sjukdomsresultat hos patienter med svér kronisk neutropeni. SCNIR har vérldens storsta
samling med langtidsdata om patienter med de hér sjukdomarna. I december 2001 fanns
mer dn 1 000 patienter med olika typer av neutropeni dver hela vérlden registrerade i
SCNIR. Uppfoljningsdata pa mer dn 15 ar har samlats in om de flesta patienterna.
Eftersom svér kronisk neutropeni ér ett séllsynt tillstdnd &r det till stor nytta att
identifiera sa ménga patienter som mdjligt och samla in deras kliniska data i ett register
for att mojliggora regelbundna vetenskapliga analyser. Idag dr registret uppdelat i en
amerikansk och en europeisk del. Bada registren ar angeldgna om att rekrytera nya
patienter. Det kan ske genom att behandlande lékare eller forélder/patient kontaktar
nedanstaende kontaktpersoner.

Liankar: Socialstyrelsens Ovanliga diagnoser:
http://www.socialstyrelsen.se/ovanligadiagnoser/svarmedfoddneutropeni

Bilagor: Algoritm och tabell for utredning av kronisk neutropeni modifierat frain SCNIR

Anders Fasth och Goran Carlsson 2010-12-01
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Diagnostik av neutropeni

—— Svar kronisk neutropeni .,
Uteslut om mojligt forvarvad : ANC <0.5 x 10%/I (<1.0 om svira | 3 Tecl;en pg = 5o ol
neutropeni infektioner) vid minst 3 tillfallen de SYOCION € tabe

sista 6 manaderna

fommmmm s mnm e 1
Ja
Anti-neutrofila antikroppar? ——)W

Nej

) Benmargsaspiration
Overvag behandling >l,

med G-CSF

Mognadsblock vid
promyelocytniva

Overvig att testa
anti-neutrofila
antikropppar igen

Nej

LPK, neutro 2-3 ggr/
vecka i 6 veckor

— —

Persisterande Cyklisk neutropeni (3 Ingen tydlig cyklicisitet — | _
neutropeni veckors cykel, ca 2 Se nasta sida
(mutation i ELANE, veckor med G-CSF)
HAX1 etc) (sok efter ELANE-
mutation)




Differentialdiagnostik vid andra former av neutropeni

Svar kronisk neutropeni

ANC <0.5 x 10%/I (<1.0 om svara
infektioner) vid minst 3 tillfallen de
sista 6 manaderna

Kortvuxenhet Normal tillvaxt
/ + malabsorption ™ o _
¥ S~
>
Fettglansande faeces Kong. dilaterad Hepatomegali Inga andra symptom

Skelettanomalier kardiomyopati hypoglykemi

Pankreasfunktion 3- Defekt glukose-6-

nedsatt metylglutakon- fosfattranslokas
Normalt svettest aciduri

Lagt kolesterol

v ¥ v
Shwachmann- Barths Glycogen Metylmalon- |diopatisk/
Diamonds syndrom storage syreuri + Forvarvad
syndrom disease type Ib metabola sjukdomar neutropeni




Sjukdom Muterad Arftlighet Neutropeni plus

gen
SCN med elastasbrist ELANE AD Risk for utveckling av MDS/AML

SCN med defekt HAX1 HAX1 AR Risk for utveckling av MDS/AML

SCN med aktiverande WASP X Monocytopeni. Obs normalt antal trombo-
WASP mutation cyter

Neutropeni associerad med metabola syndrom

Shwachman Diamonds SBDS AR Exokrin pankreasinsuff, kortvixthet,

syndrom skelettanomalier, anemi, trombocytopeni,
MDS/leukemi

Barths syndrom TAZ X Dilaterad kardiomyopati, kortvuxenhet

Glykogen storage disease G6PT1 AR Hypoglykemi, laktatacidos

1b

SCN med defekt katalytisk ~ G6PC3 AR Kortvaxthet, hjart- o/e njurmissbildning,

subenhet 3 i glukose-6- synliga subkutana vener

fosfatas

Neutropeni med lymfocytdysfunktion

Hyper-IgM-syndrom CD40LG X Lagt IgG, IgA och IgE

WHIM CXCR4 AD Myelokatexis, vartor, lagt IgG
Retikular dysgenesi AK2 AR SCID, sensoneuronal dévhet

SCN med defekt tran- GFI1 AD Kombinerad T- och B-cellsdefekt

skriptionsfaktor Gfi 1

Neutropeni med pigmentdefekter

Griscellis syndrom typ 2 RAB27A AR Partiell albinism, HLH

Chediak-Higashis syndrom LYST AR Partiell albinism, chemotaxisdefekt, HLH
Hermansky-Pudlacks AP3B1 AR Albinism, kortvaxthet, immunglobulinbrist,
syndrom blodning, viss risk HLH

SCN = svar kongenital neutropeni

AD = autosomalt dominant

AR = autosomalt recessiv

X =x-kromosombunden

MDS/AML = myelodysplastiskt syndrom/akut myeloisk leukemi

SCID = svar kombinerad immundefekt

HLH = hemofagocyterande lymfohisteocytos

WHIM = warts, hypogammaglobulinemia, infections and myelokathexis





