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The incidence of alpha-1-antitrypsin (A1AT) deficiency alleles in population of
Central Poland — preliminary results from newborn screening
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Streszczenie

Wrodzony niedobér alfa-1 antytrypsyny, jest jedng z trzech najczestszych choréb genetycznych rasy kaukaskiej, wigze sie
z istotnie wyzszym ryzykiem rozwoju postepujacych choréb ptuc, zwtaszcza przewlekiej obturacyjnej choroby ptuc. Dane na
temat czesto$ci wystepowania tego niedoboru w populacji polskiej sg niepetne, brakuje badan wykonanych w dostatecznie
duzych i przekrojowych grupach populacyjnych. W pracy zaprezentowano wstepne wyniki badania przesiewowego realizo-
wanego w populacji noworodkéw z Mazowsza.

Analize genotypu metoda real-time PCR i stezenia alfa-1 antytrypsyny metodg nefelometryczng we krwi pobranej na bibute
(DBS) wykonano w grupie 658 noworodkdw. Allele zmutowane PI*Z i PI*S wykryto u 28 dzieci, odpowiednio 2,8% i 1,5%.
Ich obecnos$¢ korespondowata z istotnie nizszym stezeniem biatka ATAT we krwi. Szacowana czesto$¢ wystepowania alleli
niedoborowych wynosi dla PI*Z — 13,7/1000 (95% Cl 5,8-21,5), dla PI*S — 7,6/1000 (95% CI 1,7-13,5), natomiast
czesto$¢ wystepowania giéwnego genotypu deficytowego ZZ 1/5345. Badanie jest kontynuowane.
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Abstract

Inherited alpha-1 antitrypsin deficiency (A1ATD) is listed among the three most common genetic disorders in Caucasians.
It considerably increases the risk of progressive obstructive lung diseases, mostly chronic obstructive pulmonary disease.
Data on the A1ATD prevalence in Poland are scarce, no studies with large enough groups representative for whole Polish
population have been performed. Here, we present the preliminary data on the incidence of ATAT main deficiency alleles from
the newborn screening in Mazovia (Central Poland) region. Real-time PCR genotyping and A1AT blood concentration measure-
ment by nephelometry were performed from the dry blood spots (DBS) samples of 658 newborns. Deficiency alleles PI*Z i PI*S
were present in 28 children, respectively in 2.8% and 1.5%. Their existence corresponded with significantly lower ATAT blood
concentration. Estimated incidence of deficiency alleles was 13,7/1000 (95% Cl 5.8—21.5) for PI*Z and 7.6/1000 (95% CI 1.7—
13.5) for PI*S. The calculated prevalence for the main deficiency genotype ZZ was 1/5345. The study is on-going.
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Niedobér alfa-1 antytrypsyny (A1AT), osoczo-
wego inhibitora proteaz serynowych, jest jednym
z najczestszych zaburzen dziedzicznych rasy bia-
tej. Sprzyja rozwojowi ré6znorodnych patologii
w obrebie uktadu oddechowego, zwlaszcza u oséb
narazonych na dzialanie dymu tytoniowego lub
szkodliwych czynnikéw zawodowych/érodowisko-
wych [1]. Manifestacje kliniczne wrodzonego nie-
doboru A1AT sa r6znorodne, poczawszy od wcze-
snej rozedmy ptuc u mlodych dorostych prowadza-
cej do inwalidztwa oddechowego, az po przewle-
kle postepujace rozstrzenie oskrzeli i przewlekla
obturacyjng chorobe ptuc (POChP) [2].

Kodujgcy A1AT gen SERPINA1 zlokalizowa-
ny na dlugim ramieniu chromosomu 14 cechuje sie
znacznym polimorfizmem. Do chwili obecnej zi-
dentyfikowano ponad 130 odmian genetycznych
biatka A1AT bedacych efektem mutacji zachodza-
cych w obrebie tego genu. Jego prawidtowa struk-
tura umozliwia synteze biatka o prawidlowej ak-
tywno$ci (wariant M), ktére osigga we krwi steze-
nie gwarantujace utrzymanie réwnowagi proteazo-
wo-antyproteazowej w organizmie, a zwlaszcza
w ukladzie oddechowym. Dwa najczestsze warian-
ty deficytowe allele Z (PI*Z) i S (PI*S) wynikaja
z mutacji genu SERPINA1 odpowiednio w pozycji
Glu342Lys oraz Glu264Val. W ich wyniku dochodzi
do syntezy biatek A1AT niezdolnych do przyjecia
prawidtowej konformacji przestrzennej czastek.
W efekcie podlegajg one wewnatrzkomdérkowej aku-
mulacji (biatko Z) badZ bezposredniej degradacji (bial-
ko S) w hepatocytach, co prowadzi do krytycznego ob-
nizenia stezenia A1AT w krwiobiegu [3].

Dostepne dane epidemiologiczne wskazuja, ze
ciezki homozygotyczny niedobér A1AT (PIZZ)
w Europie jest czestszy w krajach skandynawskich
(czestosc alleli 2,3%) niz na poludniu kontynentu
(czestosc alleli 1,0%), srednio 1 na 4727 noworod-
kéw rasy biatej [4]. Polska jest jednym z nielicznych
krajéw Europy, ktéry nie posiada pelnych danych
na temat czestosci wystepowania niedoboru A1AT.

Ponizej przedstawiono wstepne wyniki bada-
nia, ktérego celem jest analiza wystepowania gtéw-
nych alleli deficytowych Z i S wéréd mieszkancow
Mazowsza.

Materiat i metody

Grupa badana

Badaniem objeto wszystkie dzieci zywe, uro-
dzone w okresie pomiedzy 1 wrzesnia a 31 grud-
nia 2011 w Szpitalu Klinicznym Ks. Anny Mazo-
wieckiej w Warszawie, gcznie 658 noworodkdéw.
Wszystkim rodzicom przedstawiono wyczerpujaca

informacje na pisSmie o celach badania i uzyskano ich
pisemna zgode na udziat dzieci w badaniu, ktére uzy-
skato akceptacje stosownej Komisji Bioetyczne;.
Materiat stanowita krew pepowinowa lub zylna
pobierana na bibule (DBS, dry blood spots). Wszyst-
kie analizy wykonywano na podstawie materiatu
izolowanego z 3 krgzkéw bibutly o $§rednicy 13 mm.

Metody

Pomiar stezenia A1AT

Stezenie alfa-1 antytrypsyny mierzono w ma-
teriale DBS metoda nefelometryczng w analizato-
rze IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Stany Zjed-
noczone) za pomoca zestawu odczynnikéw zawie-
rajacego kozie przeciwciala przeciwko ludzkiej
A1AT (Beckman-Coulter, Stany Zjednoczone).
Wartosci stezenia alfa-1 antytrypsyny w materiale
badanym odczytywano z krzywej standardowej
o zakresie 20-250 mg/dl, wyznaczonej wedlug pro-
cedury opisanej przez Giorrini i wsp. [5].

Genotypowanie A1AT

Do analizy genotypowej A1AT wykorzystano
eluat DBS przygotowany za pomoca zestawu
Extract-N-Amp Blood PCR Kits (Sigma-Aldrich),
jak opisano wczesniej [6]. Identyfikacje dwéch
najcze$ciej wystepujacych mutacji w genie A1AT
(Z1i8S) przeprowadzono metoda real-time PCR (po-
Iymerase chain reaction) z uzyciem dwéch sond
hydrolizujgcych znakowanych fluorescencyjnie
(VIC, FAM), wykrywajacych w jednej reakcji PCR
allel natywny (bez mutacji S lub Z) oraz allel zmu-
towany A1AT (PI*S lub PI*Z). Sekwencje prime-
row i sond oraz sktad i warunki reakcji PCR poda-
no w pracy Struniawskiego i wsp. [6].

Do oceny istotnosci statystycznej r6znic zasto-
sowano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa.
Czesto$¢ wystepowania alleli niedoborowych Z
i S, oraz genotypéw A1AT wyliczono na podsta-
wie r6wnania Hardy-Weinberga.

Wyniki

U 630 sposréd 658 badanych dzieci (95,7%)
nie stwierdzono obecnos$ci allelu deficytowego
PI*Z lub PI*S. Allele zmutowane wykryto u 28
dzieci, allel PI*Z u 18 (2,8%) i allel PI*S u 10
(1,5%). Stezenie biatka A1AT we krwi dzieci w obu
grupach niedoborowych bylo istotnie nizsze (tab. 1).

Na podstawie uzyskanych wynikéw oszaco-
wano czesto$¢ wystepowania alleli niedoborowych
7.1S, odpowiednio PI*Z — 13,7 na 1000 os6b (95%
CI5,8-21,5) oraz PI*S —7,6 na 1000 o0sé6b (95% CI
1,7-13,5). Szacowane czestoSci wystepowania
poszczegblnych genotypéw przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 1. Zaleznos¢ pomiedzy obecnoscia allelu deficytowego P1*Z lub PI*S w genotypie a stezeniem biatka A1AT we krwi
obwodowej badanych nowerodkéw. Znamiennos$é statystyczna réznic wzglgdem grupy Nie-S Nie-Z zostata osza-

cowana nieparametrycznym testem Kruskala-Wallisa

Table 1. Peripheral blood A1AT concentration in respective newborns groups with PI*Z or PI*S alleles. Statistical significance
towards non-S non-Z group was calculated by the non-parametric Kruskal-Wallis one-way analysis on variance

Typ allelu Srednie stezenie biatka A1AT we krwi SD 95% Przedziat ufnosci P
Allele type Mean A1AT concentration in the blood 95% Confidence interval

Nie-S Nie-Z/Non-S Non-Z 220,09 48,39 185,17-2417,44

PI*Z 138,43 16,65 127,68-150,69 p < 0,000*
PI*S 178,14 32,90 158,23-199,92 p< 0,000*

Tabela 2. Szacowane czestosci wystgpowania gtownych genotypéw zawierajacych allele deficytowe PI*Z lub PI*S

Table 2. Estimated frequency for A1AT deficiency genotypes with PI*Z or PI*S alleles

Szacowana czestos¢ wystgpowania genotypu (1/Hardy-Weinberg)

Estimated genotype frequency (1/Hardy-Weinberg)

Nie-S Nie-Z Z Nie-S z S Nie-Z SS LY4

Non-S Non-Z Z Non-S S Non-Z

1/1,04 1/37 1/5345 1/67 1/17319 1/4810
Oméwienie Uzyskane przez autoréw niniejszej pracy

Czesto$¢ wystepowania wrodzonego niedo-
boru A1AT w Polsce byta do tej pory przedmio-
tem wyrywkowych badan, ktére koncentrowaty
sie gléwnie w Matopolsce lub Wielkopolsce
[7-10]. Ich interpretacje utrudnia dodatkowo sto-
sunkowo mala, w kontekscie szacowanej czesto-
§ci wystepowania niedoboru w Polsce, liczeb-
no$¢ badanych grup (630-1262 zdrowych oséb)
[8-12]. Na podstawie metody elektroogniskowa-
nia, Kowalska i wsp. analizowali liczbe fenoty-
pow i czestosé alleli kodujacych A1AT dla do-
rostej populacji wojewddztwa poznanskiego,
stwierdzajgc czestos¢ alleli PI*Z i PI*S w bada-
nej populacji, 15 i 14,2 na 1000 [10]. Kaczor
i wsp. przebadali 859 dorostych mieszkancow
Krakowa, stosujgc nowoczesng metode real-time
PCR, oceniajac czesto$é PI*Z i PI*S odpowied-
nio na 10,5 i 17,5 na 1000 [8]. Z kolei w matej
liczebnie grupie mieszkancéow Pomorza Gdan-
skiego (228 os6b) dane ksztaltowaly sie jeszcze
inaczej, PI*Z — 15,3; PI*S 21,9 na 1000 miesz-
kancéw [11]. Analiza statystyczna wymienio-
nych prac wykonana przez Kaczora i wsp. osza-
cowala $redniag czestoéé PI*Z i PI*S na odpo-
wiednio 14,5 i 10,9 na 1000 w lacznej grupie
2653 0s6b badanych przy zastosowaniu bardzo
zr6znicowanych metod laboratoryjnych [8].

wstepne wyniki wydaja sie wskazywaé na zblizona
czesto$¢ wystepowania allelu deficytowego PI*Z
(13,7 na 1000) i nieco nizszg allelu PI*S (7,6 na
1000). Jednak szacowana czesto$é wystepowania
gléwnego genotypu deficytowego ZZ jest w bada-
nej przez autoréw tej pracy populacji, 1 na 5345,
znaczaco wieksza w poréwnaniu z szacowana
przez Kaczora i wsp. — 1 na 9110 [8].

Nalezy podkresli¢, ze w pelni wiarygodne
dane zostang uzyskane dopiero po przebadaniu
dostatecznie duzej grupy dzieci, docelowo okoto
4000 noworodkéw. Wedlug wykonanych szacun-
kéw uwzgledniajacych czesto$é P1*Z jest to grupa
dostatecznie liczna.

Istotne znaczenie ma réwniez dobé6r odpo-
wiednio czulej i wiarygodnej metody badawczej.
Jedyne polskie badanie, do ktérego zrekrutowano
relatywnie duza liczbe zdrowych ochotnikéw
(3560 0séb) przeprowadzono na poczatku lat 70.
XX wieku. Jednak do oceny fenotypu A1AT zasto-
sowano w nim metode elektroforezy w zelu skro-
biowym, zarzucong obecnie ze wzgledu na nieza-
dowalajgca czutosé [7]. Jej niedoskonato$é obrazuja
uzyskane wyniki — czesto$é PI*Z i PI*S odpowied-
nio 1,4 oraz 15,6 na 1000.

Nalezy podkresli¢, ze zastosowana przez au-
tor6w tego doniesienia metodyka pracy wykorzy-
stuje nie tylko najnowsze techniki analizy gene-
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tycznej (real-time PCR), ktérych przydatnos$é¢ po-
twierdzili juz Kaczor i wsp. [8], ale réwniezZ nie-
stosowang do tej pory metode pobierania materia-
tu biologicznego, ktéra pozwala na mato inwazyj-
ne, wygodne pobieranie i przesylanie prébek krwi
od noworodkéw na bibute w ramach rutynowych
badan przesiewowych w kierunku choréb uwarun-
kowanych genetycznie. Absolutnie unikalnym
osiggnieciem jest rowniez wdrozenie testu umoz-
liwiajgcego wykonanie analizy stezenia A1AT
w kilku kroplach krwi pobranych na bibute.
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