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Abstract

The deficiency of serine protease inhibitor, alpha-1-antitrypsin (AATD), is genetically determined defect that increases the
risk of lung and liver disease development. The results of recent epidemiological studies indicate the overwhelming majority
of individuals with alpha-1-antitrypsin deficiency still remain undiagnosed. The complete laboratory diagnosis of AATD is
based on combination of quantitative and qualitative methods. The measurment of plasma/serum AAT concentration is
always the initial test performed in the clinically suspected individuals. Nevertheless, only the AAT phenotype or genotype
identification allows the full medical verification of the diagnosis. Among the various techniques of either AAT variant
phenotyping or genotyping accepted by reference medical centers worldwide, the isoelectric focusing, real-time-PCR and
restriction fragment-length polymorphism PCR (RFLP-PCR) are “considered the most effective” performed the most com-
monly. The AAT diagnostics in Poland still awaits for introduction into clinical routine. The aim of present review is to outline
the major methods of AATD diagnosis and discuss with the special issuing of their potential benefits and disadvantages.
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Streszczenie

Niedobér alfa-1-antytrypsyny (AATD, alpha-1-antitrypsin deficiency), inhibitora proteaz serynowych, jest genetycznie uwa-
runkowanym defektem zwigkszajgcym ryzyko rozwoju chordb ptuc i watroby. Na podstawie wynikéw badan epidemiologicz-
nych z ostatnich lat wykazano, ze wigkszo$¢ osdb z tym deficytem pozostaje wcigz niezdiagnozowana. Petna diagnostyka
kliniczna AATD oparta jest na kombinacji analiz ilo$ciowych i jako$ciowych. Badaniem wstepnym wykonywanym u oséb
z podejrzeniem deficytu jest pomiar stezenia inhibitora w surowicy/osoczu krwi. Petng weryfikacje rozpoznania klinicznego
AATD zapewnia jednak dopiero identyfikacja fenotypu lub genotypu alfa-1-antytrypsyny. Sposréd wielu technik fenotypowa-
nia i genotypowania wariantéw AAT, uznawanych przez referencyjne o$rodki diagnostyczne na $wiecie, ogniskowanie
izoelektryczne, real-time PCR i analiza restrykcyjna produktu PCR (RFLP-PCR, restriction fragment-length polymorphism)
stosowane sg najpowszechniej. W Polsce wciaz nie wykonuje sie rutynowo badan w kierunku niedoboru alfa-1-antytrypsy-
ny. Celem niniejszej pracy pogladowej jest przedstawienie najwazniejszych metod diagnozowania AATD, ze szczegétowym
oméwieniem zalet i problemdéw zwigzanych z wyborem danej techniki oznaczania wariantéw AAT. Oméwiono réwniez
zalecany algorytm postepowania diagnostycznego.
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Wstep

Niedobér alfa-1-antytrypsyny (AATD, alpha-1
antitrypsine deficiency) jest jednym z najczestszych
zaburzen genetycznych rasy bialej [1]. Defekt ten cha-
rakteryzuje sie ilo§ciowym i/lub funkcjonalnym de-
ficytem osoczowego inhibitora proteaz serynowych,
zwiekszajacym ryzyko rozwoju choréb ptuc i watro-
by. Klasyczna postaé tego niedoboru (genotyp PIZZ)
wystepuje z r6zna czestoscig w poszczegdlnych re-
gionach §wiata. W populacji europejskiej stwierdza
sie ja érednio u 1 na 4727 osé6b [2]. W Polsce cze-
stos¢ ciezkiego AATD szacuje sie na 1/9110 [3].

Wsrod pacjentéw i zaktadéw opieki zdrowot-
nej w Polsce i na §wiecie stan wiedzy na temat tego
zaburzenia jest nadal bardzo niski, mimo jego po-
wszechnego wystepowania. Jak wykazano na pod-
stawie badan, wiekszos¢ oséb z deficytem alfa-1-
-antytrypsyny pozostaje wciaz niezdiagnozowana.
W samych tylko Stanach Zjednoczonych liczbe
przypadkéw z powaznym AATD szacuje sie na ponad
100 000, lecz rozpoznaje sie tylko niecate 6% [4].
Podobna sytuacja ma miejsce w wiekszosci krajow
europejskich [1]. W Polsce nie wykonuje sie ruty-
nowo diagnostyki niedoboru AATD.

Trudnosci zwigzane z wczesnym diagnozowa-
niem tego zaburzenia powoduja, Ze czas od wystg-
pienia pierwszych objawéw klinicznych deficytu
AAT a postawieniem rozpoznania wynosi kilka lat
(érednia na §wiecie — 5,6 roku) [5]. W konsekwen-
cji wiekszosé chorych z AATD traci szanse nie tyl-
ko na istotng zmiane swojego stylu zycia, ale tak-
ze na leczenie zapobiegajace progresji zmian
w obrebie uktadu oddechowego.

W ciagu 44 lat, ktére minety od opisania przez
Laurella i Erikssona pierwszych przypadkéw cho-
rych z niedoborem alfa-1-antytrypsyny, postep
technologiczny, jaki sie dokonal w metodyce ba-
dan molekularnych, sprawil, ze dostepnych jest
wiele metod stuzacych do identyfikacji AATD.
Wspélczesne techniki pozwalaja nie tylko na ozna-
czanie stezenia AAT, ale dajg mozliwos¢ badania
poszczegblnych wariantéw tego inhibitora.

Podstawowym celem niniejszej pracy jest
przedstawienie najwazniejszych metod diagnozo-
wania AATD i zapoznanie sie z aktualnymi pro-
blemami zwigzanymi z oznaczaniem wariantéw
AAT. Identyfikacje genotypu i fenotypu alfa-1-anty-
trypsyny u 0s6b z chorobami ptuc i watroby stosuje
sie na Swiecie od dawna, natomiast w Polsce wyko-
nuja ja, gtéwnie do celéw naukowych, tylko nielicz-
ne laboratoria. Wieksze zainteresowanie tym proble-
mem mogloby ulatwi¢ wprowadzenie przedstawio-
nych nizej metod do rutynowego wykorzystania
w laboratoriach diagnostycznych w Polsce.

Funkcja biologiczna alfa-1-antytrypsyny

Alfa-1-antytrypsyna, zwana takze alfa-1-anty-
proteaza, jest glikoproteing o masie molekularnej
55 kDa zbudowang z pojedynczego tancucha poli-
peptydowego (394 aminokwasy) oraz trzech tan-
cuchéw oligosacharydowych [6]. Biatko to jest syn-
tetyzowane gléwnie w watrobie, a nastepnie wy-
dzielane do krwiobiegu [7]. Alfa-1-antytrypsyna
nalezy do rodziny serpin i jest jednym z najwaz-
niejszych osoczowych i tkankowych inhibitoréw
proteaz serynowych w organizmie cztowieka. Sku-
tecznie hamuje dzialanie wielu enzyméw, miedzy
innymi: proteinazy 3, katepsyny G, trypsyny oraz
elastazy neutrofilowej, wobec ktérej inhibitor wy-
kazuje najwyzsza aktywnosc [8].

Opierajac sie na licznych badaniach, wskaza-
no na istotny udziat alfa-1-antytrypsyny w zacho-
waniu réwnowagi proteazowo-antyproteazowej
w warunkach in vivo. Inhibitor ten stanowi niezwy-
kle wazny element ostony antyelastazowej w ptu-
cach, zabezpieczajacej tkanke laczng tego narzg-
du przed niekontrolowanym, destrukcyjnym wpty-
wem enzyméw proteolitycznych. Dlatego tez niskie
stezenie tego biatka w uktadzie oddechowym pro-
wadzi do stopniowego i nieodwracalnego zmniej-
szania elastycznosci ptuc. Na skutek nadmierne;j
aktywnosci elastazy neutrofilowej dochodzi do de-
gradacji elastyny, gléwnego sktadnika widkien
sprezystych oraz innych sktadnikéw macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej w dolnych drogach oddecho-
wych [9].

Na podstawie badan epidemiologicznych
przeprowadzonych w wielu krajach potwierdzo-
no zwigzek miedzy niedoborem AAT a rozwojem
przewleklych choréb ptuc. Alfa-1-antytrypsyna
jest istotnym czynnikiem ryzyka powstania
wczesnej rozedmy pluc (miedzy 30. a 40. rz.),
przewleklej obturacyjnej choroby ptuc (POChP),
przewleklego zapalenia oskrzeli, rozstrzeni
oskrzeli oraz astmy, szczeg6lnie u palaczy [10].
Dym tytoniowy zawiera réznorodne substancje
drazniace, powodujace naptyw neutrofiléw i ma-
krofagéw do ptuc. Palenie papieroséw nasila
réwniez stres oksydacyjny w uktadzie oddecho-
wym, ktéry inaktywuje i tak juz niskie iloéci alfa-
1-antytrypsyny [11]. Palacze z powaznym niedo-
borem tego inhibitora umieraja przewaznie 20 lat
wczeéniej niz osoby niepalace z podobnym de-
ficytem [12].

Do innych manifestacji klinicznych AATD wy-
stepujacych gléwnie w dziecinstwie naleza choroby
watroby, takie jak zapalenie, marskos¢ i rak watroby [10].
Zaburzenia te spowodowane sg akumulacjg zmuto-
wanych czasteczek AAT w hepatocytach [13].
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Molekularne podtoze niedoboru
alfa-1-antytrypsyny

Niedobér alfa-1-antytrypsyny jest genetycznie
uwarunkowanym zaburzeniem spowodowanym
defektem w genie SERPINA1 (wcze$niej okresla-
nym jako PI), zlokalizowanym na dtugim ramieniu
chromosomu 14 w pozycji q13-q13.2. Ludzki gen
AAT zostal sklonowany i opisany w 1984 roku.
Zajmuje obszar okoto 10,2 kb i sktada sie z 7 ekso-
néw i 6 intronéw. Pierwsze trzy eksony (I,-I¢) ko-
duja nieulegajgce translacji mRNA, podczas gdy
tylko cztery ostatnie eksony (II-V) zawierajg infor-
macje dotyczaca struktury biatka AAT [14]. Do
chwili obecnej zidentyfikowano ponad 130 odmian
genetycznych tego inhibitora, ktére wigzg sie $cisle
z okre§lonym stezeniem alfa-1-antytrypsyny w su-
rowicy i jego funkcja [15]. Warianty AAT sklasyfi-
kowano w ukladzie okreslanym jako systemem PI
(PI, protease inhibitor) [1]. Klasyfikacja ta powsta-
ta na podstawie techniki ogniskowania izoelek-
trycznego (IEF, isoelectrofocusing) — metody po-
legajacej na rozdziale bialek w zelach poliakryla-
midowych w gradiencie pH. R6znice w szybkosci
migracji poszczeg6lnych warianté6w wykorzystuje
sie do identyfikacji fenotypu AAT. Szybko migru-
jace warianty AAT oznaczono poczatkowymi lite-
rami alfabetu, za$ te rozdzielajace sie wolniej —
dalszymi [16]. System PI zawiera takze odmiany
genetyczne AAT, wykrywane molekularnymi me-
todami analizy DNA.

Dla cel6w klinicznych i praktycznych wpro-
wadzono podzial wariantéw AAT na 4 klasy,
w zaleznoéci od stezenia i funkcji danego typu
w osoczu [17]. Rodzina prawidlowych odmian alfa-1-
-antytrypsyny okreslana jest jako PIM (§rednia mi-
gracja). Sa to najczesciej wystepujace allele genu
AAT w populacji kaukaskiej (obecne u okoto 95%
przypadkow), zapewniajace prawidlowe stezenie
i prawidtowa funkcja tego inhibitora w osoczu [17].
Wyréznia sie kilka podtypéw tego podstawowego
wariantu. W populacji polskiej dominuja gléwnie
homozygoty PIM1M1 (okoto 55% wszystkich feno-
typ6éw) oraz heterozygoty: PIM1M2 i PIM1M3 (25%
i 5-10%) [18].

Kolejna klase stanowia warianty deficytowe,
ktérych biatkowe produkty ulegaja wewnatrzko-
morkowej akumulacji lub degradacji w watrobie,
prowadzac do znacznego spadku AAT w krwiobie-
gu. W grupie tej znajdujg sie dwa najczesciej wy-
stepujace u chorych z niedoborem alfa-1-antytryp-
syny allele —Z i S [17].

U podstaw wariantu Z (bardzo wolna migra-
cja) lezy pojedyncza mutacja punktowa prowadza-
ca do podstawienia lizyny na kwas glutaminowy

Tabela 1. Stezenie alfa-1-antytrypsyny w surowicy [23]
Table 1. Serum levels of alpha-1-antitrypsin [23]

Fenotyp Czestosc (%) [mg/dl] (M)
MM 90 150-350 (20-48)
Mz 4 90-210 (17-33)
SS 1,5 100-200 (15-33)
Sz 0,2 75-120 (8-16)
74 0,02 20-45 (2,5-7)
Null-Null Bardzo rzadkie 0

*Szacowana dla populacji Europy Pétnocnej

w kodonie 342 [19]. Mutacja Z powoduje utrate pra-
widlowej konformacji przestrzennej inhibitora, efek-
tem czego jest polimeryzacja nowo syntetyzowanych
czasteczek AAT i powstawanie inkluzji wewnatrz
hepatocytéw [20]. Wykazano réwniez, ze zmutowa-
ne formy AAT, ktére opuszczaja watrobe, charakte-
ryzuja sie obnizona aktywnos$cia inhibicyjna [21].
U chorych z genotypem PIZZ stezenie alfa-1-anty-
trypsyny w surowicy wynosi 10-15% prawidlowe-
go stezenia [22] (tab. 1). Genotyp ten stwierdza sie
w blisko 95% analizowanych przypadkéw u oséb
zrozpoznanym klinicznie niedoborem AAT, zazwy-
czaj z najciezszymi postaciami choroby [23].

Produkt biatkowy allelu S (wolna migracja)
w poréwnaniu z produktem biatkowym najczest-
szego allelu M r6zni sie podstawieniem kwasu glu-
taminowego na waline w pozycji 264 [24]. Ta po-
jedyncza zmiana aminokwasu w kodowanym bial-
ku prowadzi do wewnatrzkomérkowej degradacji
inhibitora. Homozygoty PISS charakteryzuja sie
stezeniem AAT w surowicy ~40% nizszym niz
osoby z prawidtowym genotypem PIMM [17]. Na-
lezy zaznaczy¢, ze w wiekszosci przypadkéw ob-
nizone stezenie AAT obserwowane u 0séb z wa-
riantem PISS, PIMZ czy PIMS zapewnia wystarcza-
jaca obrone przeciw enzymom proteolitycznym
i zapobiega wystapieniu manifestacji klinicznych
tego niedoboru. Jednak niektére osoby z PIMZ,
PIMS, PISS, PISZ, szczeg6lnie palacze, u ktérych
stezenie AAT w surowicy spada ponizej 40% pra-
widlowego, charakteryzuje podwyzszone ryzyko
rozwoju choréb uktadu oddechowego [17].

Kolejng klase stanowia allele zerowe tzw. null
(PIQO). Sa to rzadkie warianty genetyczne alfa-1-
-antytrypsyny, ktérych produktéw biatkowych nie
wykrywa sie w krwiobiegu. Przyczyna tego zjawi-
ska sg mutacje prowadzgce miedzy innymi do nie-
prawidlowego sktadania genu (splicing), przed-
wczesnego zatrzymania translacji, wypadniecia
czesci regionéw kodujacych genu lub wewnatrz-
komorkowej degradacji biatka [25].
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Ostatnig klase tworzg odmiany genetyczne AAT,
ktére koduja dysfunkcyjne biatka. Przyktadem moze
by¢ allel Pittsburgh. Biatko AAT z mutacja Pittsburgh
wykazuje podobna aktywnoéc¢ katalityczna jak anty-
trombina III i jest silnym inhibitorem osoczowej ka-
likreiny oraz aktywowanego czynnika XI [26].

Diagnostyka niedoboru alfa-1-antytrypsyny

Pomiar stezenia

Pelna diagnostyka niedoboru AAT oparta jest
na kombinacji analiz ilosciowych i jako$ciowych.
Badaniem wstepnym wykonywanym u oséb z po-
dejrzeniem deficytu tego inhibitora jest pomiar ste-
zenia alfa-1-antytrypsyny w surowicy/osoczu krwi
przy uzyciu metod immunologicznych lub kolory-
metrycznych. Najczesciej stosowane sg: immuno-
elektroforeza rakietkowa, immunodyfuzja radial-
na, ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
oraz nefelometria [17]. Stezenie AAT moze by¢
wyrazane w miligramach na decylitr (mg/dl) lub
w mikromolach na litr (umol/l lub uM). Prawidto-
we wartoSci stezenia AAT w surowicy os6b zdro-
wych mierzone za pomocg immunoelektroforezy
rakietkowej wynosza 150-330 mg/dl, za$ dla me-
tody neflometrycznej 83-220 mg/dl [27, 28]. Na
podstawie badan prowadzonych wsréd nosicieli
wariantow deficytowych przypuszcza sie, ze
w surowicy istnieje pewne stezenie graniczne AAT,
powyzej ktérego tkanki chronione sg przed degrada-
cyjnym wplywem enzymow proteolitycznych [29].
Przyjmuje sie, ze prég ten wynosi 11 umol/l, od-
powiednio 80 mg/dl dla immunoelektroforezy
rakietowej, oraz 50 mg/dl dla metody nefelome-
trycznej [17].

Stwierdzenie nieprawidlowego stezenia AAT
u osoby badanej (ponizej stezenia progowego),
powinno stanowi¢ podstawe do dalszych badan
jakosciowych. Nalezy jednak podkresli¢, ze uzy-
skanie prawidtowego wyniku badania stezenia
AAT nie zawsze odzwierciedla stan réwnowagi
proteazowo-antyproteazowej w organizmie. Alfa-1-
-antytrypsyna nalezy do grupy biatek ostrej fazy,
ktérych stezenie wzrasta w odpowiedzi na uszko-
dzenie tkanek, infekcje oraz innego rodzaju stymu-
latory odpowiedzi zapalnej [30]. Procesy te pod-
wyzszaja stezenie krazacej AAT, maskujac jego
rzeczywisty deficyt.

Réwniez osoby z niskim prawidlowym stezeniem
AAT (12-35 uM lub 90-140 mg/dl) powinny by¢ pod-
dane dalszym badaniom. Fakt zachodzenia na siebie
warto$ci stezenia biatka w surowicy/osoczu os6b zdro-
wych i nosicieli wariantéw deficytowych (heterozy-
goty) moze bowiem powodowaé pomijanie genotypow
PISZ, PISS, PIMZ w diagnozie [17].

Wedlug wspélnych zalecenr American Thora-
cic Society (ATS) i European Respiratory Society
(ERS) z 2003 roku [17] iloéciowa analiza AAT kra-
zacej we krwi powinna by¢ przeprowadzona
u wszystkich oséb:

1. Z nieobecng frakcja alfa-1-globuliny w elek-
troforetycznym rozdziale biatek surowicy;

2. Z wczesna postacig rozedmy pluc;

3. U czlonkéw rodziny chorego z niedoborem

AAT;

4. Z duszno$cia lub przewlektym kaszlem wyste-
pujacymi przynajmniej u 3 bliskich krewnych;

5. Z chorobami watroby o nieznanej etiologii;

7, POChP;

7. Zastma, u ktérych terapia nie przynosi poprawy.

S

Rozpoznanie

Tak jak w przypadku wielu innych choréb
dziedzicznych, zar6wno pelna weryfikacja rozpo-
znania klinicznego AATD, jak i potwierdzenie
wyniku oznaczenia ilosciowego mozliwe sg tylko
na poziomie molekularnym. W przypadku niedo-
boru AAT taka weryfikacje zapewnia jedynie iden-
tyfikacja fenotypu lub genotypu inhibitora. Po-
wszechnie wykorzystywang metoda identyfikacji
wariantow AAT jest wspomniana wczeéniej tech-
nika ogniskowania izoelektrycznego, ktéra umoz-
liwia okreslenie typu krazacego biatka AAT (feno-
typ). Alternatywa dla tej techniki jest analiza DNA.
Badania genetyczne pozwalajg bezposrednio wy-
kazaé obecno$¢ mutacji w locus PI odpowiedzial-
nej za powstanie niedoboru.

Fenotypowanie

Od ponad 30 lat ogniskowanie izoelektryczne
uwaza sie za ,zloty standard” w diagnostyce nie-
doboru alfa-1-antytrypsyny. Niewielkie zmiany fi-
zykochemiczne inhibitora pozwalaja na réznico-
wanie wariantéw AAT drogg elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym w gradiencie pH 4,2 do 4,9
[31, 32]. Biatko jako wieloczasteczkowy zwigzek
amfoteryczny obdarzone jest tadunkiem elektrycz-
nym. Jego warto$¢ stanowi wypadkowa wszystkich
tadunkow, jakie posiadaja dysocjujace grupy ami-
nokwaséw budujgcych tancuch polipeptydowy.
Dla kazdego biatka mozna podaé¢ okreslong war-
tos¢ pH, przy ktérej ladunek sumaryczny ma war-
to$¢ zero. Takie pH nazywa sie punktem izoelek-
trycznym (pI).

Ogniskowanie izoelektryczne jest technika,
ktéra pozwala na rozdzial molekut biatkowych
zgodnie z ich wartodciami pl. IEF odbywa sie
w zelu o ustalonym gradiencie pH, ktérego otrzy-
manie jest mozliwe dzieki zastosowaniu specjal-
nych no$nikéw zwanych amfolinami. Kierunek
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i predkos¢ wedréwki czgsteczek biatka podczas
elektroforezy jest uwarunkowana wielko$cig tadun-
ku elektrycznego molekuty w momencie startu, war-
toscig pl, a takze w pewnym stopniu rozmiarem
czasteczki. Biatka zatrzymuja swoja wedréwke
w polu elektrycznym w takim punkcie zelu, w kt6-
rym pH odpowiada punktowi izoelektrycznemu.
Obojetna elektrycznie makroczasteczka nie dozna-
je wéwczas dzialania sit pola elektrycznego.

Fenotyp inhibitora proteaz serynowych moze
by¢ okreslany w prébkach osocza, surowicy, ale
takze w plamach krwi. W obrazie elektroforetycz-
nym wszystkich homozygotycznych typéw AAT
obserwuje sie¢ wystepowanie przynajmniej 5 wi-
docznych pasm, ktérych punkty izoelektryczne
mieszcza sie w zakresie 4,2—4,9 [16]. Wlasciwosci
te wykorzystano dla r6znicowania odmian genetycz-
nych inhibitora proteaz i stworzenia systemu PI.
Zmienna zawarto$¢ reszt kwasu sjalowego w weglo-
wodanowej czesci tancucha czasteczki glikoprote-
iny jest jedna z gtéwnych przyczyn mikroheterogen-
no$ci AAT. Dwa gléwne pasma (oznaczone M, i M),
zawierajace najwieksza ilos¢ biatka, réznig sie od
siebie zawarto$cia 1 mola kwasu sjalowego [33].
Analiza prazkowa tych pasm umozliwia okreslenie
podtypéw podstawowego wariantu PIM [16].

Glikoformy znajdujace sie w pasmach M, i M,
maja identyczna strukture weglowodanows jak M,
i M, jednakze ich tanicuch peptydowowy pozbawio-
ny jest 5 N-konicowych aminokwaséw (Glu-Asp-Pro-
-GIn-Gly). Utrata tego pentapeptydu (majgca charak-
ter potranslacyjnej modyfikacji biatka), a szczegél-
nie dwdch ujemnie natadowanych aminokwaséw
(kwasu glutaminowego i kwasu asparaginowego)
odpowiedzialna jest za ,katodowg” pozycje tych
pasm w stosunku do pasm gtéwnych [34]. W przy-
padku wariantéw M, Z, S, jak i innych wariantéw
genetycznych réznica fadunku elektrycznego mie-
dzy tymi biatkami zalezy od podstawnika amino-
kwasowego. Zmiany w skladzie aminokwasowym
tancucha polipeptydowego sprawiaja, ze odmiany
PIZ i PIS ogniskuja blizej katody (ryc. 1).

Wystepowanie nietypowego pasma w obrazie
elektroforetycznym rozdzialu AAT wymaga po-
twierdzenia jego swoistoSci. Najprostszym rozwig-
zaniem jest immunofiksacja, czyli precypitacja
pasma biatkowych swoistg dla AAT surowica [33].
Czesto tez wykonuje sie transfer elektroforetycz-
ny, polegajacy na przeniesieniu i trwatym zwigza-
niu rozdzielonego w procesie elektroforezy mate-
riatu ze stalym podltozem (filtry nitrocelulozowe).
Utrwalone na podlozu stalym izoformy AAT sa
wykrywane immunochemicznie przez przeciwcia-
ta skierowane przeciwko ludzkiej alfa-1-antytryp-
synie [35].
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45— -
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Rycina 1. Schemat rozdziatu elektroforetycznego gtéwnych warian-
téw fenotypowych alfa-1-antytrypsyny metodg ogniskowania izo-
elektrycznego w zakresie pH 4-5 (opis w tekscie) [31, 33]

Figure 1. Schematic arrangement of AAT bands in the major phe-
notypic variants after isoelectrofocusing at ph 4-5 range (descrip-
tion in text) [31, 33]

Ogniskowanie izoelektryczne umozliwia
identyfikacje prawie wszystkich wariantéow alfa-1-
-antytrypsyny, zaréwno tych rzadkich, jak i naj-
czestszych wystepujacych w ukladzie homo-
i heterozygotycznym. Jednak mimo tych zalet,
metoda ta jest do$¢ trudna technicznie i bardzo
czasochlonna. Ze wzgledu na zlozong mikrohe-
terogenno$c¢ oraz znaczna liczbe wariantéw AAT
wymaga duzego doswiadczenia i umiejetnodci
analizy wynikéw [36]. Dodatkowa wadg fenoty-
powania jest fakt, ze nie rozpoznaje wariantéw
niemych AAT. Istniejg takze rzadkie odmiany in-
hibitora proteaz serynowych o identycznej lub
nieznacznie r6znej wartosci punktu izoelektrycz-
nego. Prawidlowa interpretacja wynikéw elektro-
forezy tych fenotypéw sprawia bardzo duze trud-
no$ci i wymaga ogromnej liczby standardéw,
tymczasem odpowiednie kontrole do IEF nie sg
komercyjnie dostepne. Zazwyczaj problem sta-
nowi takze odréznienie fenotypéw PISZ i PIZZ.
Pasma S6 i Z4 maja te sama warto$¢ pl, a wiec
w warunkach elektroforezy naktadaja sie na siebie.
Kluczowym faktem jest wiec r6znica w intensyw-
nosci zabarwienia frakcji Zy i Z,. We wzorze elek-
troforetycznym fenotypu PISZ pasmo Z;, jest
jasniejsze [33]. W niektérych przypadkach dla
rozpoznania fenotypu konieczne sg pogtebione
badania rodzinne.

Nalezy takze zaznaczy¢, ze IEF moze genero-
wac¢ falszywe wyniki. U chorych leczonych tera-
pia substytucyjng metoda ta wykrywa zaréwno
natywne warianty inhibitora, jak i biatko terapeu-
tyczne [37]. Ponadto, prébki do identyfikacji feno-
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typu AAT metodg IEF powinny by¢ bardzo dobrej
jakosci, gdyz tylko takie zapewniaja mozliwo§é
prawidlowego rozpoznania fenotypu [38].

Do ré6znicowania wariantéw fenotypowych
inhibitora proteaz mozna stosowaé takze inne
techniki elektroforetyczne, miedzy innymi elek-
troforeze w kwasnym zelu skrobiowym [39],
w zelu agarozowym [40] czy tez kapilarne ogni-
skowanie izoelektryczne (CIEF, capillary isoelec-
tric focusing) [41].

Test ELISA

Test ELISA jest jednym z najpowszechniej
stosowanych testéw immunoenzymatycznych
w badaniach biomedycznych. Stuzy on do wykry-
wania okres§lonych biatek przy uzyciu specyficz-
nych przeciwcial lub antygenéw sprzezonych
z odpowiednim enzymem. Wiekszo$¢ z tych en-
zyméw wytwarza barwne produkty, ktére moga
by¢ tatwo monitorowane gléwnie z wykorzysta-
niem technik kolorymetrycznych. Obecnie do-
stepny jest tylko jeden gotowy zestaw odczynni-
kow do diagnostyki niedoboru AAT firmy Wie-
slab. Jest to zestaw do jakosciowego oznaczenia
wariantéw PIZ w surowicy. Wieslab AAT Deficien-
cy Test wykorzystuje specyficzne przeciwciala
monoklonalne AZT11 rozpoznajace epitop znaj-
dujacy sie tylko na spolimeryzowanych formach
alfa-1-antytrypsyny [42]. Zaletami tego testu sa
bardzo wysoka, bo az 100% czulo$¢ i specyficz-
no$¢ w detekcji wariantu PIZ. Badania poréwnaw-
cze przeprowadzone na tgcznej grupie 264 oséb
wykazaly catkowita zgodno$é wynikéw uzyskiwa-
nych przy pomocy powyzszego zestawu z rezul-
tatami IEF [42]. Prostota wykonania, mozliwos¢
oznaczania AAT bezposérednio w materiale biolo-
gicznym (tj. bez klopotliwego etapu izolacji) oraz
stosunkowo krétki czas potrzebny do wykonania
oznaczenia duzej liczby préb sprawia, ze Wieslab
AAT Deficiency Test moze by¢ stosowany w bada-
niach przesiewowych. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze zestaw ten pozwala na identyfikacje jedynie
najczeéciej wystepujacego wariantu PIZ. Ponad-
to uzyskanie dodatniego wyniku nie dostarcza in-
formacji, czy wariant ten wystepuje w ukladzie
homo-, czy heterozygotycznym.

Genotypowanie

Poznanie podtoza molekularnego niedoboru
alfa-1-antytrypsyny przyczynito sie do opracowa-
nia wielu testéw genetycznych stuzacych rozpo-
znaniu tego zaburzenia. Wiekszo$¢ z tych metod
polega na bezposredniej identyfikacji nieprawidto-
wosci w obrebie genu AAT odpowiedzialnej za
powstanie deficytu i umozliwia rozpoznanie no-

sicielstwa mutacji niemal ze 100% pewnoScia.
W rutynowo wykonywanej diagnostyce molekular-
nej AATD bada sie obecnos¢ dwéch najczeéciej wy-
stepujacych mutacji — Z i S.

Podstawa wiekszo$ci metod identyfikacji mu-
tacji jest analiza powielanego w reakcji faficucho-
wej polimerazy (PCR, polymerase chain reaction)
odpowiedniego regionu DNA. Reakcja PCR jest
metoda wyjéciowa dla wiekszosci badan i pozwa-
la przy uzyciu enzymu — termostabilnej polime-
razy — na zwielokrotnienie (amplifikacje) intere-
sujacego nas fragmentu genu przed dalszg analiza.
Namnozeniu ulega odcinek DNA potozony miedzy
para starteréw (primeréw). Sa to krotkie, jednoni-
ciowe fragmentu DNA komplementarne do jedne-
go z koncéw 5’ powielanego regionu DNA. Reak-
cja PCR sklada sie z trzech cyklicznie powtarzajg-
cych sie etapéw (denaturacja matrycy DNA, przy-
laczanie starter6w, wydluzanie nici DNA) i jest
przeprowadzana w urzadzeniu zwanym termocy-
klerem (blok grzejny). Po 30 cyklach wyjSciowa
iloé¢ powielanego materialu genetycznego wzrasta
niemal milion razy.

Podstawowym materialem pobieranym od
pacjenta w celu wykonania analizy genetycznej
jest DNA genomowe izolowane z leukocytéw krwi
obwodowej. Alternatywnym zrédlem DNA moga
by¢ komorki innej dowolnej tkanki, na przyktad
komoérki nabtonka blony sluzowej jamy ustnej [43],
a takze prébka krwi na bibule [44, 45] i surowi-
ca (wolne DNA) [46]. W badaniach prenatalnych
AATD material genetyczny dziecka izolowany
jest z amniocytow — komérek ptynu owodnio-
wego [47].

Nalezy pamieta¢, by nie wykonywaé¢ analizy
molekularnej prébek krwi do 3 miesiecy po wyko-
naniu jej ewentualnego przetoczenia.

PCR-RFLP

Jedna z gtéwnych technik biologii molekular-
nej wykorzystywanych do rozréznienia alleli ge-
néw polimorficznych jest analiza restrykcyjna pro-
duktu PCR (PCR-RFLP, restriction fragment-length
polymorphism PCR). W metodzie tej stosuje sie
enzymy restrykcyjne (okreslane jako endonukleazy
restrykcyjne, restryktazy), ktore rozpoznajg specy-
ficzne sekwencje w DNA i przecinaja dwuniciowe
czasteczki kwasu nukleinowego w $cisle okreslo-
nym miejscu, zwanym miejscem restrykcyjnym.
PCR-RFLP jest technika wykorzystywana do iden-
tyfikacji znanych mutacji punktowych, insercji czy
matlych delecji, ktére moga powodowac powstanie
lub zanik miejsc restrykcyjnych.

W przypadku najczestszego allelu deficytowe-
go Z zamiana jednego nukleotydu (guaniny na ade-
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Rycina 2. Oczekiwany wynik genotypowania dla mutacji Zi S

Figure 2. Expected result of genotyping for Z and S mutations

nine — G1024A) nie jest rozpoznawana przez do-
stepne enzymy restrykcyjne. W celu jego wykry-
cia Tazelaar i wsp. uzyli zmodyfikowanego primera
(mismatch primer) wiazacego sie w poblizu miej-
sca wystepowania mutacji [48]. Starter ten wpro-
wadza miejsce restrykcyjne dla enzymu Taql
i umozliwia rozréznienie allelu zmutowanego od
allelu ,dzikiego”. Restryktaza Taql tnie produkt
reakcji PCR (fragment eksonu III) jedynie w przy-
padku, gdy mutacja Z nie wystepuje. Wyniki tra-
wienia ocenia sie, rozdzielajac elektroforetycznie
powstale fragmenty DNA w Zelu agarozowym lub
zelu poliakrylamidowym. Otrzymanie fragmentu
o wielkosci 157 pz §wiadczy o obecnosci allelu M,
za$ fragmentu o wielkosci 179 pz allelu Z. Do wy-
krywania wariantu S Tazelaar i wsp. zastosowali
podobna metodyke jak w przypadku mutacji Z [48].
Przyktadowy wynik genotypowania przedstawio-
no na rycinie 2.

Lucotte i Sesboe opracowali modyfikacje po-
wyzszej metody, polegajacej na r6wnoczesnej am-
plifikacji fragmentéw DNA obejmujacych wyste-
powanie mutacji Z i S przy zastosowaniu tych sa-
mych par starter6w jak w pracy Tazelaar i wsp. [48]
w multipleksowej reakcji PCR [49]. Umozliwilo to
jednoczesna identyfikacje wariantéw M, S i Z alfa-1-
-antytrypsyny w jednej rekcji lahcuchowej polime-
razy (w jednej mieszaninie reakcyjnej). Reakcja
multipleksowa oszczedza czas i odczynniki oraz
sprawia, ze w pojedynczym eksperymencie moz-
liwe jest analizowanie wiekszej liczby préb.

Innym przyktadem multipleksowej reakcji
PCR jest metoda opisana przez Riegera i wsp. [50].
Pozwala ona na wykrycie az pieciu r6znych wa-
riantéw genetycznych inhibitora proteaz seryno-
wych takich jak Z, S, M2, M1(ala), i M1(val). Do
ich okreélenia stosuje sie analize restrykcyjna
z wykorzystaniem dwé6ch endonukleaz restrykcyj-
nych BstEIl i Rsal. Z kolei w innej opublikowanej
niedawno pracy [51] przedstawiono metode iden-
tyfikacji alleli: Z, S, M1(ala), M1(val) przy zasto-
sowaniu restryktaz SexAl/Hpy99l.

PCR-RFLP jest technika znacznie prostsza,
wydajniejsza i mniej pracochtonna niz metoda
ogniskowania izoelektrycznego, jednakze ograni-
czong tylko do najczestszych mutacji genu AAT.
Metoda ta wymaga wiedzy na temat techniki PCR
oraz uzywania kontroli dodatnich (znanych geno-
typéw) i negatywnych (odczynnikowa).

Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie
rzeczywistym

Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rze-
czywistym (real-time PCR) to czula i precyzyjna
technika wykorzystywana do ilo§ciowej i jakoscio-
wej analizy kwaséw nukleinowych. Metoda ta ba-
zuje na konwencjonalnej technice PCR, w ktorej
ilos¢ amplifikowanego produktu, wyznakowanego
fluorescencyijnie, jest mierzona w czasie rzeczywi-
stym przez specjalne systemy detekcyjne w kaz-
dym cyklu reakcji. Monitorowanie przyrostu licz-
by kopii badanej sekwencji jest mozliwe dzieki za-
stosowaniu znakowanych starteré6w lub sond oli-
gonukleotydowych komplementarnych do powie-
lanego fragmentu DNA. Wykorzystuje sie r6wniez
specjalne barwniki, ktére po zwiazaniu sie z dwu-
niciowym DNA emituja §wiatlo o okreslonej diu-
gosci fali. Real-time PCR wymaga specjalnie przy-
stosowanego do tego celu termocyklera, umozli-
wiajacego pomiar fluorescencji w trakcie trwania
reakgji. Ilos¢é emitowanej fluorescenc;ji jest propor-
cjonalna do ilo$ci powstajacego produktu w kaz-
dym cyklu PCR.

Technika real-time PCR to nie tylko ilosciowa,
ale takze jakoSciowa metoda stuzgca do rozréznia-
nia alleli gen6w polimorficznych. Metode ta zasto-
sowano w analizie molekularnej AATD po raz
pierwszy pod koniec ubiegtego wieku do wykry-
wania dwoéch najczestszych mutacji Z i S [52].
Wykorzystywano réwniez sondy hybrydyzujace
(typu LightCycler) komplementarne dla wariantu
typu dzikiego lub zmutowanego [52-54], ktére
pozwalaja na wyznaczenie krzywej topnienia am-
plifikowanego produktu i okreslenie temperatury
dysocjacji dupleksu sonda-matryca (temperatury
topnienia, Tm). Na podstawie krzywej topnienia
identyfikuje sie wystepowanie homozygot allelu
dzikiego i zmutowanego oraz heterozygot (ryc. 3).
Jest to mozliwe dzieki temu, ze sondy po zwiaza-
niu z sekwencja, w ktérej wystepuja zmiany, wy-
kazuja fluorescencje, a Tm tego dupleksu jest niz-
sza (ze wzgledu na zmniejszenie stabilnosci du-
pleksu sonda-matryca) niz Tm dupleksu w pelni
komplementarnego. W efekcie zmiana temperatu-
ry topnienia informuje o mutacjach w badanym
materiale genetycznym. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze wystapienie w obrebie miejsca (sekwencji) wia-
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Rycina 3. Przyktadowy wynik analizy krzywej topnienia

Figure 3. Exemplary results of melting curve analysis

zania sondy zmiany nukleotydowej innej niz ocze-
kiwana moze utrudni¢ prawidlowe rozréznienie
allelu deficytowego od innego wariantu genetycz-
nego. Dopiero uzycie dwéch réznie wyznakowa-
nych sond hybrydyzujacych przez Von Ahsena
i wsp. w multipleksowej reakcji Real-time PCR po-
zwolilo na identyfikacje mutacji Z i S w jednej
mieszaninie reakcyjnej [53].

Ostatnio Kaczor i wsp. wykorzystali sondy
degradujace (typu TagMan) w analizie genetycz-
nych AATD [55]. Sondy typu TagMan nie umozli-
wiajg wyznaczenia krzywej topnienia, jednak dzie-
ki wyzszej specyficznosci hybrydyzacji pozwalaja
na lepsza dyskryminacje matrycy, przez co sygnat
fluorescencji uwalniany jest tylko wtedy, gdy son-
da zwiaze sie ze specyficzng sekwencja (miedzy
miejscami wigzania starter6w), ktéra w sposéb
wyktadniczy powielana jest podczas reakcji PCR.
Kaczor i wsp. zastosowali sondy komplementarne
dla wariantu typu dzikiego i zmutowanego (muta-
cja Z i 8S) sprzezonych z dwoma ré6znymi barwni-
kami fluorescencyjnymi ROX i FAM. Emisja $wia-
tta fluorescencyjnego przez znacznik ROX §wiad-
czy o wystepowaniu w badanym materiale gene-
tycznym sekwencji dzikiej, za§ wzrost fluorescen-
cji dla znacznika FAM informuje o obecno$¢ mu-
tacji. Orru i wsp. takze zastosowali nowy typ sond
molekularnych (molecular beacons) do wykrywa-
nia podtyp6éw podstawowego wariantu M [56].

Technika Real-time PCR jest poteznym narze-
dziem analitycznym w badaniach genetycznych.
Dzieki swej powtarzalnosci, doktadnosci, specy-
ficznosci oraz krétkiemu, nieprzekraczajagcemu

dwéch godzin czasowi analizy sprawia, ze identy-
fikacja mutacji Z i S przy uzyciu technik iloscio-
wego PCR w czasie rzeczywistym moze z powodze-
niem by¢ stosowana w rutynowej diagnostyce nie-
doboru alfa-1-antytrypsyny, a takze w badaniach
przesiewowych.

Ograniczenia tej metody sg takie same jak
w przypadku wymienionej wczeéniej analizy PCR-
-RFLP. Dodatkowo, ze wzgledu na mozliwo$¢ kon-
taminacji badanej préby nawet znikoma iloScia
obcego materiatu genetycznego i bardzo wysoka
czulos¢ techniki, wzrasta ryzyko uzyskania wyni-
kéw falszywie dodatnich. W celu zabezpieczenia
przed kontaminacja konieczne sa wiec odpowied-
nia organizacja pracy i rygorystyczne przestrzega-
nie szczegblnych zabezpieczen w trakcie wykony-
wania czynnos$ci badawczych. Istotng wada tej me-
tody jest tez wysoki koszt aparatury i odczynnikéw.

Przesiewowa technika wykrywania mutacji
Elektroforeza w gradiencie denaturujacym
(DGGE, denaturating gradient gel electrophoresis)
to znana technika wstepnego wykrywania zmian
w materiale genetycznym. Metoda oparta jest na
zaleznej od budowy (sktadu zasad i dtugosci) zdol-
nos$ci denaturacji (rozdzieleniu na pojedyncze nici)
produktéw reakcji PCR w réznych temperaturach
i stezeniach substancji denaturujacej. W trakcie
rozdziatu elektroforetycznego prowadzonego
w zelu o wzrastajgcym stezeniu zwigzku denaturu-
jacego (formamid, mocznik) dwuniciowe fragmen-
ty DNA zawierajace mutacje ulegaja denaturacji
przy innym stezeniu czynnika denaturujacego niz
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fragmenty prawidlowe. Rozdzial na pojedyncze
nici powoduje gwaltowne zmniejszenie szybkosci
migracji czasteczek DNA. Dlatego tez odmienna
migracja w zelu jednego z fragment6w DNA pacjen-
ta w poréwnaniu z analogicznymi fragmentami
0s6b z grupy kontrolnej wskazuje na obecnos$é
mutacji lub na polimorfizm badanego regionu.

Zastosowanie techniki DGGE do identyfikacji
mutacji w AATD byto przedmiotem kilku publi-
kacji [57-59]. Analizie poddaje sie caly region ko-
dujacy genu AAT (eksony II-V wlacznie z miejsca-
mi splicingowymi), ktéry podzielony jest na sie-
dem amplikonéw [58, 59]. Powielone fragmenty
rozdziela sie w 6,5% zelu poliakrylamidowym
z gradientem czynnika denaturujacego od 20% do
70% przez 6 godz. w 240 V [59].

Na podstawie badania por6wnawczego wyka-
zano, ze DGGE jest metodg czulszg w wykrywaniu
wariantéw alfa-1-antytrypsyny (genotypu) niz
ogniskowanie izoelektryczne [57]. Metoda ta w po-
réwnaniu z omawianymi wczeéniej technikami ge-
notypowania daje mozliwo$¢ identyfikacji nie tyl-
ko tych najczestszych i znanych wariantéw, ale
réwniez rzadkich i zupelnie nowych. Dzigki swej
wysokiej czulosci oraz niezawodnosci DGGE jest
jedna z najbardziej wydajnych metod przesiewo-
wych, szczegblnie przydatnej w analizie gendw,
w ktérych mutacje sa liczne i losowo potozone, ta-
kich jak AAT. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze tech-
nika ta jest czasochlonna, kosztowna i nie pozwa-
la na pelne scharakteryzowanie mutacji. Metody
przesiewowe okreslaja tylko, w jakim regionie genu
wystepuje zmiana w sekwencji nukleotydowe;j. Pet-
nej charakterystyki tego fragmentu DNA dostarcza
jedynie sekwencjonowanie, ktére jest najdoktad-
niejsza metoda analizy kwaséw nukleinowych.

Do innych metod przesiewowych stosowa-
nych w ATTD =zalicza sie analize polimorfizmu
konformacji jednoniciowych fragmentéw DNA
(SSCP, single strand conformation polimorphism).
Ortiz-Pallardo i wsp., stosujgc metode SSCP, wy-
kazali mozliwo$¢ ujawniania mutacji Z w materiale
genetycznym izolowanym z wycinkéw tkanko-
wych utrwalonych w formalinie i zatopionych
w bloczkach parafinowych [60].

Analiza sekwencyjna

Sekwencjonowanie pozwala na ustalenie se-
kwencji, czyli okreslenie kolejnosci utozenia par
nukleotydowych w analizowanym fragmencie
DNA. Najczesciej wykorzystuje sie metode enzy-
matyczng Sangera, polegajgca na przedwczesnej
terminacji wydtuzania nowych komplementar-
nych nici polideoksyrybonukleotydowych, synte-
tyzowanych na matrycy sekwencjonowanego DNA,

przez przypadkowe wlaczenie przez polimeraze
DNA dideoksynukleotydéw wyznakowanych flu-
orescencyjnie. Dzieki zastosowaniu czterech réz-
nych znacznikéw fluorescencyjnych otrzymuje sie
mieszanine fragmentéw DNA o r6znej dtugosci za-
konczonych specyficznie znakowanym nukleoty-
dem. Elektroforetyczny rozdziat fragmentéw umoz-
liwia ich segregacje pod wzgledem wielkosci, za$
analiza fluorescencji emitowanej przez znacznik
pozwala na okreslenie, jaki nukleotyd zostat wia-
czony ostatni. Elektroforeza oraz detekcja fluore-
scencji przeprowadzane sa automatycznie, a wy-
niki opracowywane komputerowo.

Sekwencjonowanie wykrywa wszelkie zmia-
ny w sekwencji nukleotydéw badanego regionu
DNA, dlatego tez umozliwia rozpoznanie prawie
wszystkich wariantéw genetycznych alfa-1-anty-
trypsyny. Wymaga to jednak sekwencjonowania
czterech eksonéw (II-V) genu SERPINA1 lub frag-
ment genu wytypowanego w badaniu przesiewo-
wym. Analiza sekwencyjna jest najbardziej infor-
matywna metoda, ale przy tym niezwykle kosz-
towna i pracochtonng, wymagajaca skomplikowa-
nego sprzetu i doSwiadczonych pracownikéw.
Technika ta nie jest rutynowo stosowana w diagno-
styce AATD, a jedynie w przypadkach podejrze-
nia rzadkich lub nowych wariantéw alfa-1-anty-
trypsyny (nietypowy wzér IEF, niskie stezenie
AAT).

Model postepowania diagnostycznego

Aktualne stanowisko ATS i ERS dotyczace
diagnozowania i postepowania z przypadkami nie-
doboru AAT zawiera zalecenie wykonywania ana-
lizy ilosciowej biatka krazacego we krwi miedzy
innymi u os6b z przewlekla niewydolnoscig odde-
chowa [17]. Stwierdzenie nieprawidlowego (poni-
zej 11 uM) lub niskiego prawidlowego stezenia
AAT u osoby badanej (12-35 uM, lub 90-140 mg/dl)
wymaga przeprowadzenia dalszych badan jako-
$ciowych. W chwili obecnej ,,ztotym standardem”
i podstawg weryfikacji rozpoznania klinicznego
pozostaje fenotypowanie AAT metoda IEF. Nale-
zy jednak podkresli¢, ze wlaczenie genotypowania
w algorytm postepowania diagnostycznego w po-
pulacyjnych badaniach przesiewowych oraz w dia-
gnozowanie os6b z przewleklg niewydolnoscia
oddechowa badZ asymptomatycznych nosicieli de-
ficytowego wariantu znaczaco ultatwia i przyspie-
sza rozpoznanie (ryc. 4).

Pod koniec 2006 roku Snyder i wsp. zaprezen-
towali nowy precyzyjny model postepowania dia-
gnostycznego przy podejrzenia niedoboru AAT
oparty na ilo§éciowym pomiarze stezenia biatka
w surowicy skojarzonym z detekcja mutacji Z i S
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Oznaczenie poziomu AAT w surowicy
+ genotypowanie (mutacje Zi S)

A4 A4
Wynik negetywny Zi S 88, 22,52 iHec}zlizlr)nzATTt Iub?NHﬁitI!l:z Zal;le\}vn
poziom AAT = 100 mg/dl | | niezalezne od poziomu AAT P  Wynik negatywny
= 100 mg/dI + poziom AAT < 100 mg/dl

. . Nosiciel mutacji Fenotypowanie
Niedobdr AAT Z1ub S (IEF)

v / v

Poréwnanie wynikéw stezenia AAT,
fenotypowania i genotypowania

Prawidfowy

| Wynik

AAT (alpha-1-antitrypsin) — alfa-1-antytrypsyna; IEF (isoelectrofocusing) — ogniskowanie izoelektryczne

Rycina 4. Algorytm postepowania diagnostycznego przy podejrzeniu niedoboru AAT, zaproponowamy przez Bornhorsta i wsp. [15]. Immuno-
turbidymetryczny pomiar stezenia AAT w surowicy oraz analiza mutacji Z i S metoda real-time PCR s3 pierwszym etapem postgpowania
diagnostycznego. Identyfikacja osdb z genotypem ZZ, SS lub SZ, niezaleznie od oznaczonego poziomu AAT, pozwala na postawienie diagnozy
bez koniecznosci dalszych badan. W przypadkach stwierdzenia jednej z mutacji Z lub S (S Het lub Z Het) oraz poziomu AAT < 100 mg/dl
przeprowadza si¢ badanie potwierdzajace metoda fenotypowania IEF. Osoby z heterozygotycznym allelem Z lub S (S Het lub Z het), u ktérych
poziom AAT jest = 100 mg/dl uznaje sig za heterozygoty. Przypadki negatywne na obecno$¢ allelu S lub Z, przy poziomie AAT < 100 mg/dl,
poddaje sie fenotypowaniu IEF

Figure 4. The procedure algorithm of AAT deficiency diagnosis by Bornhorst et al. [15]. Immunoturbidimetric measurement of AAT serum
concentration and real-time PCR analysis of Z and S mutations are the first step of diagnostic procedure. Identification of ZZ, SS and SZ
genotypes, regardless of observed serum concentrations, enables to diagnosis report without further analysis. When a single S or Z allele is
observed and the serum concentration is < 100 mg/dl the confirmatory IEF phenotyping is assayed. If heterozygous S or Z samples have a serum
concentration of =100 mg/dl, the sample is reported as a likely S or Z heterozygote (Het). All samples exhibiting no S or Z allele and

a concentration of < 100 mg/dI are also reflexively phenotyped

metoda PCR na wstepie kazdego badania, co umoz-
liwia prawidlowe oznaczenie genotypu u blisko
96% przypadkow [38]. W ten spos6b poréwnanie
wyniku genotypowania z wynikiem analizy ilo-
$ciowej pozwala na identyfikacje wiekszosci cho-
rych z ATTD bez koniecznosci dalszych badan.
W przypadku wystapienia niezgodno$ci miedzy
uzyskanym stezeniem AAT a wynikiem analizy ge-
netycznej, czyli kiedy otrzymane stezenie AAT nie
mieSci sie w zakresie stezenn przewidzianym dla
oznaczonego genotypu, wykonuje sie fenotypowa-
nie metoda izoelektroogniskowania w celu osta-
tecznej weryfikacji rozpoznania klinicznego.
Ostatnio Bornhorst i wsp. zaproponowali po-
dobny tok postepowania diagnostycznego w nie-
doborze AAT [15] (ryc. 4). W opracowaniu owego
modelu diagnostycznego autorzy wykorzystali ba-
dania retrospektywne obejmujace ponad 50 000
prob. Algorytm ten cechuje sie bardzo wysoka, bo
przekraczajaca 98% czulosciag w wykrywaniu

AATD. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze oba opisane
modele nie sprawdzaja sie w identyfikacji nosicieli
najrzadszych alleli warunkujacych chorobe, pozwa-
la jej bowiem postawi¢ rozpoznanie tylko 1 na 10
takich przypadkéw. Za czeéc nierozpoznanych préb
(57%) odpowiada allel F, kodujacy wadliwe biatko
o obnizonej aktywnosci inhibicyjnej. U oséb z wa-
riantem F obserwuje sie prawidlowe stezenie AAT.

Powyzsze modele diagnostyczne znacznie
upraszczaja i przyspieszaja diagnostyke niedobo-
ru alfa-1-antytrypsyny. Tylko niewielki procent
analizowanych przypadkéw wymaga wykonania
fenotypowania (drogiego i czasochtonnego). Co
wiecej, pozwalaja réwniez na wykorzystanie do
badan prébek krwi przesytanych na bibule. W po-
laczeniu z zaletami, jakie oferujg testy bibutowe
(prébka krwi na bibule), umozliwia to sprawne
i efektywne prowadzenie badan screeningowych
na szeroka skale. Dobrym przykladem sg ostatnio
badania przesiewowe AATD przeprowadzone
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w Niemczech, ktére pozwolily na zidentyfikowa-
nie 335 0s6b z ciezkim niedoborem alfa-1-antytryp-
syny (8,2% przebadanych testow bibutowych) [61].

Niedobér alfa-1-antytrypsyny nie jest choroba,

ale zaburzeniem genetycznym, ktére w skojarze-
niu z innymi uwarunkowaniami genetycznymi
oraz czynnikami srodowiskowymi moze predyspo-
nowaé do rozwoju réznych jednostek chorobo-
wych. Wprowadzenie rutynowych badan w kierun-
ku AATD w Polsce pozwoli na wczesna diagnoze
tego zaburzenia i pomoze uniknaé¢ szeregu zwig-
zanych z nim powiklan.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Pismiennictwo
Luisetti M., Seersholm N. Alpha1-antitrypsin deficiency. 1: epi-
demiology of alpha-1-antitrypsin deficiency. Thorax 2004; 59:
164-169.
Blanco I., de Serres F.J., Fernandez-Bustillo E., Lara B., Mira-
vitlles M. Estimated numbers and prevalence of PI*S and PI*Z
alleles of al-antitrypsin deficiency in European countries Eur.
Respir. J. 2006; 27: 77-84.
Kaczor M.P., Sanak M., Libura-Twardowska M., Szczeklik A.
The prevalence of alpha-1-antitrypsin deficiency in a represen-
tative population sample from Poland. Respir. Med. 2007; 101:
2520-2525.
Brantly M. Efficient and accurate approaches to the laboratory
diagnosis of alphal-antitrypsin deficiency: The promise of ear-
ly diagnosis and intervention. Clin. Chem. 2006; 52: 2180-2181.
Stoller J.K., Sandhaus R.A., Turino G., Dickson R., Rodgers K.,
Strange C. Delay in diagnosis of al-antitrypsin deficiency:
a continuing problem. Chest 2005; 128: 1989-1994.
Huber R., Carrell R:-W. Implications of the three-dimensional
structure of alpha 1-antitrypsin for structure and function of
serpins. Biochemistry 1989; 28: 8951-8966.
Brantly M., Nukiwa T., Crystal R.G. Molecular basis of alpha-1-
-antitrypsin deficiency. Am. J. Med. 1988; 84: 13-31.
Travis J., Salvesen G.S. Human plasma proteinase inhibitors.
Ann. Rev. Biochem. 1983; 52: 655-709.
Stockley R.A. Alpha-1-antitrypsin deficiency. What next? Tho-
rax 2000; 55: 614-618.
Needham M., Stockley R.A. «,-antitrypsin deficiency 3: Clini-
cal manifestations and natural history. Thorax 2004; 59: 441—
—445.
Lomas D.A., Parfrey H. a;-antitrypsin deficiency 4: Molecular
pathophysiology. Thorax 2004; 365: 529-535.
Larsson C. Natural history and life expectancy in severe alpha-
-1-antitrypsin deficiency, Pi Z. Acta Med. Scand. 1978; 204:
345-351.
Perlmutter D.H. Alpha-1-antitrypsin deficiency: diagnosis and
treatment. Clin. Liver Dis. 2004; 8: 839-859.
Long G.L., Chandra T., Woo S.L., Davie E.W., Kurachi K. Com-
plete sequence of the cDNA for human alpha 1-antitrypsin and
the gene for the S variant. Biochemistry 1984; 23: 4828-4837.
Bornhorst J.A., Procter M., Meadows C., Ashwood E.R., Mao R.
Evaluation of an integrative diagnostic algorithm for the identi-
fication of people at risk for alpha-1-antitrypsin deficiency. Am.
J. Clin. Pathol. 2007; 128: 482—490.
Kowalska A., Rujner J. Diagnostyka niedoboru alfa-1-an-
tytrypsyny metoda fenotypowania wariantéw przy uzyciu izo-
elektroogniskowania biatek surowicy krwi w zelu agarozowym.
Diagn. Lab. 1995; 31: 43-49.
American Thoracic Society/European Respiratory Society State-
ment: Standards for the diagnosis and management of indivi-
duals with alpha-1-antitrypsin deficiency. Am. J. Respir. Crit.
Care Med. 2003; 168: 818-900.
Kowalska A., Rujner J. Polimorfizm locus PI (a-1-antytrypsyny)
u mieszkancéow wojewédztwa poznanskiego. Pol. Tyg. Lek.
1994; 49: 195-197.
Nukiwa T., Satoh K., Brantly M.L. i wsp. Identification of
a second mutation in the protein—coding sequence of the Z type
al-antitrypsin gene. J. Biol. Chem. 1986; 261: 15 989-15 994.
Lomas D.A., Evans D.L., Finch J.T. i wsp. The mechanism of Z alpha-
1-antitrypsin accumulation in the liver. Nature 1992; 357: 605-607.
Llewellyn-Jones C.G., Lomas D.A., Carrell R.W., Stockley R.A.
The effect of the Z mutation on the ability of alpha 1-anti-

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

47.

trypsin to prevent neutrophil mediated tissue damage. Biochem.
Biophys. Acta 1994; 1227: 155-160.

Carrell R.W., Jeppsson J.O., Laurell C.B. i wsp. Structure and
variation of human a1-antitrypsin. Nature 1982; 298: 329-334.
Stoller J.K., Aboussouan L.S. a1-antitrypsin deficiency. Lancet
2005; 365: 2225-2236.

Crystal R.G., Brantly M.L., Hubbard R.C., Curiel D.T., States
D.J., Holmes M.D. The alpha-1-antitrypsin gene and its muta-
tions. Clinical consequences and strategies for therapy. Chest
1989; 95: 196-208.

Lee J.H., Brantly M. Molecular mechanisms of alpha-1-anti-
trypsin null alleles. Respir. Med. 2000; 94: S7-11.

Scott C.F., Carrell RW., Glaser C.B., Kueppers F., Lewis J.H.,
Colman R.W. Alpha-1-antitrypsin-Pittsburgh. A potent inhibi-
tor of human plasma factor XIa, kallikrein, and factor XIIf.
J. Clin. Invest. 1986; 77: 631-634.

Brantly M.L., Wittes J.T., Vogelmeier C.F., Hubbard R.C., Fells
G.A. Use of a highly purified alpha-1-antitrypsin standard to
establish ranges for the common normal and deficient alpha
1-antitrypsin phenotypes. Chest 1991; 100: 703-708.

Walker M.B., Retzinger A.C., Retzinger G.S. A turbidimetric
method for measuring the activity of trypsin and its inhibition.
Anal. Biochem. 2006; 351: 114-121.

American Thoracic Society. Guidelines for the approach to the
patient with severe hereditary alpha-1-antitrypsin deficiency.
Am. Rev. Respir. Dis. 1989; 140: 1494-1497.

Perlmutter D.H. Liver injury in al-antitrypsin deficiency: an
aggregated protein induces mitochondrial injury. J. Clin. In-
vest. 2002; 110: 1579-1583.

Jeppsson J.O., Franzén B. Typing of genetic variants of alpha
1-antitrypsin by electrofocusing. Clin. Chem. 1982; 28: 219-25.
Jeppsson J.O., Einarsson R. Genetic variants of alpha-1-anti-
trypsin and hemoglobin typed by isoelectric focusing in prese-
lected narrow pH gradients with PhastSystem. Clin. Chem.
1992; 38: 577-580.

Pitacik B. Okreslenie fenotypéw a1-antytrypsyny metoda ogni-
skowania izoelektrycznego. Diagn. Lab. 1989; 6: 276-283.
Jeppsson J.O., Lilja H., Johansson M. Isolation and characteriza-
tion of 2 minor fractions of a,-antitrypsin by high performance
liquid chromatography chromatofocusing. J. Chromatogr. 1985;
327:173-177.

Seyama K., Nukiwa T., Takabe K., Takahashi H., Miyake K.,
Kira S. Siiyama (serine 53 (TCC) to phenylalanine 53 (TTC)).
A new alpha-1-antitrypsin-deficient variant with mutation on
a predicted conserved residue of the serpin backbone. J. Biol.
Chem. 1991; 266: 12 627-12 632.

Norman M.R., Mowat A.P. Hutchison D.C. Molecular basis,
clinical consequences and diagnosis of alpha-1 antitrypsin defi-
ciency. Ann. Clin. Biochem. 1997; 34: 230-246.

Campbell E.J. Alpha-1-antitrypsin deficiency: incidence and de-
tection program. Respir. Med. 2000; 94: S18-21.

Snyder M.R., Katzmann J.A., Butz M.L. i wsp. Diagnosis of alpha-1-
-antitrypsin deficiency: An algorithm of quantification, genoty-
ping, and phenotyping. Clin. Chem. 2006; 52: 2236-2242.
Fagerhol M.K. The Pi system. Genetic variants of serum
al-antitrypsin. Ser. 1988; 1: 153-161.

Buffone G.J., Stennis B.J., Schimbor C.M. Isoelectric Focusing
in Agarose: Classification of Genetic Variants of ¢;-antitrypsin.
Clin. Chem. 1983; 29: 328-331.

Lupi A., Viglio S., Luisetti M. i wsp. Alpha 1-antitrypsin in
serum determined by capillary isoelectric focusing. Electro-
phoresis 2000; 21: 3318-3326.

Gershagen S., Janciauskiene S. ELISA for Specific Detection of
PiZ-Related «,-Antitrypsin Deficiency. Clin. Chem. 2004; 50:
2407-2410.

Stockley R.A., Campbell E.J. Alpha-1-antitrypsin genotyping
with mouthwash specimens. Eur. Respir. J. 2001; 17: 356-359.
Costa X., Jardi R., Rodriguez F. i wsp. Simple method for
al-antitrypsin deficiency screening by use of dried blood spot
specimens. Eur. Respir. J. 2000; 15: 1111-1115.

Rodriguez F., Jardi R., Costa X. i wsp. Rapid Screening for
al-Antitrypsin Deficiency in Patients with Chronic Obstructive
Pulmonary Disease Using Dried Blood Specimens Am. J. Respir.
Crit. Care Med. 2002; 166: 814-817.

Andolfatto S., Namour F., Garnier A.L., Chabot F., Gueant J.L.,
Aimone-Gastin I. Genomic DNA extraction from small amounts
of serum to be used for alpha-1-antitrypsin genotype analysis.
Eur. Respir. J. 2003; 21: 215-219.

Forrest S.M., Dry P.J., Cotton R.G. Use of the chemical cleavage
of mismatch method for prenatal diagnosis of a-1-antitrypsin
deficiency. Prenatal. Diagn. 1992; 12: 133-137.

www.pneumonologia.viamedica.pl 263



Pneumonologia i Alergologia Polska 2008, tom 76, nr 4, strony 253-264

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

264

Tazelaar J.P., Friedman K.J., Kline R.S., Guthrie M.L., Farber
R.A. Detection of a1-antitrypsin Z and S mutations by poly-
merase chain reaction-mediated site-directed mutagenesis. Clin.
Chem. 1992; 38: 1486-1488.

Lucotte G., Sesboue R. Polymerase chain reaction detection of
S and Z alpha 1-antitrypsin variants by duplex PCR assay. Mol.
Cell. Probes 1999; 13: 389-391.

Rieger S., Riemer H., Mannhalter C. Multiplex PCR assay for
the detection of genetic variants of e1-antitrypsin. Clin. Chem.
1999; 45: 688-690.

Ferrarotti 1., Zorzetto M., Scabini R., Mazzola P., Campo I,
Luisetti M. A novel method for rapid genotypic identification of
alpha-1-antitrypsin variants. Diagn. Mol. Pathol. 2004; 13: 160-163.
Aslanidis C., Nauck M., Schmitz G. High-speed detection of the
two common alphal-antitrypsin deficiency alleles Pi*Z and
Pi*S by real-time fluorescence PCR and melting curves. Clin.
Chem. 1999; 45: 1872-1875.

von Ahsen N., Oellerich M., Schutz E. Use of two reporter
dyes without interference in a single-tube rapid-cycle PCR:
alpha-1-antitrypsin genotyping by multiplex real-time fluo-
rescence PCR with the lightcycler. Clin. Chem. 2000; 46:
156-161.

Ortiz-Pallardé M.E., Zhou H., Fischer H.P. i wsp. Rapid analy-
sis of a1-antitrypsin PiZ genotype by a real-time PCR approach.
J. Mol. Med. 2000; 78: 212-216.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Kaczor M.P., Sanak M., Szczeklik A. Rapid and inexpensive de-
tection of alphal-antitrypsin deficiency-related alleles S and Z
by a real-time polymerase chain reaction suitable for a large-
-scale population-based screening. J. Mol. Diagn. 2007; 9: 99-104.
Orru G., Faa G, Pillai S. i wsp. Rapid PCR real-time genotyping
of M-Malton alphal-antitrypsin deficiency alleles by molecular
beacons. Diagn. Mol. Pathol. 2005; 14: 237-242.

Lodewyck L., Vandevyver C., Vandervorst C., van Steenbergen W.,
Raus J., Michiels L. Mutation Detection in the alpha-1-
-antitrypsin gene (PI) using denaturing gradient gel electro-
phoresis. Hum. Mutat. 2001; 18: 243-250.

Hayes V.M. Genetic diversity of the alpha-1-antitrypsin gene in Afri-
cans using a novel genotyping assay. Hum. Mutat. 2003; 22: 59-66.
Ljujic M., Nikolic A., Divac A., Djordjevic V., Radojkovic D. Scree-
ning of alpha-1-antitrypsin gene by denaturing gradient gel electro-
phoresis (DGGE). J. Biochem. Biophys. Methods 2006; 68: 167-173.
Ortiz-Pallard6 M.E., Ko Y., Sachinidis A., Vetter H., Fischer
H.P., Zhou H. Detection of alpha-1-antitrypsin PiZ individuals
by SSCP and DNA sequencing in formalin-fixed and paraffin-
-embedded tissue: a comparison with immunohistochemical
analysis. J. Hepatol. 2000; 32: 406-411.

Bals R., Koczulla R., Kotke V., Andress J., Blackert K., Vogel-
meier C. Identification of individuals with alpha-1-antitrypsin
deficiency by a targeted screening program. Resp. Med. 2007;
101: 1708-1714.

www.pneumonologia.viamedica.pl



