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1.

WSTEP

1.1. Nazewnictwo

Nazwa ,,alfa;-antytrypsyna” (AAT) wprowadzona zostata w latach 60. ubiegtego
stulecia, dla okreslenia glikoproteiny hamujacej aktywno$¢ trypsyny. Poniewaz
gtowna funkcja tego bialka jest blokowanie elastazy neutrofilowej, wprowadzono w
nastepnych latach bardziej prawidtowa nazwe — ,,inhibitor proteaz 1” (PI 1), zwany
takze ,alfa;-antyproteazq” (alfa;-antyproteinazq). Niemniej, ze wzgledow
zwyczajowych, powszechnie w pi$miennictwie polskim i anglojezycznym nadal
stosowana jest tradycyjna nazwa antytrypsyna i taka tez konwencja zostala
utrzymana w niniejszej pracy. Sposrod innych stosowanych okre§len mozna

wymienié: ,,antyelastaza” i ,,serpina 1”.

1.2. Historia badan nad antytrypsyna

Historia badan nad antytrypsyna rozpoczgta si¢ ponad czterdziesci lat temu.
Wczesne lata 60. ubieglego stulecia w Szwecji, to intensywny rozwoj technik
elektroforetycznych oraz przesunigcie zainteresowania ws$réd pulmonologow z
probleméw zwiazanych z gruzlica na przewlekla obturacyjna chorobg ptuc (POChP).
Do centralnego laboratorium diagnostyki bialek surowicy w Malmo wysytano probki
od pacjentéw z rozedma, spodziewajac si¢ u nich pewnych zaburzen w obrazie
elektroforetycznym immunoglobulin (1). Nie zaobserwowano takiego zwiazku,
natomiast kierownik zespotu, biochemik Carl-Bertil Laurell, zwrocil uwage, ze u
czesci tych osob wystepuje brak prazka a; w obrazie elektroforetycznym (2). Wraz z
klinicysta Stenem Erikssonem stwierdzili, ze brakujaca frakcja to glikoproteina
wyizolowana w 1962 roku przez badaczy w Behring Werke (Magdeburg, Niemcy),
ktora ze wzgledu na zdolno$¢ inhibicji trypsyny nazwano antytrypsyna (3).

W 1963 roku Laurell i Eriksson opisali pig¢ takich przypadkow (sposrod ktorych
u 3 wystepowata POChP) stwierdzajac, ze istnieje zwiazek pomig¢dzy rozedma a

niedoborem AAT (4).



Rycina 1.
Carl-Bertil Laurell (1919-2001) [Za: (2)].

Podejrzenia te zostaty potwierdzone w dalszych badaniach: zdolnos¢ hamowania
trypsyny przez surowic¢ byla zwiazana gltéwnie (w 90%) z frakcja a;, natomiast u
pacjentow z niedoborem obnizona byta do 10-20% wartosci prawidlowych. Analiza
rodowoddw os6b z niedoborami wykazala, ze u czg$ci cztonkdéw wystepuje normalne
stezenie AAT w surowicy, natomiast u pozostatych jest obnizone do 60
(heterozygoty) lub 10% (homozygoty zmutowane) wartosci prawidlowych, sugerujac
wrodzony, autosomalny sposob dziedziczenia tego schorzenia. Polimorfizm
inhibitora proteaz — Pi (protease inhibitor) zostat opisany w 1967 roku przez Magne
Fagerhol z Norwegii 1 Laurell’a, a takze Diane Cox z Kanady. Na podstawie
ogniskowania izoelektrycznego biatka w Zelach skrobiowych wprowadzono
odpowiednie nazewnictwo (5). Kueppers i Bearn wykazali zdolno§¢ AAT do
inhibicji proteaz uwalnianych z ludzkich leukocytow (6), dwa lata pdzniej Janoff i
Schrerer (7) odkryli elastazg neutrofilowa, a Olsson wykazal jej wysokie
powinowactwo do AAT (8). Kolejne eksperymenty potwierdzity kluczowa role
elastazy neutrofilowej w rozwoju rozedmy. W 1978 roku Larsson wykazat
niezaprzeczalny wptyw palenia tytoniu na rozwdj rozedmy u 0s6b z niedoborem
AAT (9). Natomiast zwiazek z wystgpowaniem schorzen watroby zostat dopiero
udokumentowany w 1969 roku przez Harvey’a Skarpa, pediatr¢ ze Standéw

Zjednoczonych (10).



Rycina 2.
Obraz elektroforetyczny bialek surowicy osoby z ci¢zkim niedoborem AAT (brak prazka a,) i
prawidlowy (po prawej) [Za: (2)].

oo

W roku 1971 Szczeklik opisat pierwszy przypadek wystepowania niedoboru

AAT w Polsce (11), jego dalsze prace dostarczyly dowodow, Ze u o0sob z
czesciowym niedoborem pracujacych w  warunkach duzego zapylenia
przemystowego wczesniej dochodzi do rozwoju rozedmy (12), dokonat on takze

opisu wariantow AAT w astmie oskrzelowej (13:14).

1.3. SERPINY- rodzina inhibitoréow proteaz serynowych

Alfa;-antytrypsyna nalezy do rodziny serpin — inhibitoré6w proteaz serynowych
(serine protease inhibitors). Bialka te wystepuja u roslin, grzyboéw, zwierzat, a takze
niektorych bakterii i wirusoOw. Serpiny sa bardzo podobne w obrebie struktury I1I-
rzedowej, ale roznia si¢ funkcjami, do ktorych nalezy m.in. regulowanie procesow
zapalnych, odpowiedzi uktadu dopetniacza, krzepnigcia 1 fibrynolizy (alfa;-
antychymotrypsyna, antytrombina III, oraz inhibitor-1 aktywatora plazminogenu).
Cze$¢ bialek z tej rodziny utracita funkcje inhibitora proteaz i stuzy do transportu
hormonow (globulina wiazaca tyroksyng czy kortykosteroidy) lub regulacji cisnienia

krwi (angiotensynogen).



Tabela 1.
Proteazy serynowe, odpowiadajace im inhibitory — serpiny oraz przyklady serpinopatii.

Proteaza serynowa Serpina Serpinopatia

Choroba konformacyjna

Chymotrypsyna Alfa;-antychymotrypsyna Brak hamowania: rozedma

C1 inhibitor (C1INH) Brak hamowania: wrodzony

Skifadowa dopetniacza C1 .
obrzek naczynioruchowy

Brak hamowania: rozedma,

Elastaza Alfas-antytrypsyna Akumulacja: marskos$é
watroby
Plazmina Alfay-antyplazmina Brak hamowania: krwawienia
Trombina, czynnik Xa Antytrombina llI Brak hamowania: zakrzepica

Serpiny skladaja si¢ z trzech B-harmonijek (A-C) oraz co najmniej 7 o-helis
(zazwyczaj 9, od A do I). Natywne serpiny wystgpuja w metastabilnej, ,,napigtej”
konformacji. Petla reaktywna (reactive site loop, reactive center loop) jest
ruchomym lancuchem okoto 17 reszt aminokwasowych, rozciagnigtym pomigdzy
harmonijka A a C. Znajduje si¢ tam miejsce aktywne, rozpoznawane przez docelowa
proteazeg. Petla ta moze ulega¢ insercji w srodek B-harmonijki A, dajac nieaktywna
forme latentng serpiny, ktora moze odzyska¢ funkcje po denaturacji i ponownym
faldowaniu. Najbardziej stabilna jest konformacja, kiedy petla ulega przecigciu przez

proteaze 1 pelnemu wstawieniu w strukture f-harmonijki A (15:16).

Dziatanie serpin opiera si¢ na mechanizmie kinetycznej putapki; serpina jako
»samobojczy wabik” prezentuje centrum petli  reaktywnej, ktére zostaje
rozpoznawane przez proteinazg jako substrat do proteolizy. W pierwszym etapie
dochodzi do wytworzenia poczatkowego niekowalencyjnego kompleksu Michaelisa,
a nastgpnie ataku miejsca katalitycznego proteazy (Ser'’”) i przeciecia wiazania
peptydowego P1°-P1 petli reaktywnej serpiny. Prowadzi do utworzenia
przejsciowego kompleksu serpina-proteaza polaczonych kowalencyjnym wiazaniem
acylowym, uwolnieniem nowego konca aminowego miejsca P1’ 1 ostatecznie
powstania wiazania estrowego P1 i proteaza. Przerwanie wiazania P1’-P1 wywoluje
dramatyczna zmiang konformacyjna serpiny i1 wlaczenie swobodnej petli reaktywne;j
P1 jako czwartego tancucha w strukturg B-harmonijki A serpiny, wraz z translokacja

070 A zwiazanej proteazy na drugi biegun czasteczki serpiny. Utworzony kompleks




serpina — proteaza jest stabilny tygodniami lub latami, w zalezno$ci od warunkow.
Inhibicja proteazy wynika z konformacyjnego przemieszczenia i1 utworzenia
hiperstabilnej serpiny oraz zdeformowanej proteazy, gdzie miejsce aktywnej seryny
zostaje zmienione przestrzennie. Po translokacji, serpina moze indukowaé
wrazliwos¢ na proteoliz¢ inhibowanej proteazy, co prowadzi do trwatego
uszkodzenia jej zdolnosci katalitycznych. Jezeli jednak proces insercji petli nie jest
dos¢ szybki, proteaza serynowa moze zakonczy¢ procesu deacylacji 1 odlaczy¢ si¢ z
kompleksu (noninhibitory pathway) prowadzac do powstania strawionej serpiny i
natywnej proteazy (17-19). Mechanizm prawidlowej inhibicji wymaga odpowiedniej
dhugosci petli reaktywnej (usunigcie jednego lub dwoch reszt aminokwasowych
zmniejsza zdolno$¢ do inhibicji 1 zwigksza stabilno§¢ kompleksu, natomiast dodanie
powoduje znaczne zmniejszenie stabilno$ci kompleksu), oraz obecnosci w jej
obrgbie kompatybilnych reszt aminokwasowych zapewniajacych szybkie i

prawidlowe wlaczenie w strukture B-harmonijki (20).

Rycina 3.
Proces tworzenia kompleksu proteaza — serpina [Za: (19)].

Na rycinie powyzej przedstawiono proces tworzenia kompleksu (po lewej) pomigdzy trypsyna (u
g6ry), a AAT (ponizej) i nastgpnie (po prawej) pelnego wiaczenia przecigtej petli reaktywnej (na
z6tto) w struktur¢ B-harmonijki (na czerwono) serpiny, co wiaze si¢ z translokacja proteazy. Na
zielono zaznaczono metioning 358 w petli reaktywnej serpiny, rozpoznawana przez miejsce aktywne
docelowej proteazy, gdzie wystepuje seryna 195 zaznaczona na czerwono.



Wspomniana metionina 358 jest kluczowa dla dziatania serpiny, jej oksydacja
prowadzi do utraty zdolno$ci hamowania proteaz. Drugim takim miejscem
wrazliwym na oksydacj¢ jest metionina 351 (21). Oksydacja tych reszt

aminokwasowych powoduje zmniejszenie zdolno$ci wiazania z proteaza o ponad

2000 razy (22).

1.4. Gen Pl - inhibitora proteaz
Locus genu AAT, oznaczanego jako PI (Protease Inhibitor), zlokalizowany jest
na dlugim ramieniu chromosomu 14 (14q32.1), w grupie genéw obejmujacych
globuling wiazaca kortyzol (CBG), a;-chymotrypsyng (AACT), pseudogen AAT
(PIL) oraz inhibitor biatka C (PCI).
Rycina 4.

Chromosom 14 z zaznaczeniem lokalizacji genu AAT — PI locus [Za: (23); zmieniono].

—

Chromosom 14

Gen AAT sklada si¢ z 7 eksonow i 6 introndéw obejmujacych 12,2 kz. Posiada
promotor specyficzny dla watroby 1 alternatywne promotory dla innych tkanek, w
ktoérych dochodzi do produkeji AAT. Podstawowa ekspresja biatka w watrobie jest
regulowana przez synergistyczne dziatanie specyficznych dla tej tkanki czynnikéw
jadrowych: la i 4. Wzmacniacz ekspresji (enhancer), modulowany przez cytokiny

(interleukina-6), znajduje si¢ 1,2 kz za ostatnim eksonem od konca 3’ (24).
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Rycina S.
Organizacja genu AAT [Za: (23); zmieniono].

Miejsce startu transkrypcji
(makrofagi)

Miejsce startu transkrypcji
(hepatocyty)

ATG start

1.5. Budowa AAT

AAT jest glikoproteing o masie molekularnej 52 kDa, skladajaca si¢ z 394
aminokwasoéw i trzech bocznych tancuchéw weglowodanowych, poprzez azot
zwiazanych z resztami asparaginy (Asn’®, Asn®’, Asn®*’). Translacja mRNA daje
biatko o dlugosci 418 aminokwaséw, obejmujac 24 aminokwasowy peptyd
sygnatowy. W retikulum endoplazmatycznym (ER) peptyd sygnatowy jest odcinany
i dolaczane sa bogate w mannoze lancuchy weglowodanowe, a nastgpnie biatko
przenoszone jest do aparatu Golgiego, gdzie tancuchy boczne ulegaja przycigciu.
Weglowodany stanowia ok. 12% czasteczki, przy czym w dwoch miejscach
glikozylacji moga przyjmowac forme tylko dwurozgatgziona, natomiast w przypadku
trzeciego: dwu-, troj- lub czterorozgalgziona. Jest to przyczyna rdéznic w migracji

czasteczek biatka 1 obecnosci kilku prazkow w IEF (25:26).
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Rycina 6.

Model glikoform AAT identyfikowanych za pomoca IEF [Za: (26)].
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Nomenklatura aminokwasoéw zgodna z baza Swiss-Pro (pozycja 70 odpowiada Asn*®, itd.), w pozycji
107 (Asn®) N-glikany moga przyjmowaé struktury o roéznym rozgalezieniu, prazki M7 i M8
odpowiadaja pod katem N-glikozylacji prazkom M4 i M6, ale ich N-konce sa skrocone i rozpoczynaja
si¢ w pozycji 30.

Czasteczka AAT zbudowana jest z:

e Ruchomej petli reaktywnej, z miejscem rozpoznawanym przez proteaze i

nastepnie przez nia przecinanym: Met**-Ser’”’;

e 3. B-harmonijek (A — sktada si¢ z 5 tancuchéw, B oraz C — 4 tancuchy

Scisle zwiazane z A);

e 9. a-helis (A-I).
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Rycina 7.
Schemat budowy natywnej czasteczki AAT [Za: (27)].

RLC — ruchoma petla reaktywna (reactive center loop), numerowana zgodnie z nomenklatura:
Pn...P2-P1-P1’-P2’...Pn’, wiazanie peptydowe P1-P1°, czyli Met***-Ser**’ jest przecinane przez
proteazg; hA ... hI — a-helisy A-I; A-sheet ... C-sheet — f-harmonijki A-C.

Ruchome struktury AAT takie jak petla reaktywna i P-harmonijka A, sa
krytyczne do dziatania serpiny, a jednocze$nie uwrazliwiaja biatko na silny wplyw
mutacji wptywajacych na proces jego faldowania, co prowadzi do narazenia na

proteolize lub powstanie sktonnosci do polimeryzacji.

1.6. Warianty AAT
Dotychczas opisano blisko 120 wariantow AAT (28), opierajac sig¢ przede

wszystkim na wynikach fenotypowania biatka, stad poszczegdlne litery alfabetu od
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A (dla najszybszych) do Z (dla najwolniejszych) przypisywane im byly ze wzgledu
na szybkos$ci migracji w czasie elektroforezy (np. M — medium, S — slow, Z — very
slow, F — fast). Wigkszo$¢ z nich wystegpuje sporadycznie, jedynie sze$¢ spotykana
jest stosunkowo czgsto. Sa to cztery warianty prawidtowe: M1 — M4, oraz dwa
warianty deficytowe Pi*Z 1 Pi*S. Na podstawie st¢zenia biatka w surowicy i funkcji

warianty te dziela si¢ na prawidtowe, niedoborowe, dysfunkcjonalne i typu null.

Dziedziczenie niedoborow odbywa si¢ w sposob mendlowski, cigzkie niedobory
wystgpuja u homozygot Z, oraz w przypadku wspotwystgpowania allela PI*Z z
mutacja typu null. O niedoborach czegsciowych (umiarkowanych) méwimy w

przypadku innych kombinacji alleli (MZ, MS, SZ, SS).

1.6.1. Warianty prawidiowe
Sa to warianty o prawidtowej funkcji i stgzeniu biatka w surowicy, wystgpujace

wsrod 95% populacji. Do grupy tej naleza (29):
e M1, zdwoma podtypami:

o MIA (Ala®"®) — najstarszy, z ktérego przez substytucje
pojedynczych  nukleotydow  powstaly  kolejne  warianty

prawidlowe, wystepuje z czgstoscia ok. 20-23% wsrod rasy bialej;

o MIV (Ala*"*Val) — wystepujacy z czestoscia okoto 44-49%;

M2 (Arg'"'His) — powstaly z M3, czestos¢ wystepowania: 10-11%;
e M3 (Glu’"°Asp) — powstaty z M1V, o czestosci 14-19%;

M4 (Arg'"'His) — powstaly z M1V, stosunkowo najrzadszy.

1.6.2. Warianty niedoborowe

Warianty niedoborowe charakteryzuja si¢ prawidlowa funkcja, natomiast
obnizonym stgzeniem biatka. Najczgstsze i1 najlepiej scharakteryzowane to Pi*S i
Pi*Z; w obu przypadkach spowodowane sa one substytucja pojedynczego
nukleotydu.

1.6.21 Wariant S (Glu264—>Val)
W przypadku tego wariantu dochodzi do transwersji GAA—GTA w eksonie 3
prowadzacej do substytucji kwasu glutaminowego w pozycji 264 na waling. Stezenie

biatka w surowicy obnizone jest o 40%, nie wystgpuja natomiast typowe inkluzje
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watrobowe (jak w przypadku Pi*Z). Przypuszczalnie przyczyna niedoboru jest
wzmozona degradacja wewnatrzkomérkowa biatka. Spowodowane jest to
najprawdopodobniej mniej stabilng struktura I1I-rzedowa tego wariantu, postuluje si¢
takze znacznie powolniejsza niz w przypadku wariantu Z polimeryzacj¢ biatka,

prowadzaca do kontrolowanej proteolizy nieprawidlowych czasteczek (30:31).

1.62.2 Wariant Z (Glu>*?—Lys)

Wariant Pi*Z spowodowany jest tranzycja GAG—AAG w obrgbie eksonu 5. Ta
mutacja prowadzi do zamiany kwasu glutaminowego w pozycji 342 na lizyng.
Nieprawidlowe biatko w 90% polimeryzuje w obrgbie hepatocytow, a st¢zenie w
surowicy obnizone jest do 10% wartosci prawidlowych. Wykazano takze, ze wariant
Pi*Z charakteryzuje si¢ stabsza zdolnoscia hamowania elastazy w porownaniu do
prawidlowego biatka Pi*M, czas potrzebny do inhibicji serpiny w przypadku
czasteczki zmutowanej jest dwukrotnie dtuzszy. Zjawisko to moze by¢ zwiazane z
réznicami w sekwencji pomigedzy oboma wariantami (nalezy jednak mie¢ na uwadze,
ze mutacja Z nie dotyczy miejsca odpowiedzialnego za wiazanie z elastaza, tj.
Met®®; tak wigc raczej odbywa si¢ to przez zmiang struktury IIl-rzedowej), lub

zaburzeniem modyfikacji biatka, do ktorej dochodzi po translacji mRNA (32).

1.6.2.3 Inne warianty niedoborowe

Do rzadszych wariantow niedoborowych nalezy Siiyama (Ser’”—Phe) wystepujacy
w Japonii (33); czy Mmaion, zwWany takze Myichinan 1Ub Meagiiari (delecja Phe52)
charakterystyczny dla Sardynii (34). W obu przypadkach obserwuje si¢ podobne
inkluzje watrobowe jak przy wystgpowaniu wariantu Pi*Z, biatko polimeryzuje w
mechanizmie pe¢tla — B-harmonijka, cho¢ proces ten jest bardziej nasilony, a jego
stgzenie w surowicy istotnie obnizone. Podobna, jak w przypadku Pi*S,

umiarkowana sktonno§¢ do polimeryzacji wykazuje natomiast wariant Pi*I

(Arg”—Cys) (31).

1.6.3. Warianty dysfunkcjonalne

W przypadku tej grupy stezenie biatka jest prawidtowe, natomiast zaburzona jest
jego funkcja. W przypadku wariantu Pi*F (Arg”>—Cys) zdolno$¢ wiazania z
clastaza jest znacznie obnizona (35). Wariant Pittsburgh (Met™*—Arg)
charakteryzuje si¢ utrata zdolno$ci blokowania elastazy, natomiast nabyciem funkcji

charakterystycznych dla antytrombiny III. Obie te serpiny powstaty w wyniku
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specjalizacji z jednego biatka okoto 500 milionéw lat temu. Zamiana krytycznej dla
dziatania AAT metioniny w petli reaktywnej na argining (wystepujaca w
antytrombinie w obszarze rozpoznawanym przez docelowa protezg) prowadzi do
przejecia przez AAT funkcji inhibicji trombiny i1 innych czynnikéw krzepnigcia (np.
czynnik Xa). Obecno$¢ inhibitora trombiny, niezaleznego od heparyny, ktoérego
stezenie wzrasta kilkukrotnie w czasie reakcji typu ,0strej fazy” prowadzi do

nasilonych krwawien zwiazanych z urazami. (36).

1.6.4. Warianty typu null

Charakterystyczne w tym przypadku jest obnizenie st¢zenia biatka w surowicy i
rozwo6j objawdéw ptucnych, bez konsekwencji ze strony watroby. Warianty null sa
rzadkie 1 wynikaja z réznych mechanizmow molekularnych, obejmujacych duze
delecje (bardzo rzadkie, np. QOisla di procida), Mutacje w intronach, mutacje
nonsensowne, przesunigcia ramki i zmiany sensu, prowadzace do zamiany kodonow
w krytycznych regionach. Obejmuja one np. mutacje w miejscach splicingu RNA
(np. QOuwest, QOponny), tworzenie przedwczesnych kodondéw terminujacych (w
przypadku II 1 III eksonu 1 prowadzac do braku wykrywalnego mRNA — QOganite falls
QOvellingham; lub w obszarze V eksonu i praktycznie prawidlowego poziomu mRNA —
QOhong kongs QOmattawas QObolton, QOclayton/saarbrucken, 0raz 0 posrednim stgzeniu mRNA

—1np. QO¢astevere — Mutacja w III eksonie) (23:37).
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Rycina 8.
Lokalizacja wariatéw typu null [Za: (23); zmieniono].
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1.7. Epidemiologia niedoborow AAT

Niedobory AAT sa stosunkowo czgste w europejskiej populacji, za$
homozygotycznos¢ allela Z jest jedna z najczestszych choréb genetycznych wérod
rasy bialej. Najwigksza czestos¢ allela PI*Z wystepuje w Europie poinocnej
(Skandynawia), a obecny rozktad sugeruje rozprzestrzenienie si¢ mutacji z poéinocy
w kierunku potudnia i zachodu Europy. Wariant Pi*S jest szczegdlnie czgsty na
Potwyspie Iberyjskim i najprawdopodobniej stamtad wywodzi si¢ ta mutacja.

Nastgpnie mutacje te migrowaly po Europie zgodnie z ruchami ludnosciowymi (38).

Analiza polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych w poblizu locus globuliny
wiazacej kortykosteroidy (CBG) wykazata ze allel PI*Z powstal w wyniku
pojedynczej mutacji okoto 66 generacji temu (2000 lat, przy zalozeniu, ze jedna
generacja to ok. 30 lat) (39). W kolejnych badaniach potwierdzono ta hipoteze
datujac narodziny PI*Z na okoto 6 840 lat temu (analiza haplotypéw za pomoca
RFLP) (40) 1 4 070 — 3 210 lat temu za pomoca analizy mikrosatelit w obrgbie /oci:
Protease Inhibotor-(TG), oraz Protein C Inhibitor-(TG),. Mutacja S jest starsza i

datuje si¢ jej powstanie na okoto 14 100 — 8 370 lat temu (41).
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Najwigksza czestos¢ allela PI*S wystepuje w pdinocno-zachodniej czesci
Potwyspu Iberyjskiego (ok. 15%), w populacji hiszpanskiej 1 potudniowo-zachodnie;j
Francji wartosci te osiagaja 10%. Czgstos¢ ta zmniejsza si¢ do 7% na terenie Francji
poinocnej, centralnej i zachodniej, a nastepnie do 4 — 5,5% w Wielkiej Brytanii i
Belgii. Nastepnie czegstos¢ ta nadal stopniowo maleje do 2 — 4% we Wloszech,
Niemczech, Danii, Estonii, Litwie, Holandii i potudniowej czg$ci Skandynawii.
Nizsze wartosci, ponizej 2%, sa notowane w potnocnej Skandynawii, Finlandii,

Polsce, Serbii, Rosji i na Wegrzech.

Rozktad allela PI*Z w Europie jest przeciwstawny do zaprezentowanego
powyzej. Publikowane wyniki nie sa homogenne i rdznia si¢ w obrebie tych samych
populacji, najprawdopodobniej ma to zwiazek z doborem badanej proby. Niestety
wigkszos$¢ badan nie opiera si¢ na probach losowych z ogoélnej populacji. Najwyzsze
czgstosei (4,5%) wystepuja w zachodniej czgsci Litwy (Kurlandia), gdzie migrowata
ludno$¢ ze Szwecji. Wysokie czgstosci allela PI*Z (2,3 — 3,2%) sa raportowane w
potocnej 1 zachodniej Szwecji, Estonii, takze ws$rod wybranych populacji
Dunczykow. Wartosci rzedu 2,0 — 2,25% wystgpuja na czgsci obszaru Francji
(Normandia i Bretania), pdétnocnej Irlandii i potudniowej Anglii. Reszta Europy
charakteryzuje si¢ czgsto$ciami pomigdzy 2,0 a 0,5%. Najnizsze wartosci (<0,5%)
raportowano na obszarze potudniowych Wtoch, w Rosji oraz wsrod wiejskiej

populacji Danii. Allel ten nie wystgpuje w populacji Baskow 1 Laponczykow.

Rozktad czgstoSci wystgpowania homozygotyczno$ci Z zmniejsza si¢ z
ponocnego-wschodu (1/500 — 1/5 000) w kierunku potudniowo-zachodnim (1/1 000
—1/90 000).

Czgstosci heterozygot SZ osiaga wartosci 1/200 — 1/1 000 (Portugalia, Hiszpania,
Francja, Anglia, Belgia, Dania, Szwecja, Lotwa i potnocne Wiochy); 1/1 000 —
1/1 600 (Holandia, Europa Centralna, pétnocna Szwecja, Finlandia, Estonia, Litwa,

oraz potnocne Wiochy) do 1/8 000 — 1/9 000 (Rosja) (42-44).

Poza Europa czgstosci alleli PI*S 1 PI*Z zaleza od kolonizacji 1 naptywu ludnos$ci
europejskiej. W przypadku obszaréw o niewielkim wplywie genetycznym z Europy
(centralna i wschodnia Azja, Afryka, Aborygeni) allel PI*S jest bardzo rzadki lub
wrecz nie wystepuje; natomiast praktycznie zerowe czgsto$ci wariantu Pi*Z
zanotowano w wschodnich Chinach, Korei, Japonii, Malezji, Jordanii i zachodnie;j

Afryce. Wysokie warto$ci tego allela raportowano u Afganczykéw. W przypadku
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Japonii nie stwierdza sig allela PI*S jak réwniez PI*Z (podobnie jak u Chinczykow i
Koreanczykow), wystgpuje natomiast charakterystyczny dla tej populacji wariant
Msgiiyama (45). Obszary o nasilonym wplywie genetycznym ludno$ci europejskiej
(Stany Zjednoczone Ameryki, Kanada, Australia, Nowa Zelandia) wykazuja
czestosci zblizone do europejskich, cho¢ wyniki zaleza od pochodzenia danej grupy

etnicznej (46).

Laczne oszacowanie danych populacyjnych, w przeliczeniu na 4,4 miliarda
mieszkancow Ziemi w 2002 roku, zaowocowato liczba co najmniej 116 milionow
nosicieli alleli deficytowych (MS, MZ) i 3,4 miliona os6b narazonych na rozwoj
powiktan (SS, SZ, ZZ) (47:48). Przeliczajac te dane na obecna populacje 6,4
miliarda, mozna oczekiwac tacznie na Swiecie 170 milionéw nosicieli 1 4,9 miliona

0sOb narazonych.

1.8. Watrobowa i pozawatrobowa produkcja AAT

Gléwnym miejscem produkcji AAT w organizmie jest watroba. Obwodowe
stezenie AAT, jako biatka ostrej fazy, wzrasta 3 — 4 krotnie w czasie ustrojowej
reakcji zapalnej lub uszkodzenia tkanek . Poza watroba AAT jest produkowana przez
monocyty krwi obwodowej, oraz makrofagi oskrzelowo-plucne 1 gruczolu
piersiowego (49). W przypadku makrofagdw miejsce promotorowe zlokalizowane
jest ok. 2 kz powyzej miejsca charakterystycznego dla hepatocytow. W komorkach
watroby powstaje transkrypt o dlugosci 1,4 kz ze zlokalizowana od konca 5’
sekwencja o dlugosci 49 pz niepodlegajaca translacji, pierwsze 45 nukleotydoéw
stanowi krotki egzon oddzielony od nastgpnego przez intron wielkosci 5 kz.
Powstajace w fagocytach mRNA jest dtuzsze od watrobowego i istnieja dwie rézne
czasteczki na skutek alternatywnego sktadania (splicing). Ekson A o dtugosci 207 pz
wystepuje w obu czasteczkach makrofagowego mRNA, podobnie jak 101-
nukleotydowy ekson C (czg$ciowo pokrywajacy si¢ z pierwszym eksonem mRNA w
hepatocytach). Dodatkowo w niektorych czasteczkach mRNA wystepuje obejmujacy
209 nukleotydéw ekson B. W wszystkich przypadkach powstaje to samo biatko,
cho¢ w makrofagach w przypadku dhuzszych czasteczek mRNA istnieja dodatkowo
dwie krotkie ramki odczytu, pierwsza rozpoczynajaca si¢ 1 konczaca w obrgbie
eksonu B, druga rozpoczynajaca si¢ pod koniec egzonu B i1 konczaca w ostatnim

specyficznym dla makrofagdw egzonie C i1 naktadajaca si¢ na watrobowy ekson C’

(30).
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Rycina 9.
Schemat transkrypcji mRNA w przypadku hepatocytéw i makrofagéw [Za: (50); zmieniono].
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Regulacja tego procesu w hepatocytach i fagocytach jednojadrzastych odbywa
si¢ poprzez interleukiny 2B 1 6. Ich wplyw na ekspresje genu AAT jest
pretranslacyjny, prowadzac do zwigkszenia poziomu mRNA, natomiast nie wplywa
na kinetyk¢ wydzielania biatka (51). Dwukrotnie silniej zwigksza produkcj¢ AAT w
tych komoérkach LPS, wywierajac bezposredni wptyw na wzmozenie translacji biatka
(52). W makrofagach regulacja produkcji AAT ma takze charakter specyficzny dla
tkanki, jej synteza jest bowiem potggowana, obok LPS-u, przez elastazg neutrofilowa
(takze trzustkowa). Dziatanie elastazy jest szybsze niz LPS-u, odbywa si¢ poprzez
regulacjg pretranslacyjna i wzrost poziomu mRNA; w tym przypadku wymagana jest
obecno$¢ aktywnej enzymatycznie proteazy serynowej i AAT, a takze, by¢ moze
utworzenia kompleksu proteaza-antyproteaza (53). Dziatania regulujacego nie
wykazuja natomiast I1-18, TNFa; regulujace ekspresje¢ innych biatek ostrej fazy (54);
a takze IFNy 1 steroidy. AAT jest produkowana takze na powierzchni nabtonkowe;j
phuc, najprawdopodobniej przez komorki nabtonka, albo makrofagi. W przypadku
produkcji przez komorki wywodzace si¢ z nabtonka pluc, produkcja AAT pobudzana
jest przez interleuking-1, deksametazon i onkostatyng M, a nie przez interleuking-6,
ponadto powstajace biatko rézni si¢ wzorem glikozylacji; w przypadku watroby
wystepuja trzy formy glikozylacji, natomiast w komodrkach nablonka pluc tylko
jedna, co moze sugerowa¢ odmienny mechanizm wychwytu AAT pochodzacej z
phlucnej produkcji, jako zZe czas zycia biatka produkowanego w watrobie
przynajmniej czg¢sciowo zalezy od liczby 1 rodzaju bocznych tancuchéw

weglowodanowych (55). Wykazano réwniez produkcje antytrypsyny przez komorki
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nabtonka jelit, gdzie wielko$§¢ powstajacego mRNA jest mniejsza niz w przypadku

monocytéw 1 makrofagow (56).

1.9. Patofizjologia niedoborow AAT i objawy kliniczne

Choroby konformacyjne obejmuja duza grupg roznorodnych schorzen
wywolywanych wrodzonym lub nabytym zaburzeniem faldowania biatek i ich
agregacja. Zaliczamy tu chorobg Alzheimera, Parkinsona, amyloidozy, choroby
prionowe, itd. Sztandarowym przyktadem jest niedobor AAT, a doktadniej niektore

warianty tego biatka wykazujace sktonno$¢ do polimeryzacji (57:58).

Rycina 10.
Mutacja Z i polimeryzacja czasteczek AAT [Za: (60)].

W obrebie czasteczki AAT na zielono zaznaczono B-harmonijk¢ A, natomiast na czerwono ruchoma
petle reaktywna. Sktonno$¢ do polimeryzacji wynika z obecnosci mutacji Z (strzatka) lub innych
otwierajacych struktur¢ pB-harmonijki A (niebieski okrag). Prowadzi to do powstania przejsciowej
formy niestabilnej (M*) z czg$ciowa insercja ruchomej petli reaktywnej. Wiaczenie petli innej
czasteczki prowadzi do powstania dimeréw (D) a nastgpnie polimeréw (P), natomiast gdy proces
odbywa si¢ w obrebie jednej czasteczki powstaje forma latentna (L).

Najlepiej poznanym allelem niedoborowym jest PI*Z. Mutacja punktowa Z
prowadzi do zmiany reszty aminokwasowej P17 (17 miejsc proksymalnie do P1), w
glowie 5 tancucha B-harmonijki A, na podstawie ruchomej petli reaktywnej. Ta

zmiana otwiera -harmonijk¢ A dajac posrednia, niestabilng formg¢ M*. Samoistne

21



wlaczenie petli reaktywnej w kolejna czasteczke AAT prowadzi do powstania
dimeru, a nastgpnie polimerow w mechanizmie pe¢tla — B-harmonijka. Petla
reaktywna w obrgbie jednej czasteczki moze takze ulega¢ wilaczeniu w strukture [3-

harmonijki dajac formg latentng (59:60).

W przypadku niedoborow AAT wywotlanych obecno$cia wariantu Pi*Z
wigkszos$¢ powstajacego biatka ulega polimeryzacji w hepatocytach, uszkadzajac je 1
daja rézne objawy watrobowe (od przedtuzonej zéttaczki noworodkoéw, po marskos¢
i raka watroby). Obnizone stgezenie w krwioobiegu prowadzi do zachwiania
rbwnowagi proteazy-antyproteazy, gléwnie w tkance ptlucnej, objawiajace si¢
rozedma 1 przewlekla obturacyjna choroba ptuc (POChP) o wczesnym poczatku.
Wykazano takze zwiazek niedoboréow z przypadkami zapalen naczyn, gléwnie

ziarniniakiem Wegnera oraz zapaleniami tkanki podskdrnej.

Rycina 11.
Patomechanizm niedoborow AAT.
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1.9.1. Akumulacja biatka w hepatocytach i objawy watrobowe

1.9.1.1  Patomechanizm uszkodzenia watroby

Uszkodzenie watroby tlumaczone jest teoria akumulacji. Wariant Pi*Z jest
produkowany normalnie w hepatocytach, ale 80 — 90% biatka zamiast ulegaé
sekrecji, polimeryzuje w obrgbie szorstkiego retikulum endoplazmatycznego (ER)
prowadzac u czesci pacjentow do uszkodzenia watroby. Powstawanie ztogéw AAT
wzrasta wraz z temperatura (zwigkszenie sktonnosci do polimeryzacji) lub w
przypadku odpowiedzi typu ,,ostrej fazy” (zwigkszona produkcja AAT) (61). Zlogi te
widoczne sa w materiale watrobowym, jako PAS-dodatnie (periodic acid Schiff-

positive), oporne na diastazeg (amylaze) inkluzje wewnatrzkomoérkowe.

Rycina 12.
Inkluzje AAT w obrebie hepatocytow [Za: (58)].

y:ﬁ.

A — barwienie PAS, strzalka wskazuje wewnatrzkomorkowe inkluzje (pow. 200x); B — obraz z
mikroskopu elektronowego, w obrgbie szorstkiego retikulum endoplazmatycznego obecna akumulacja
AAT (20 000x); C — inkluzje AAT tworzone przez polimeryzujace czasteczki zmutowanego biatka
przypominajg paciorki (pow. 220 000x).

Obecnos¢ polimerow, obladowujacych ER jest gldwna przyczyna uszkodzenia
komoérek watroby. Niektore dane sugeruja, ze polimeryzacja AAT nie jest gtéwna
przyczyna retencji w obrgbie ER, ale raczej jej wynikiem. Przemawiaja za tym
obserwacje dotyczace rzadkiego wariantu QOsuarbruecken (Przedwcezesny kodonu
terminujacy powodujacy skrocenie konca karboksylowego biatka o 19
aminokwasow), a takze wariantu Pi*Z + QOsaarbruecken (Ni0Sacego obie mutacje), w
przypadku ktérych dochodzi do przedtuzonej retencji w obrgbie ER bez sktonnosci
do polimeryzacji (62). Ponadto tylko nieznaczna czg$¢ czasteczek Pi*ZZ (okoto

15%) wewnatrzkomoérkowo trwale wystepuje w formie polimerow.

Z punktu klinicznego niezwykle istotne jest, ze tyko 10 — 15% homozygot Z
rozwija objawy watrobowe. Istnieja zatem inne czynniki genetyczne lub

srodowiskowe wplywaja na efektywno$¢ procesu usuwania polimerow AAT.
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Udowodniono, ze rekombinowane fibroblasty 0sob z cigzkim niedoborem i choroba
watroby (susceptible hosts) wykazuja znaczne stabsza degradacje polimeryzujacych
czasteczek AAT w poréwnaniu do 0séb z niedoborem, a bez objawdw watrobowych

(protected hosts) (63).

W ochronnej degradacji akumulujacego biatka uczestniczy system proteosoméow,
obejmujacy zaréwno klasyczny mechanizm (wiazanie z kalneksyna, btonowym
»chaperonem” — biatkiem opiekunczym; nastgpnie poliubikwitynacja kalneksyny i
proteoliza kompleksu przez proteosom 26S) jak i niezalezny od ubikwityny (64). Nie
wyjasniono ostatecznie, jak dochodzi do przeniesienia polimerow ze §wiatta ER do
cytoplazmy, by¢ moze jest to wsteczna translokacja lub przenoszenie AAT przez
blong ER mediowane przez proteosom. Obecnie, coraz mocniej akcentuje sig
niezalezny od proteosomoéw mechanizm autofagocytozy, jako odgrywajacy istotna
rol¢ w degradacji AAT (65:66). Autofagia jest mechanizmem trawienia przez
komoérke elementow cytozolu lub organelli, takich jak mitochondria lub cze$¢ ER,
ktore poczatkowo zostaja otoczone przez podwojna btong endoplazmatyczna
(najprawdopodobniej pochodzaca z aparatu Golgiego), nastgpnie pgcherzyk z

zawartoscia ulega potaczeniu z lizosomem i ulega strawieniu.

Proces autofagii z jednej strony chroni komorke przed gromadzacymi si¢ ztogami
AAT, a z drugiej wiaze si¢ ze zwigkszeniem uszkodzenia mitochondriow w
hepatocytach. Proces ten moze by¢ bezposrednio spowodowany obciazeniem ER lub
tez nadmierna sklonnoscia do niespecyficznej autofagii, obejmujacej takze
prawidlowe organelle. Ten mechanizm, a takze aktywacja kaspazy-3 wydaja si¢ by¢
kluczowe w uszkodzeniu hepatocytow (67:68). Obtadowanie ER aktywuje takze
czynnik jadrowy «B (NF«B), ktory poprzez interleuking-8 moze powodowaé proces
neutrofilowego zapalnia. Sposréd innych szlakéw sygnatowych aktywowanych
akumulujacymi czasteczkami AAT mozna wymieni¢ kaspazg-12 i 4, a takze BAP31
— biatko btonowe zwiazane z proapoptotycznym sygnalem z ER do mitochondriow

(69).

Watroba homozygot narazona jest nie tylko na uszkodzenie, prowadzace czgsto
do marskosci, ale takze nowotworzenie i czgsciowo, by¢ moze, sa to niezalezne
mechanizmy. Ryzyko rozwoju raka watrobowokomérkowego jest wyzsze niz

wynikatoby tylko z obecno$ci marskosci, wykazano takze obecnos$¢ raka u pacjentow

24



z cigzkim niedoborem, a tylko nieznacznymi cechami wtdknienia lub marskosci, lub

nawet bez tych zmian.

Proponowany model nowotworzenia w obrgbie watroby homozygot Z zaktada,
ze akumulacja AAT aktywuje kaspazy, NF«B i proces autofagii, ale szlak kaspaz jest
zablokowany na koncowym etapie, tak, ze komodrki zawierajace ztogi sa chore, ale
nie martwe (sick but not dead). Wysytaja on staly sygnal regeneracji, proporcjonalnie
do obladowania polimeryzujacym biatkiem danej komorki i ilosci chorych komorek.
Hepatocyty z mniejsza iloscia polimerow (bez ztogow AAT) sa przewlekle
stymulowane do podzialbw co zwigksza prawdopodobienstwo zlosliwej
transformacji. Gruczolaki i raki powstaja w obszarach z komorkami bez ztogow
AAT. Nie jest jasne dlaczego szlak kaspazy jest zablokowany w hepatocytach
zawierajacych zlogi AAT, by¢ moze jest to antyapoptotyczne dziatanie bialek ,,ostrej
fazy” (69). Wykazano bowiem, ze u 0s6b o genotypie PI*ZZ z choroba watroby,
indukcja biatek hepatocytow charakterystyczna dla odpowiedzi typu ,,ostrej fazy”
(SP90, SP70, ubikwityna) wystepuje nawet w przypadku braku dodatkowych
czynnikow termicznych lub chemicznych. Jest ona specyficzna dla tej podgrupy
pacjentdw, nie dotyczy natomiast bezobjawowych homozygot Z, lub nosicieli allela
S, jak rowniez homozygot M z prawidlowym genotypem i cigzkimi schorzeniami
watroby. Prawdopodobnie wywolywana jest ona przez gromadzace si¢ w

hepatocytach nieprawidtowe biatko AAT (70).
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Rycina 13.
Model karcinogenezy w watrobie oséb z ci¢zkim niedoborem AAT [Za: (69); zmieniono].

: -_Hepatocw
zeztogami AAT

Przestrzen
wrotna

Komorki watroby obtadowane ztogami AAT (ré6zowy) wystgpuja gtownie w okolicy przestrzeni
wrotnych, ulegaja uszkodzeniu przez polimeryzujace biatko i wysylaja przewlekly bodziec
regeneracyjny ktory odbieraja hepatocyty niezawierajace widocznych zlogdéw (czerwony). Prowadzi to
do wzmozonej proliferacji w centrum zrazikdw (obszary jasno czerwone) i rakowacenia
(ciemnoczerwony).

1.9.1.2 Objawy watrobowe

Objawy watrobowe zwiazane z niedoborem wystgpuja glownie w dwdch
okresach zycia: wczesnego dziecinstwa i w wieku powyzej 50 rz. W dziecinstwie
ponad potowa homozygot Z wykazuje nieprawidlowe testy watrobowe
(umiarkowane podniesione st¢zenia bilirubiny niezwigzanej 1 enzymow
watrobowych), najczesciej bez innych objawow, utrzymujace si¢ przez lata. Tylko u
ok. 10% uszkodzenie watroby daje objawy kliniczne, najczesciej jest to przedtuzona
zottaczka (do 1 — 2 miesiaca) lub hepatomegalia. Z drugiej strony fenotyp ZZ moze
by¢ przyczyna krancowej niewydolno$ci watroby wymagajacej przeszczepu (cigzki
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niedobor AAT jest najczgstsza przyczyna przeszczepow watroby u dzieci). Cigzka
niewydolno$¢ watroby jest na szcze$cie rzadkim powiktaniem, dajac jednak bardzo
powazne objawy dotyczace zaburzen krzepnigcia (niedobdr witaminy K), takie jak:
krwawienia z przewodu pokarmowego, kikuta pgpkowego, siniaki, czy, rzadko,
krwawienia do CSN. Jeszcze rzadsze sa: postepujaca hepatosplenomegalia,
wodobrzusze 1 piorunujaca niewydolno$¢ watroby. Ten szczyt zachorowalnos$ci w
okresie noworodkowym by¢ moze jest zwiazany z niedojrzalo$cia hepatocytow,
czynnikami ryzyka, usposabiajacymi do rozwoju objawoéw, moga by¢ infekcje i

stany goraczkowe zwigkszajace produkcje AAT.

W wieku dorostym marskos¢ moze wystapi¢ w kazdym wieku. Badania
populacyjne wykazuja, ze homozygotyczno$¢ Z zwigksza 20-krotnie ryzyko rozwoju
przewlektej choroby watroby. Marsko$¢ osiaga wyzsze czgstosci (powyzej 15%) u
starszych osob, w wieku powyzej 50 lat, dotychczas niepalacych, u ktorych nie
doszto do rozwoju nasilonej rozedmy i1 POChP, stanowiacej przyczyng
przedwczesnego zgonu. Z tego powodu sredni wiek zgonu osob ZZ rozwijajacych
marsko$¢ jest wyzsza niz tych bez marskosci. Objawy kliniczne 1 laboratoryjne sa
identyczne jak w przypadku marskosci o innej etiologii. Jedna trzecia starszych
pacjentdow umiera z powodu powiklan nadci$nienia wrotnego i1 raka watroby.
Prognoza jest zazwyczaj powazna, $rednie przezycie wynosi 2 lata po diagnozie.
Ryzyko rozwoju pierwotnego raka watroby jest znacznie zwigkszone u homozygot

Z, u heterozygot jest niewielkie (71).

Jedynym znanym czynnikiem ryzyka zwiazanym z rozwojem marskosci u
homozygot Z jest pte¢ mgska. Takie czynniki jak zakazenia wirusowe, zwlaszcza
HCV, czy toksyczne uszkodzenie watroby przez alkohol wydaja si¢ by¢ kluczowe w
rozwoju schorzenia u heterozygot. Wariant S réwniez wykazuje tendencj¢ do
akumulacji w watrobie, ale proces ten jest znacznie mniej nasilony, przez co

najprawdopodobniej nie stwarza zagrozenia nawet u osob podatnych. (71-74)}.

1.9.2. Zaburzenie rownowagi proteazy-antyproteazy i objawy
ptucne

1.9.2.1 Patomechanizm uszkodzenia pluc
Uszkodzenie pluc w przypadku niedoborow AAT tlumaczone jest zaburzeniem

rownowagi elastaza-antyelastaza. Elastaza sktadowana jest jako aktywny enzym w
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ziarnisto$ciach azurofilnych neutriofili, razem z proteinaza-3 i katepsyna G. Jest
proteza o szerokiej specyficznosci, degradujaca czynniki podlegajace fagocytozie i
zewnatrzkomorkowe. Obok AAT w tkance plucnej sa takze obecne inne inhibitory
proteaz: serpiny — inhibitor monocytarnej/neutrofilowej elastazy (MNEI), blokujacy
3 wymienione proteazy, uwalniany przez neutrofile i makrofagi (75);
antychymotrypsyna, bardziej specyficzna wzgledem katepsyny G; chelonianiny —
antyleukoproteaza (SLPI — secretory leukocyte protease inhibitor lub HUSI — human
seminal protease inhibitor), wydzielana przez komodrki $luzéwki drzewa
oskrzelowego, szyjki macicy, $linianek, obecna takze w nasieniu; oraz elafina,
wystepujaca w skoérze. W niewielkich ilo§ciach moze by¢ takze obecna alfa-
makroglobulina. Spo$rod 3 proteaz serynowych uwalnianych 2z ziarnisto$ci
pierwotnch neutrofili, elastaza jest preferowanym substratem dla AAT w reakcji
hamowania, blokowanie proteinazy 3 1 katepsyny G odbywa si¢ dopiero po

zablokowaniu wolnej elastazy (76).

AAT jest glownym skladnikiem ochrony przed elastaza w przestrzeni
pecherzykowej. Docierajac tam z krazenia obwodowego lub powstaje w wyniku
lokalnej produkcji. W przypadku alleli deficytowych, a takze alleli typu null (gdy nie
stwierdza si¢ krazacej antytrypsyny) obnizone stgzenie AAT powoduje przesunigcie
rownowagi w kierunku elastazy i niszczenia elastyny tworzacej zrab ptuca i innych

zewnatrzkomorkowych sktadnikéw macierzy.

Niemniej badania na duzych populacjach wskazuja, ze jedynie u 60% osob z
cigzkim niedoborem AAT dochodzi do rozwoju nasilonej rozedmy, zatem sam
niedobor AAT nie jest wystarczajacym czynnikiem do rozwoju rozedmy, wymagane
sq takze inne komponenty prowadzace do wzmozenia reakcji zapalnej pobudzajacej

neutrofile, lub uszkadzajacej mechanizmy naprawcze (71).

Glownym takim czynnikiem jest dym tytoniowy, ktérego czynniki utleniajace
(oksydanty) inaktywuja AAT (przez zmiang metioniny 358 na sulfotlenek
metioniny). Dym tytoniowy (podobnie jak proteaza) moze rdéwniez obnizaé
produkcje elastyny, dodatkowo pobudza reakcje zapalna, by¢ moze przez uwalnianie
czynnikdw chemotaktycznych dla neutrofili przez makrofagi (gléwnie leukotrienu
Bs). Pobudzone makrofagi 1 neutrofile wydzielaja inne metaloproteinazy,

degradujace sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej, a takze mogace przez
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ograniczona proteolize blisko miejsca aktywnego (Phe’*-Leu® i Pro’”’-Met™*)

inaktywowac¢ AAT (77).

Ponadto czasteczki Pi*Z wykazuja si¢ slabsza zdolnoscia hamowania elastazy, a
takze moga ulega¢ polimeryzacji w tkance ptucnej, co prowadzi do dalszego
obnizenia st¢zenia AAT. Zjawisko to moze by¢ nasilane przez wspolistniejacy
proces zapalny lub dym tytoniowy, prowadzace do obnizenia pH. Polimery AAT sa
obecne w ptucach os6b z cigzkim niedoborem (78), nie wykazujac funkcji hamujacej
elastazg, a raczej dzialanie prozapalne (79), stanowiac silny chemoatraktant dla
neutrofili (80), podobnie jak kompleksy antytrypsyna-elastaza (81). Polimery AAT
pobudzaja nie tylko ruch neutrofili (chemokinezg), ale takze ukierunkowana
migracje (chemotaksje), oraz polaryzacj¢ komoérek i uwalnianie mieloperoksydazy

(82), ktéra moze takze utlenia¢ AAT i hamowac jej funkcje (83).

W poptuczynach oskrzelikowi-pgcherzykowych oséb z cigzkim niedoborem
stwierdza si¢ trzykrotnie wigcej neutrofili w poréwnaniu do oséb zdrowych, pomimo
braku cech zapalenia, jak réwniez bez zmiany w odsetkach pozostatych komorek
(84), a takze podwyzszone stgzenie interleukiny-6 i 8 w pordwnaniu do o0sob
zdrowych (85). Podobne zaleznosci stwierdzono analizujac plwocing u tych
pacjentow (86). Ponadto stwierdzono ujemna korelacj¢ pomigdzy liczba neutrofili, a
naleznym FEV| oraz tempem spadku tej wartosci (85). U pacjentéw z niedoborem
makrofagi uwalniajq trzykrotnie wigcej czynnikéw chemotaktycznych dla neutrofili,
gléwnie leukotrienu Bs, co jest pobudzane przez wolna elastazg¢. Dziatanie to
hamowane jest w obecnosci AAT (84). Postuluje si¢ takze obecnie antyapoptotyczne

dziatanie AAT w prewencji rozwoju rozedmy (87).

Gtoéwna rdéznica w obrazie histopatologicznym pomigdzy osobami z rozedma i
prawidlowym st¢zeniem AAT, a pacjentami z niedoborem dotyczy obszaru zajgtego
zrazika, w pierwszym przypadku jest to rozedma centrozrazikowa, w drugim
panacinarna, obejmujaca caty zrazik 1 dotyczaca gltownie dolnych platow ptuc.
Uszkodzenie tkanki ttumaczone jest w pierwszym przypadku m.in. oksydacyjnym
dziataniem dymu tytoniowego i wolnych rodnikéw uwalnianych z leukocytow na
czasteczki AAT (niedobory nabyte). W drugim spowodowane jest obnizonym
stgzeniem antytrypsyny, mniejsza zdolno$cia zmutowanych czasteczek AAT do
hamowania elastazy oraz prozapalnym dziataniem polimeréw AAT, prowadzacych

do zwigkszenia ilo$ci neutrofili (60:88).
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Z drugiej strony by¢ moze to wilasnie wystgpowanie polimeréw AAT jest
przyczyna tak stosunkowo duzej czestosci z jaka allele deficytowe wystepuja w
populacji ogélnej. Polimery mogly wykazywa¢ funkcje¢ ochronng w erze
przedantybiotykowej przed chorobami infekcyjnymi, skupiajac i pobudzajac reakcje
zapalna w tkance phlucnej i przewodzie pokarmowym. Obecnie, w zwiazku z
wydtuzeniem zycia, rozpowszechnieniem palenia tytoniu i obecnoscia antybiotykow
nie odgrywaja juz funkcji protekcyjnej, a znaczenie kliniczne zyskuje rola w

patogenezie chordb ptuc i watroby (89).

1.9.2.2 Objawy plucne
U o0s6b z niedoborem zazwyczaj POChP rozwija si¢ w wieku 32 — 41 lat w
przypadku palaczy. Rzadko dochodzi do objawow przed 25 rokiem zycia. Palacze 1
byli palacze sa szczegdlnie narazeni, chociaz notowano przypadki oséb palacych i
niepalacych z niedoborem, a bez objawéw. U blisko 30% o0so6b niepalacych z

cigzkim niedoborem nie wystgpuja objawy plucne (60:90:91). Pacjenci podaja

gléwnie dusznos¢ w czasie wysitku (84%), S$wisty podczas infekcji drog
oddechowych (76%), jak réwniez $wisty bez objawow zakazenia (65%), kaszel
(42%), kaszel z odksztuszaniem co najmniej 3 tygodnie w roku (50%), przewlekty
produktywny kaszel przez 3 miesiace przez co najmniej 2 lata (8-40%), napadowe

swisty 1 dusznos$¢ charakterystyczne dla diagnozy astmy (71).

W czasie dwoch pierwszych dekad zycia wystgpuja glownie objawy zwiazane z
watroba, podczas gdy funkcja pluc jest identyczna jak w populacji generalnej. Po
tym okresie moze doj$¢ do zaburzenia funkcji ptuc, ubytek FEV, raportowany jest w
granicach od 51 do 317 ml na rok u oséb aktywnie palacych. Osoby z cigzkim
niedoborem maja skrocone $rednie przezycie, gldwnie z powodu rozwoju rozedmy
(72%), natomiast marsko$¢ watroby jest przyczyna zgonu u 10% (92). Czynnikiem
ryzyka rozwoju rozedmy jest palenie papieroséw, zapalenia ptuc w wywiadzie,
napady kaszlu i odksztuszania, oraz $wistow bez objawOw przezigbienia, a takze
wystegpowanie rozedmy w wywiadzie rodzinnym. Nalogowe palenie papierosow

przyspiesza rozwoj rozedmy o okoto 19 lat. (71).

Brak jest specyficznych objawow fizykalnych; do najczgstszych naleza $wisty,
beczkowata klatka piersiowa, $ciszenie szmerow oddechowych u podstawy ptuc,

ostabienie migsni. Spirometria powinna zosta¢ wykonana celem rdéznicowania z
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astma. Diagnostyka obejmuje takze pomiar objetosci ptuc (metoda rozcienczania
helu), pletyzmografi¢ calego ciata, oraz pojemno$¢ dyfuzyjna CO po jednym
wdechu. W spirometrii wystgpuje obnizenie wartosci FEV, oraz prawidlowa lub
takze obnizona warto§¢ FVC. Komponenta obturacyjna, zwigzana z utrata wiokien
elastycznych tkanki srédmiazszowej i zapadaniem sig, poza tym prawidtowych drog
oddechowych, powoduje obnizenie stosunku FEV;/FVC. Utrata tychze witdkien
prowadzi do zwigkszenia podatnos$ci pluc, ich hiperinflacji oraz wzrostu objgtosci
zalegajacej oraz catkowitej pojemnosci ptuc. Z powodu zatrzymywania powietrza w
stabo wentylowanych, zapadnigtych obszarach, warto$¢ statycznej pletyzmografii
jest wigksza od wynikow otrzymanych po rozcienczeniu inhalowanego gazu.
Rozedma wptywa takze na wymiang gazowa, powodujac zmniejszenie pojemnosci
dyfuzyjnej oraz zwigkszenie gradientu pgcherzykowo — tgtniczego dla tlenu. Stad tez

zalecana w diagnostyce jest gazometria krwi tgtniczej (71).

W badaniach obrazowych zmiany pojawiaja si¢ w zaawansowanym stadium,
obejmuja w rentgenogramie klatki piersiowe] obraz rozedmowy, wigksza
przejrzystos¢ i hiperinflacje tkanki plucnej, zwlaszcza w dolnych partiach; przepona
jest ptaska i obnizona, wzrasta przednio-tylny wymiar klatki piersiowej, oraz
dochodzi do poszerzenia przestrzeni zamostkowej. Splaszczenie przepony w
projekcji bocznej jest najbardziej charakterystyczne. Rysunek naczyniowy jest
zmniejszony, zwlaszcza w dolnych ptatach, w przeciwienstwie do zaniku rysunku w
przypadku rozedmy nie majacej zwiazku z niedoborem AAT, do ktérego dochodzi w
ptatach goérnych. Wspoéttowarzyszace powigkszenie wnegkowych tetnic ptucnych
$wiadczy o mozliwym rozwoju nadci$nienia ptucnego. W tomografii komputerowej
wystepuje charakterystyczna rozedma panacinarna, szczego6lnie w dolnych czg$ciach.
Naczynia plucne sa mniej liczne 1 mniejsze. Pgcherze rozedmowe sa bardziej
charakterystyczne dla rozedmy niezaleznej od AAT. Wystepowanie rozstrzeni
oskrzeli nie jest czgste w niedoborach AAT, raczej wynika ze zmian rozedmowych w
miazszu ptucnym. Obecnie najbardziej czula metoda diagnostyczna pozostaje CT,

zwlaszcza z wykorzystaniem pomiarow ggstosci tkanki ptucnej (93:94).

Badania dotyczace historii naturalnej niedoboréw AAT wskazuja na rozwoj
rozedmy w 3 — 4 dekadzie zycia, $redni czas zycia wynosi 40 lat u palaczy 1 65 lat u
osOb niepalacych. Ze wzgledu na fakt, ze jedynie u czg$ci oséb z nasilonym

niedoborem AAT dochodzi do rozwoju zmian klinicznych, przypuszczalnie, obok
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palenia papierosow istnieje jaki$ silny czynnik (czynniki) wplywajacy na przebieg
choroby. Narazenie na kurz 1 opary, czeste infekcje ptucne oraz wystgpowanie astmy
pogarszaja przebieg choroby. Wplyw astmy rozpatrywany jest w konteks$cie
zwigkszenia zapalenia drég oddechowych 1 nasilenia destrukcji tkanki,

nichamowanej przez AAT (71).

Wsréd ok. 22% osob z niedoborami AAT 1 obturacja oskrzeli, wystgpuja co
najmniej 3 z objawdw astmy oskrzelowej (napadowe $wisty, odwracalno$¢ obturacji,
atopia, podwyzszone stezenie IgE) w pordwnaniu do czgstosci 5% u pacjentow z
POCHhHP bez deficytow; odpowiedz na dziatanie bronchodilatacyjne jest wyzsza niz w
populacji ogdlnej 1 wystgpuje u blisko potowy chorych z niedoborem (95).
Nadreaktywno$¢ oskrzeli i astma oskrzelowa moga si¢ pojawia¢ we wczesnym
etapie choroby, cho¢ ich wystgpowanie nie przyspiesza spadku w wartosci FEV,
(96). Diagnoza astmy jest trudna ze wzgledu na fakt, ze $wisty i odwracalno$¢
obturacji sa czgstymi objawami w obu schorzeniach. Wspomniana wysoka czgsto$¢
SwistOw zwiazanych z narazeniem na alergeny lub inne czynniki drazniace 1 objawy
atopii sugeruja, ze astma jest czgsta w niedoborach 1 zazwyczaj zwiazana z POChP
(97). By¢ moze niedobor AAT wplywa na rozwoj astmy, biorac pod uwage
znaczenie elastazy 1 inhibitorow proteaz w patogenezie tej choroby (98-100).
Astmatycy z obnizonym stezeniem AAT wykazuja wigksza nadwrazliwos$¢ oskrzeli 1
obnizenie funkcji phluic (101). W przypadku niedoboréw czgSciowych nie
stwierdzono natomiast ich znaczacego wplywu na rozwoj trwalej obturacji u

pacjentow z astma (102).

Dane dotyczace zwiazku pomigdzy niedoborami czg$ciowymi, a rozwojem
POCHP nie sa do konca jednoznaczne. Wydaje si¢ jednak, ze fenotyp MZ zwigksza
ryzyko POCHP, najprawdopodobniej przy tacznym oddzialtywaniu czynnikéw
genetycznych, palenia tytoniu i narazeniu srodowiskowym (103). Metaanaliza badan
dotyczacych czgstosci wystepowania przewleklej obturacyjnej choroby ptuc
wykazata, ze ryzyko jej rozwoju jest istotnie wyzsze wsrdd heterozygot MZ w
porownaniu do homozygot M (OR = 2,31; 95% CI: 1,60 — 3,35). Niemniej wyniki te
znajduja glownie potwierdzenie w badaniach kliniczno-kontrolnych, tracac
znamienno$¢ statystyczna w badaniach przekrojowych. Ponadto nie stwierdzono
réznic pomigdzy tymi genotypami metaanalizujac Srednie wartosci FEV,; (104).

Fenotyp SZ zwigksza ryzyko rozwoju rozedmy (OR = 3,26; 95% CI: 1,24 — 8,57),
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zwlaszcza w przypadku palenia, czasami ten efekt jest rownie silny jak w przypadku
0sob ZZ. W przypadku heterozygot MS ryzyko zwiazane z rozwojem POChHP jest
nieznacznie zwigkszone lub nawet rowne populacji ogdlnej (105). Nie stwierdzono
wigkszej czgstosci allela S w przypadku nalogowych palaczy z POChP poddawanych
resekcji pluca w porownaniu do 0sob palacych i bez obturacji, natomiast w pierwszej
grupie czesciej wystepowat fenotyp MZ (106). Fenotyp MZ jest zwiazany z
obnizeniem funkcji ptuc w poréwnaniu do homozygot M, ale tylko u oséb z POCHP,
nie wykazujac takiej zalezno$ci w grupie bez obturacji, natomiast SZ wykazuje taki

wptyw tylko wérdd palaczy tytoniu (107).

1.9.3.  Panniculitis i ziarniniak Wegenera

Postuluje si¢ wpltyw niedoboréw AAT na procesy immunologiczne.
Wystepowanie alleli niedoborowych wiazane jest z rozwojem zapalenia naczyniowki
przedniego odcinka oka (anterior uveitis), reumatoidalnego zapalenia stawow oraz
innych kolagenoz. W wigkszosci przypadkéw dane sa jednak niejednoznaczne,
stanowiac raczej wskazania do dalszych badan naukowych i nie powoduja implikacji
w postaci wytycznych. Jedyne schorzenia z tej grupy, uwzglednione w wytycznych
diagnostyki niedoboréw opracowanych przez American Thoracic Society/European
Respiratory Society to martwicze zapalenie tkanki podskornej i zapalenie naczyn c-

ANCA dodatnie (71).

Martwicze zapalenie tkanki podskornej zwigzane z niedoborem AAT jest jego
najrzadszym powiktaniem (1/1 000 oséb z niedoborem). Dotyczy gtéwnie oséb z
cigzkim niedoborem gtownie w wieku dorostym, objawiajac si¢ podskornymi
guzkami  zlokalizowanymi przede wszystkim na konczynach dolnych.
Najwczesniejszym objawem jest zapalenie tkanki tacznej (cellulitis) wykazujace
tendencj¢ do owrzodzen i wycieku thustej tresci pochodzacej z martwiczych
adipocytow. Zmiany pozostawiaja atroficzne blizny. Czasami objawy zwiazane sa z
wczesniejszym urazem. Obraz histopatologiczny wykazuje nacieki neutrofilowe 1

martwicg tkanki thuszczowej. W leczeniu stosuje si¢ dapson (108).

Ziarniniak Wegnera jest uogdlniong choroba z zapaleniem naczyn i tworzeniem
wrzodziejacych ziarniniakow w ukladzie oddechowym i nerkach. Zwiazany z
obecnoscia przeciwcial klasy IgG przeciwko cytoplazmie neutrofili (c-ANCA).

Proteinaza-3 (PR3), nalezaca do proteaz serynowych, uwalniana jest z fagocytow
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wielojadrzastych. Koniec aminowy tego biatka stanowi docelowy antygen dla
przeciwcial ¢c-ANCA (109). U os6b z aktywnym ziarniniakiem, jako wyniki
toczacego si¢ procesu zapalnego, PR3 wystepuje na powierzchni neutrofili.
Granulocyty obojetnochtonne odgrywaja istotna role w patogenezie tego schorzenia,
w obrgbie zajetych tkanek wystepuje ich zwigkszona liczba, a ilos¢ aktywnych
neutrofili koreluje ze stopniem zajecia nerek. Przeciwcialta c-ANCA aktywuja
neutrofile wiazac si¢ do PR3 i tworzac wiazania poprzeczne czgécia Fc z FcyRIL
Monocyty takze wykazuja obecno$§¢ PR3 i dzialanie stymulujace przeciwciat c-
ANCA do wytwarzania interleukiny-8 w podobnym mechanizmie (110). AAT,
naturalny inhibitor PR3, blokuje wiazanie przeciwcial c-ANCA do neutrofili i ich
aktywacje oraz wybuch tlenowy, podobnie jak aktywacj¢ monocytow i produkcje
interleukiny-8. Potwierdza to postulowana rol¢ zaburzenia rownowagi proteazy-

antyproteazy w rozwoju ziarniniaka Wegenera (111).

Wykazano zwigkszona czgstos¢ wystgpowania allela Z wsérdéd osob z zapaleniem
naczyn i obecnoscia przeciwcial c-ANCA, czesto$¢ ta wzrasta wraz z zawezeniem
diagnozy 1 u os6b z histologicznie potwierdzonymi ziarniniakami osiaga 33%. (112-
115). Ponadto obecno$¢ allela Z wiaze si¢ z powazniejszym rokowaniem klinicznym
u tych pacjentow (116). Niemniej u homozygot Z nie stwierdzono zwigkszonego
wystepowania przeciwciat ANCA skierowanych przeciwko mieloperoksydazie lub
proteinazie-3. Zatem obecno$¢ niedoboru AAT nie jest wystarczajaca by doszio do
rozwoju choroby, by¢ moze stanowi wtorny czynnik w patogenezie zapaleh naczyn
(117). Poniewaz stgezenie AAT w surowicy pozostaje w zakresie warto$ci

prawidtowych, ten test diagnostyczny jest bezuzyteczny u tych chorych.

1.9.4. Inne schorzenia zwigzane z niedoborem AAT

Niektore badania wskazuja na zwiazek wystgpowania niedoborow AAT z
rozwojem raka ptuc (118), czy raka jelita grubego z niestabilno$cia mikrosatelit
(119), niemniej dostepne dane sa niejednoznaczne. Podobnie w przypadku tgtniakow
aorty brzusznej, czg$¢ prac wiaze wystgpowanie niedoboréw AAT z tym
schorzeniem (120), inne za$ zaprzeczaja takiemu zwiazkowi (121). Nie jest jasny tez
wplyw wystgpowania niedoboréw i obnizonego st¢zenia AAT na rozwdj miazdzycy.
Niektoére publikacje wskazuja na wyrazny rozwo6j miazdzycy u osob z genotypem
deficytowym (122), w innych wykazano zmniejszone ryzyko wystapienia choroby

wiencowej u nosicieli allela PI*Z (123:124)
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1.10. Leczenie niedoborow AAT

1.10.1. Leczenie powiktan watrobowych

Ze wzgledu na wysoka czgstos¢ rozwoju przewlektych schorzen watroby zaleca
si¢ regularne badania kontrolne obejmujace testy watrobowe u homozygot Z. W
przypadku nasilania si¢ objawéw watrobowych monitorowanie choroby powinno
obja¢ regularne badania kliniczne, laboratoryjne i ultradzwickowe. W tej grupie
pacjentow profilaktyczne szczepienia przeciwko wirusom hepatotropowym HBV 1
HCV sa wskazane ze wzgledu na cigzszy przebieg choroby w przypadku wystapienia
tych zakazen. Chociaz nie wykazano, by spozycie alkoholu przyspieszato przebieg
marskosci, nalezy ograniczy¢ dzienna dawke do 60 g, lub zachowaé abstynencje. U
pacjentow z marskoscia wskazane jest obrazowanie tomografia komputerowa jako
badanie przesiewowe w kierunku raka watroby. Leczenie powiktan marskosci i raka
watroby, podobnie jak wskazania do transplantacji u pacjentéw z krancowymi
powiktaniami ze strony watroby, sa jak w populacji ogdlnej. Stosowanie terapii

zastepczej u 0sob jedynie z powiklaniami watrobowymi nie jest wskazane (71).

Sposrod podejmowanych prob zapobiegania wewnatrzkomorkowej polimeryzacji
mozna wymieni¢ krotkie peptydy wpasowujace si¢ w otwarta B-harmonijkg A
nieprawidlowej czasteczki AAT i blokujace wbudowywanie petli reaktywnej innej
czasteczki, a przez to polimeryzacj¢ (125), oraz poszukiwanie regionéw krytycznych
zwiazanych z tworzeniem polimerdéw, stanowiacych potencjalnie docelowe miejsce

dla lekow (126).

1.10.2. Leczenie powikitan ptucnych
Weczesne przerwanie palenia jest niezwykle istotne w prewencji rozwoju zmian
phlucnych, szczegdlnie w przypadku osob homozygotycznych, ale takze wsrdd
heterozygot. Unikanie zanieczyszczen powietrza, kontrola infekcji plucnych i
nadreaktywnos$ci oskrzeli to rowniez teoretyczne kierunki prewencji. Zmiana zawodu
w przypadku narazenia na zanieczyszczenia jest konieczna. Zalecana sa roéwniez

szczepienia przeciwgrypowe i przeciwpneumokokowe.

W przypadku POChP z genetycznie uwarunkowanym niedoborem AAT nalezy
wdrozy¢ leczenie standardowe. Czgsto osoby te czerpia korzy$¢ z leczenia
bronchodilatacyjnego, nawet pomimo braku stwierdzenia obiektywnej odpowiedzi.

Pacjenci powinni by¢ zachgcani do utrzymywania aktywnos$ci, az do czasu
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osiagnigcia stadium, gdy wysitek prowadzi do hyperwentylacji i zjawiska pulapki
powietrznej. W przypadku stwierdzenia nadreaktywnos$ci oskrzeli moga by¢
podawane wziewne steroidy, zaktadajac, ze redukcja zapalenia w obrgbie oskrzeli
zmniejsza utrat¢ wartosci FEV,. Antybiotyki nalezy stosowa¢ w zapaleniach oskrzeli
lub goérnych drog oddechowych. W przypadku towarzyszacych rozstrzeni oskrzeli
wymagane jest przedtuzone stosowanie leku. Ze wzgledu na dziatanie redukujace
naciek neutrofilowy zalecane sa makrolidy, a w sytuacji opornosci — B-laktamy lub
chinolony. Tlenoterapia jest wskazana u pacjentdow z obnizong saturacja podczas
wysitku, suplementacja tlenu zwigksza zdolno§¢ do wykonywania wysitku
fizycznego, bez wptywu na jakos$¢ zycia. W przypadku cigzkiej hipoksemii wskazana
jest przewlekta tlenoterapia. Doustne steroidy sa wskazane u osoéb z wyrazna
komponenta astmatyczna, powinny by¢ podawane jednak z ostroznoscia ze wzgledu
na efekty uboczne. Oczywiscie wazna rol¢ odgrywa rehabilitacja oddechowa i

uswiadomienie pacjenta (71).
Sposrdéd potencjalnych sposobdw leczenia suplementacyjnego mozna wymienic:
e Dozylna terapi¢ zastepcza ludzka AAT wyizolowana z surowicy;
e Terapi¢ wziewna ludzka AAT lub czynnikiem rekombinowanym,;
e Terapig syntetycznymi inhibitorami.

W leczeniu dozylnym oczyszczona ludzka AAT dostepne sa Prolastin, Aralast i
Zemaira. (127). Wigkszo$¢ badan oceniajacych ta terapi¢ miala charakter
obserwacyjny i1 wykazata, ze zastgpcze stosowanie AAT zmniejsza spadek wartosci
FEV,, ale tylko u 0s6b z umiarkowanym obnizeniem funkcji ptuc (FEV; 30-61%
wartos$ci naleznej) (128:129). Jedyne badanie z randomizacja, przeprowadzone na
matej liczbie pacjentéw, nie wykazano istotnej skutecznosci klinicznej przy ocenie
wartosci FEV), natomiast rozwo0j rozedmy oceniany za pomoca tomografii
komputerowej byt zmniejszony w grupie leczenia suplementacyjnego, cho¢ bez
istotno$ci statystycznej wyniku (p = 0,07) (130). Obecnie prowadzone jest duze
badanie wieloosrodkowe z randomizacja i grupa kontrolna z placebo, w ktorym
gléwnymi punktami koncowymi beda czgstosci zaostrzen i1 progresja rozedmy
oceniana pomiarem ggstosci tkanki plucnej za pomoca obrazowania tomografia
komputerowa. Takze istotnym ograniczeniem stosowania leczenia zastepczego jest

jego koszt, wynoszacy w 1998 roku okoto 28 075 — 65 973 USD rocznie (131:132).
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Podejmowane sa takze proby wytwarzania transgenicznej AAT u owiec lub koz,
a takze rekombinowanej formy u drozdzy, ktére to ze wzgledu na zaburzenia
glikozylacji i szybkie usuwanie z osocza moga by¢ stosowana tylko wziewnie.
Dostgpnych jest takze kilka silnych syntetycznych inhibitoréw elastazy neutrofilowe;j
podawanych doustnie lub dozylnie, przebadanych w czasie podawania
krotkoterminowego. Ich wyniki nie sa jednak na tyle zachgcajace, by podjac
dhlugoterminowe proby. Sposrdd syntetycznych chaperonéw podjgto proby m.in. ze
stosowaniem kwasu 4-fenylomastowego (4-phenyl-butyric acid), ktory nieznacznie
zmniejszal retencje AAT i zwigkszat jej stezenie w surowicy, powodujac jednakze

powazne niepozadane dziatania zotadkowo-jelitowe (133).

Sposrdad procedur chirurgicznych stosowane sa: przeszczep jednego lub obu pluc;
5-letnia przezywalno$¢ po przeszczepie wynosi ok. 50%. Stosowanie nastgpnie
terapii zastgpczej warte jest rozwazenia w czasie epizodéw zakazen i odrzucania
przeszczepu. Chirurgia redukujaca objetosé ptuc ma na celu resekcje ok. 20 — 30%
najci¢ze] dotknigtych przez rozedme obszarow, zwigkszajac wydolno$¢ wysitkowa 1
zmniejszajac duszno$¢. Zalecana jest u osdéb z zaawansowana rozedma i bez

widocznego wptywu optymalnego leczenia na objawy dusznosci (71).

1.11. Diagnostyka niedoborow AAT
Testy diagnostyczne w przypadku niedoboréw mozna podzieli¢ na ilosciowe i

jakosciowe.

1.11.1. Testy iloSciowe

Testy iloSciowe obecnie polegaja gldéwnie na pomiarze nefelometrycznym
stezenia AAT w surowicy, stosowana jest takze immunoelektroforeza rakietowa i
immunodyfuzja radialna. Komercyjnie dostgpne standardy, zwlaszcza w przypadku
immunodyfuzji radialnej, przeszacowuja wyniki o okoto 35 — 40%. Aby je odrdznic,
w przypadku nieoczyszczonych standardow stosuje si¢ w USA jednostki w mg/dl,
natomiast w przypadku oczyszczonych zgodnie z NIH — w ul/l. W Europie
konwencja ta nie jest zachowywana. Nefelometria moze takze przeszacowywac
stezenie AAT, poniewaz dochodzi do interferencji z lipidami i hemoglobing. Za
graniczny poziom ochronny uznaje si¢ warto$¢ 11 umol/l (odpowiadajacy 50 mg/dl
w przypadku nefelometrii, oraz 80 mg/dl dla immunodyfuzji radialnej) wynikajacy z

obserwacji, ze wsrod heterozygot majacych wartosci wyzsze od podanego rzadko
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dochodzi do rozwoju rozedmy. Przy ich ocenie nalezy pamicgta¢, ze AAT nalezy do
bialek ostrej fazy, jej stezenie w czasie odpowiedzi organizmu na zapalenie lub

uszkodzenie wzrasta 3 — 4 krotnie (71).

Tabela 2.
Zakres stezenia AAT w surowicy w zaleznoS$ci od fenotypu [Za: (71); zmieniono].

Fenotyp Stezenie AAT w pmol/l Stezenie AAT w mgl/di

MM 20-48 150 — 350

MS 18 — 52 110 — 340

Mz 17-33 90 -210

SS 15-33 100 — 200

Sz 8-16 75-120

Y4 25-7 20-45
Null-null 0 0

1.11.2. Testy jakosciowe

Testy jako$ciowe polegaja na ocenie fenotypu i opieraja si¢ na identyfikacji
poszczegolnych wariantéw AAT dzigki ich separacji metoda ogniskowania
izoelektrycznego (IEF — isoelectric focusing). Fenotypowanie jest jednak

skomplikowane, wymaga doswiadczenia i umiejetnosci.

Do metod jakosciowych zalicza si¢ takze coraz powszechniej dostgpna
diagnostyke genetyczna. Poszczegdlnym wariantom, odkrytym poczatkowo za
pomoca elektroforezy, przypisano odpowiednie allele genu, nazywajac je
analogicznie do przyjetego systemu. Genotypowanie zazwyczaj odbywa si¢ na
materiale wyizolowanym z krwi obwodowej, znane mutacje mozna wykrywac
metoda polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) lub za pomoca

sond molekularnych.

1.11.3. Fenotypowanie za pomocga oghiskowania
izoelektrycznego biatka

Metoda ta jest szeroko stosowana w rozdziale biatek, ktére w gradiencie pH
migruja w kierunku anody lub katody, az do tego momentu, gdzie wystepuje taka

wartos¢ pH, w ktorej catkowity tadunek czasteczki wynosi zero (punkt
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izoelektryczny — Pi). Kiedy czasteczka biatka opuszcza obszar z wlasciwym jej pl,
zyskuje tadunek 1 migruje wstecz (zjawisko ogniskowania). Ruch biatek

wywolywany jest polem elektrycznym.

Ogniskowanie izoelektryczne w przypadku diagnostyki niedoboréw AAT
przeprowadza si¢ zazwyczaj w waskim gradiencie pH w zelach agarozowych (134-
136) lub poliakrylamidowych (137), stosujac nastgpnie barwienie z uzyciem

Coomassie Brillant Blue lub srebrzenie azotanem srebra

1.11.4. Real-time PCR

Real-time PCR jest metoda stuzaca zaro6wno do oceny ilosciowej materiatu
genetycznego, jak 1 analizy ekspresji genow, oraz diagnostyki jakosciowej badanego
DNA, czyli genotypowania. Wprowadzony zostat on do powszechnego uzycia w
roku 1996 i od tego momentu liczba publikacji z zastosowaniem tej metody ro$nie w
postgpie geometrycznym. Mierzony sygnal fluorescencji jest proporcjonalny do
ilosci produktu PCR 1 jest generowany przez barwniki fluorescencyjne specyficzne
do dwuniciowego DNA (np. SYBR Gren ) lub przez znakowane fluorescencyjnie

sondy oligonukleotydowe (138:139). W drugim przypadku sygnal jest zalezny od

zmniejszenia wygaszania fluorescencji lub od wzrostu rezonansowego transferu
energii wzbudzania fluorescencji (FRET), pomiedzy barwnikiem fluorescencyjnym
stuzacym jako donor, a drugim barwnikiem — akceptorem. Zjawisko FRET
(fluorescencje resonance energy transfer), zwane takze przejSciem Forstera, polega
na bezpromienistym przej$ciu energii wzbudzenia przez oddziatywanie typu dipol-
dipol pomigdzy fluorochromami. Warunkiem jest nachodzenie spektrum emisji
donora na spektrum absorpcji akceptora, oraz bliska odlegtos¢ obu czasteczek (140).
W przypadku oligonukleotydéw specyficznych wzgledem sekwencji, dzialajacych na

zasadzie wygaszania fluorescencji wyrdzniamy:

e sondy degradujace (typu TagMan), zastosowane w niniejszej pracy, gdzie

fluorescencja jest rejestrowana dopiero po strawieniu sondy;

e sondy typu ,,molecular beacons”, tworzace strukture spinki do wloséw,
ktorej petla hybrydyzuje do specyficznej sekwencji i w tym momencie
dochodzi do separacji wygaszacza od barwnika 1 rejestracji fluorescencji.
Sa to sondy niedegradujace, o wysokiej specyficznosci, znajdujace

zastosowanie w reakcjach typu multiplex (141);
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e startery ,,skorpions”, ktére od konca 3’ stuza jako jeden ze starteréw, a z
drugiej strony znajduje si¢ specyficzna sekwencja z dolaczonym
barwnikiem oraz krotki oligonukleotyd komplementarny zwiazany z
wygaszaczem (czasami potaczony jest z reszta sondy i1 tworzy strukture
szpilki do wlosow, podobna jak w przypadku ,,molecular beacons’). W
reakcji amplifikacji do sondy zostaje dobudowana ni¢ DNA, a nastgpnie
koniec 5’ moze hybrydyzowaé¢ do sekwencji docelowej, prowadzac do
odlaczenia wygaszacza 1 przyrostu fluorescencji. Startery ,,scorpions” sa
wysoce specyficzne 1 znajduja zastosowanie w szybkich reakcjach typu

multiplex, o krotkim czasie cyklu 1 hybrydyzacji (142).

Rycina 14.
Zasady dzialania poszczegdélnych podwdjnie znakowanych fluorescencyjnie sond
oligonukleotydowych w reakeji real-time PCR [Za: (141); zmieniono].
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Niedobory alfa;-antytrypsyny (AAT) naleza do jednych z najczgstszych chordb

wrodzonych wsrdd rasy biatej. Prowadza do rozwoju rozedmy i przewleklej

obturacyjnej choroby pluc (POChP) o wczesnym poczatku, oraz uszkodzenia

watroby.

Wiazane sa takze z martwiczym zapaleniem tkanki podskérnej

(panniculitis) oraz ziarniniakiem Wegenera. Do najczg¢stszych alleli niedoborowych

naleza: PI*S i PI*Z. W polskiej populacji brak jest wiarygodnych oszacowan ich

czestosci allelicznych, opartych na analizie reprezentatywnej, losowej proby

populacyjne;.

Celem pracy jest:

1.

Zebranie losowej, reprezentatywnej proby populacyjnej  sposrod

mieszkancoOw miasta Krakowa.

Opracowanie szybkiej i stosunkowo taniej metody genotypowania alleli
niedoborowych PI*S i PI*Z (real-time PCR), mozliwej do zastosowania w

diagnostyce duzych grup populacyjnych.

Walidacja opracowanej metody diagnostycznej za pomoca referencyjnej
techniki genotypowania (RFLP) oraz fenotypowania (IEF).
Okreslenie czgstosci wystgpowania alleli niedoborowych PI*S 1 PI*Z w

losowej prébie populacyjne;j.

Zestawienie wynikéw genotypowania z fenotypem AAT (stezenie biatka
AAT w surowicy) 1 okresSlenie skutecznosci diagnostycznej takiego

pomiaru w diagnostyce niedoborow.
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3.

MATERIAL | METODY

3.1. Losowa préba populacyjna

Celem uzyskania wiarygodnych informacji na temat czgsto$ci wystgpowania
alleli niedoborowych AAT w populacji ogoélnej (generalnej) mieszkancoOw miasta
Krakowa postuzono si¢ metoda reprezentacyjna (143). Dobor proby przeprowadzono
probkowaniem losowym w warstwach (stratyfikacyjnym). Populacje podzielono na
grupy odnosnie podstawowych cech demograficznych, takich jak pte¢ i wiek.
Populacje docelowa stanowili dorosli (powyzej 20 roku zycia) mieszkancy dzielnic I,
V, IX, XI, XIII. Przy wyborze dzielnic miasta kierowano si¢ homogennoscia
populacji oraz jej reprezentatywno$cia w stosunku do ogoélnej populacji Krakowa i
Polski (po konsultacji z krakowskimi epidemiologami: Prof. dr hab. Wiestawem
Jedrychowskim i Prof. dr hab. Andrzejem Pajakiem), a takze odleglo$cia od miejsca

badania.

Rycina 15.
Podzial administracyjny miasta Krakowa. Zaznaczono miejsce rekrutacji ochotnikéw (II
Katedra Chorob Wewnetrznych CM UJ).

Stratyfikacji przed losowaniem dokonano analizujac proporcje mezczyzn 1 kobiet

w trzech grupach wiekowych na podstawie danych demograficznych GUS.
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Tabela 3.
Struktura ludnosci Polski i Krakowa wedlug plci i wieku'.

Polska Krakow

Grupa
wiekowa

Mezczyzni Kobiety

Mezczyzni

Kobiety

0-14 3603007 | 0,093 | 3416333 | 0,088 | 54272 | 0,073 | 51305 | 0,069

15-19 1693547 | 0,044 | 1628835 | 0,042 | 28819 | 0,039 | 28158 | 0,038

20-29 3137891 | 0,081 | 3034276 | 0,079 | 64956 | 0,088 | 66351 | 0,090

30-39 2533251 | 0,066 | 2460497 | 0,064 | 44986 | 0,061 | 47432 | 0,064

40-59 5206139 | 0,135 | 5431876 | 0,141 | 99381 | 0,134 | 116 073 | 0,157

60-64 744827 | 0,019 | 909898 | 0,024 | 15527 | 0,021 195633 | 0,026

651 1 1842126 | 0,048 | 2989950 | 0,077 | 39326 | 0,053 | 64618 | 0,087
wiecej
Ogotem 38 632 453 740 737 (1,92%)*

# - odsetek populacji Polski

Rycina 16.
Ludnos$é Krakowa zameldowana na pobyt staly oraz gesto$¢ zaludnienia®.
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W celu przeprowadzenia losowania uzyskano zgod¢ Urzgdu Miasta Krakowa na

udostepnienie zbioru danych osobowych. Uzyskano takze zgode lokalnej komisji

! Zrodto GUS, stan na dzief 31 grudnia 2001 r.
2 Zrédto: Raport o stanie miasta 2001; http://www.krakow.pl/biznes/raport_01/wstep.html; data
dostgpu: styczen 2003 r.; stan na dzien 31 grudnia 2001 r.
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bioetycznej (nr KBET/365/B/2003 z dnia 27 lutego 2003 r.). Losowanie zostato
przeprowadzone przez Urzad Miasta Krakowa metoda komputerowa,
proporcjonalnie do liczebnos$ci w kazdej z wybranych dzielnic. Lacznie wylosowano
1500 os6b. Na rycinie powyzej przedstawiono liczebno$ci ludnosci w
poszczegolnych dzielnicach, ponizej w tabeli zawarto liczebnos$ci wylosowanych

0sOb w poszczegdlnych warstwach.

Tabela 4.
Liczebnos¢ osob wylosowanych w poszczegolnych warstwach.

Przedziat
wiekowy
(lat)

D I P Mezczyzni Kobiety

(od — do)

01 stycznia 1964 r.
v — 31 grudnia 1983 . 286 295
01 stycznia 1944 r.
GaRs) — 31 grudnia 1963 r. 258 301
60 i powyzej &1 Gl 2T 142 218
i wezesdniej
tacznie 686 814

Do wylosowanych mieszkancow wystano droga pocztowa imienny list z
zaproszeniem do uczestnictwa w badaniu (patrz Zalacznik). W piSmie tym
wyjasniono dokladnie cel badania oraz zwrdcono uwagg na koniecznos$¢ pozostania
na czczo (ze wzgledu na wykonanie badania lipidogramu). Zawarto takze informacje
o planowanym terminie rekrutacji 1 szczegdblowa mapke z adresem Kliniki.
Uwzgledniono mozliwosci kontaktu telefonicznego celem wyjasnienia wszelkich
watpliwosci 1 odpowiedzi na pytania uczestnikéw. Przeprowadzono takze akcje
promocyjna w lokalnej telewizji, radiu oraz gazetach celem zwigkszenia odpowiedzi
na zaproszenia. Wstgpna analiza wynikéw dotyczacych wskaznika odpowiedzi w
poszczegOlnych warstwach na pierwszy list byla podstawa decyzji o wystaniu

ponownego zaproszenia do osob, ktore nie odpowiedzialy na pierwsze wezwanie.

Rekrutacj¢ przeprowadzono w II Katedrze Choréb Wewngtrznych CM UJ (ul.
Skawinska 8, Krakow).

Wszystkim zglaszajacym si¢ uczestnikom, zgodnie z zaleceniami Good Clinical
Practice 1 Komisji Bioetycznej UJ, ustnie wyjasniono cel badania, a nastgpnie
uzyskano §wiadoma i pisemna zgode na: (i) uczestnictwo w badaniu, (ii) pobranie

materialu do badan genetycznych oraz (iii) o§wiadczenie dotyczace informowania o
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uzyskanych wynikach badan genetycznych i w zwiazku z tym przetwarzanie danych
osobowych. Kazdy z ochotnikéw otrzymat takze dodatkowo pisemna informacje o

celach badania (patrz Zataczniki).

W koncowym etapie pracy, dla zwigkszenia doktadno$ci oszacowania czgstosci
alleli niedoborowych w populacji Krakowa, skorzystano takze z probek DNA
pochodzacych od losowo wybranych, niespokrewnionych mieszkancow dzielnicy
Krakowa — Kazimierza. Probki te, w liczbie 309, zostaly zebrane przez Dr
Magdalen¢ Twardowska-Liburg do celow je pracy doktorskiej i udostgpnione za jej
zgoda.

3.2. Pobranie materiatu
Od kazdego ochotnika pobrano tacznie ok. 30 ml pelnej krwi obwodowej. Na
objetos¢ ta skladato sig: ok. 8 ml krwi pobranej do probéwek na EDTA (2 probowki
BD Vacutainer a 4,0 ml: morfologia i izolacja DNA, zabezpieczenie osocza
wersenianowego — 2 ml); 16,5 ml na surowice (2 proboéwki BD Vacutainer z zelem
polimerowym celem separacji surowicy a 4 ml i jedna a 8,5 ml: lipidogram, stezenie
AAT, zabezpieczenie surowicy — 4 ml); oraz 5,4 ml na 3,2% cytrynian sodu (2

probéwki DB Vacutainer a 2,7 ml — zabezpieczenie osocza cytrynianowego).

3.3. Badanie ankietowe

Z kazdym uczestnikiem przeprowadzono wywiad bezposredni przez jednego
ankietera (MK). Ankieta obejmowata zebranie podstawowych informacji o
uczestniku (data urodzenia, pte¢, wzrost, cigzar ciata), doktadny wywiad dotyczacy
palenia tytoniu (obecnie i w przeszto§ci w przeliczeniu na paczkolata), 4 pytania
dotyczace objawow zwiazanych z POChP (na podstawie wytycznych GOLD), 5
pytan zwiazanych z objawami astmy oskrzelowej (na podstawie wytycznych GINA),
oraz pytania o wystgpowanie chordb przewleklych (POChP, astma, cukrzyca,
nadci$nienie tgtnicze, choroba niedokrwienna serca, marsko$¢ watroby, zaburzenia
krzepnigcia, choroby autoimmunologiczne, atopia i uczulenia). Koncowy etap
ankiety obejmowal pytania nt. obecnie przyjmowanych lekéw, wykonywanych
procedur diagnostycznych wskazujacych na chorobe niedokrwienna serca (proba
wysitkowa, koronarografia) oraz wywiad rodzinny obejmujacy krewnych I stopnia.

Czeg$¢ pytan w ankiecie zostata zawarta ze wzgledu na mozliwos¢ pozniejszego
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wykorzystania uzyskanych informacji i zebranego materialu do innych badan

epidemiologicznych.

3.4. Pomiar cisnienia tetniczego
U kazdego ochotnika wykonano pojedynczy pomiar ci$nienia tgtniczego krwi
metoda Riva-Rocci z ostuchiwaniem tonéw Korotkowa uzywajac sfigmomanometru

rteciowego. Pomiary zostaly wykonane przez jedna osobg (MK).

3.5. Standardowe oznaczenia z krwi zylnej

U kazdego uczestnika wykonano oznaczenia morfologii krwi, pelnego
lipidogramu w surowicy (cholesterol catkowity, trdjglicerydy, HDL- i LDL-
cholesterol) oraz stezenia AAT w surowicy metoda laserowej immunonefelometrii
uzywajac przeciwcial uzyskanych w wyniku immunizacji krélikéw wysoce
oczyszczona ludzka AAT (Dade Behring, Germany). Oznaczenia przeprowadzano w
laboratorium dziatajacym w obrgbie II Katedry Chorob Wewngtrznych,

wykonujacym rutynowe badania diagnostyczne.

Wyniki  powyzszych badan byly niezwlocznie wydawane osobom

uczestniczacym, wraz z ich interpretacja i stosownymi zaleceniami (MK).

3.6. Izolacja DNA

Pelna krew obwodowa pobierano do probowek z antykoagulantem (EDTA).
DNA izolowano stosujac standardowa technike oparta na lizie choatropowej jader
krwinek biatych (144). Do krwi dodawano 1/100 objgtosci 6% dekstranu o wysokiej
masie czasteczkowej celem sedymentacji erytrocytow, a nastgpnie probki byty
odstawiane na co najmniej 30 min. w temperaturze 4°C. W kolejnym etapie osocze
bogatokomorkowe (ok. 1,5 ml) bylo przenoszone do nowej proboéwki i wirowane
(10000 x g) przez 10 min. w temperaturze pokojowej. Po zlaniu osocza do
probowek dodawano 400 ul DNAzol-u (Invitrogen) zawierajacego roztwor lizujacy,
worteksowano probki 1 zazwyczaj pozostawiano na noc w temperaturze 4°C. DNA
stracano nastgpnie dodajac 200 pl 95% alkoholu etylowego i lekko mieszono.
Precypitat DNA przenoszono do nowej probowki z 500 pl 70% alkoholu etylowego,
mieszano 1 zlewano alkohol. Procedurg ptukania DNA powtarzano dwukrotnie, a
nastgpnie po zlaniu alkoholu probka byta suszona w cieplarce w temperaturze 37°C.

W koncowym etapie DNA rozpuszczano w 300 pl wody redestylowanej i
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przechowywano w temperaturze -20°C. Rutynowo nie oznaczano jego st¢zenia, ktore

zazwyczaj wynosito 50 — 300 pg/ml.

3.7. Genotypowanie metodq analizy miejsc restrykcyjnych
Z uzyciem starteréw mutagennych (test referencyjny)

Genotypowanie metoda polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych
(RFLP — restriction fragments length polymorphism) opracowano celem wstepnej
analizy probek i odnalezienia przypadkéw genotypow niedoborowych, stuzacych
nastgpnie jako material wzorcowy w czasie ustawiania i optymalizowania reakcji
genotypowania metoda jakosciowego real-time PCR. Technika ta nastgpnie stuzyta
do walidacji opracowywanego protokotu poprzez poréwnanie wynikow obu metod

diagnostyki molekularne;j.

Enzymy restrykcyjne, zwane takze endonukleazami restrykcyjnymi
charakteryzuja si¢ zdolnoscia do specyficznego rozpoznawania sekwencji
nukleotyddéw i rozcinania obu nici DNA w $cisle okreslonych miejscach. Ze wzgledu
na fakt, ze w czasie projektowania reakcji nie byly dostgpne restryktazy mogace
zosta¢ zastosowane do genotypowania analizowanych alleli niedoborowych,
wprowadzono w starter flankujacy amplikon od strony miejsca substytucji nukleotyd

mutagenny, kreujacy miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny.

Kazdy proces sktadat si¢ z nastgpujacych etapow:
e Amplifikacja z uzyciem starteréw mutagennych;
e Trawienie produktu PCR enzymami restrykcyjnymi;

e Detekcja wynikdw trawienia za pomoca elektroforezy.

3.7.1. Amplifikacja metoda reakcji tancuchowej polimerazy
oraz trawienie produktu w przypadku diagnostyki mutacji S

Amplifikacje¢ produktu metoda reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)
przeprowadzano z uzyciem pary starterow: 5’-AAG GTG CCT ATG ATG AAG
CGT TT-3’ (gorny) oraz 5’-ATG ATA TCG TGG GTG AGT TCA TGT-3’ (dolny).
W dolny starter hybrydyzujacy zaraz za miejscem mutacji S wprowadzono w drugiej
pozycji nukleotyd mutagenny (wythuszczono). Wszystkie stosowane w pracy
oligonukleotydy zostaty zaprojektowane przy uzyciu oprogramowania Oligo —
Primer Analysis Software ver. 5.0 (Molecular Biology Insight). Do mieszaniny
reakcyjnej w objetosci 25 ul dodawano: 2 pul genomowego DNA; 0,5 j. polimerazy
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Taq (Finnzymes); po 5 pmol kazdego startera (TIB MOLBIOL); 2,5 nmol kazdego z
deoksynukleotydow (Fermentas) oraz 5 pul buforu (sklad: 15 mM siarczanu
amonowego; 60 mM Tris-HCI o pH 8,9; 3,5mM chlorku magnezu; 0,02% Tween 80;
oraz 0,002% merkaptoetanolu). Kazda reakcja sktadata si¢ z nastgpujacych etapow:
poczatkowa denaturacja w temperaturze 96°C przez 2 minuty, 36 cykli sktadajacych
si¢ z: (1) denaturacji w 96°C przez 30 sekund, (i1) przylaczania starteréow (annealing)
w 60°C przez 30 sekund 1 (ii1) syntezy produktu w temperaturze 72°C przez 30
sekund. Reakcja konczyla si¢ etapem koncowej elongacji takze w 72°C przez 10

minut. Reakcj¢ PCR przeprowadzano w termocyklerze T3 (Biometra).

Rycina 17.
Schemat amplifikacji regionu obejmujacego mutacje S. Dolny starter hybrydyzujacy tuz za
miejscem mutacji zawiera w drugiej pozycji nukleotyd mutagenny.

9451

CTCAGGGCTTCTCAGGGAGGGGACTCATGGTTTCTTTATTCTGCTACACTCTTCCAAACCTTCACTCACCCCTGG
GAGTCCCGAAGAGTCCCTCCCCTGAGTACCAAAGAAATAAGACGATGTGAGAAGGTTTGGAAGTGAGTGGGGACC

Ekson ni¢ kodujaca

TGATGCCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTT
ACTACGGGTGGAAGGGGAGAGAGGTCCGTTTACCCTCTCTGGGAAACTTCAGTTCCTGTGGCTCCTTCTCCTGAA

Starter S gorny.

CCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAA
GGTGCACCTGGTCCACTGGTGGCACTTCCACGGATACTACTTCGCAAATCCGTACAAATTGTAGGTCGTGACATT

GAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGG
CTTCGACAGGTCGACCCACGACGACTACTTTATGGACCCGTTACGGTGGCGGTAGAAGAAGGACGGACTACTCCC

Miejsce mutagenezy

GAAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGTG
CTTTGATGTCGTGGACCTTTTACTTGAGTGGGTGCTATAGTAGTGGTTCAAGGACCTTTTACTTCTGTCTTCCAC

Miejsce mutacji S Starter S dolny Ekson ni¢ matrycowa

ATTCCCCAACCTGAGGGTGACCAAGAAGCTGCCCACACCTCTTAGCCATGTTGGGACTGAGGCCCATCAGGACTG
TAAGGGGTTGGACTCCCACTGGTTCTTCGACGGGTGTGGAGAATCGGTACAACCCTGACTCCGGGTAGTCCTGAC

9900

Produkt amplifikacji PCR o dlugosci 167 par zasad byl nastgpnie poddawany
trawieniu enzymem restrykcyjnym produkowanym przez bakterie purpurowe z
gatunku Rhodopseudomonas sphaeroides (Rsal; Fermentas), rozpoznajacym
sekwencj¢ palindromowa (5°...GT|AC...3”). W tym celu inkubowano 4 pl produktu
PCR z 2 j. restryktazy przez kilkanascie godzin w temperaturze 37°C w zalaczonym
buforze Tango™ (3,3 mM Tris-octan o pH 7,9 w 37°C; 1,0 mM octan magnezu; 66
mM octan potasu; 0,01mg/ml BSA).

? Sekwencja ludzkiego chromosomu 14; GenBank NC_000014.7; GI:51511730.
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Rycina 18.
Fragment produktu PCR obejmujacy miejsce mutacji S w przypadku allela prawidlowego —
brak sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny Rsal i amplikon (167 bp) nie ulega
trawieniu.

Miejsce mutagenezy

Allel AAACTACAGCACCTGGAACATGAACTCACCCACGATATCATC
prawidiowy TTTGATGTCGTGGACCTTGTACTTGAGTGGGTGCTATAGTAG

Miejsce mutacji S Starter S dolny

Produkt PCR (167 bp) nie ulegat trawieniu w przypadku wystgpowania allela
prawidlowego (,,dzikiego”). Obecno$¢ transwersji GAA—GTA w obrgbie kodonu
288 (allel niedoborowy PI*S) powoduje powstanie sekwencji rozpoznawanej przez
enzym restrykcyjny Rsal, ktory trawi amplikon na dwa fragmenty: 143 i 24 par

zasad.

Rycina 19.
Fragment produktu PCR obejmujacy miejsce mutacji S w przypadku allela niedoborowego —
sekwencja 5> GTAC 3’ jest rozpoznawana przez enzym restrykcyjny Rsal i amplikon (167 bp)
ulega trawieniu na fragmenty: 143 i 24 par zasad.

Miejsce mutagenezy

AAACTACAGCACCTGGTIACATGAACTCACCCACGATATCATC

AllelS 1T TGATGTCGTGGACCATGTACT TGAGTGGGTGCTATAGTAG

Miejsce mutacji S Starter S dolny

3.7.2. Amplifikacja metoda reakcji tancuchowej polimerazy
oraz trawienie produktu w przypadku diagnostyki mutacji Z

W przypadku allela niedoborowego PI*Z amplifikacj¢ produktu technika PCR
przeprowadzano z uzyciem pary starterow: 5’-CAT AAG GCT GTG CTG ACC
ATC GTC-3’(gérny) i 5°-TTC CCA TGA AGA GGG GAG ACT TGG-3’ (dolny).
W tym przypadku starter gérny hybrydyzowat tuz przed miejscem mutacji Z i w jego
przypadku w drugiej pozycji od konca wprowadzono nukleotyd mutagenny
(wyttuszczono). Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej jak i jej sktad byty identyczne jak w
przypadku amplifikacji celem analizy allela PI*S. Reakcj¢ przeprowadzano w
nastepujacym profilu termicznym: wstgpna denaturacja — 96°C prez 2 min., 36 cykli
sktadajacych si¢ z denaturacji (96°C przez 30 s), przylaczania starteroOw i syntezy
produktu (annealing i1 elongacja) w 68°C przez 1 min. oraz koncowa elongacja —
72°C przez 10 min. Amplifikacja zostala przeprowadzona w termocyklerze T3

(Biometra).
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Rycina 20.
Schemat amplifikacji regionu obejmujacego mutacje¢ Z. Gorny starter hybrydyzujacy tuz przez
miejscem mutacji zawiera w przedostatniej pozycji nukleotyd mutagenny.*

12031 Ekson Starter Z gorny Miejsce mutacji Z

TCTCTGCTTCTCTCCCCTCCAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAG
AGAGACGAAGAGAGGGGAGGTCCGGCACGTATTCCGACACGACTGGTAGCTGCTCTTTCCCTGACTTC

Miejsce mutagenezy

CTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCC
GACGACCCCGGTACAAAAATCTCCGGTATGGGTACAGATAGGGGGGGCTCCAGTTCAAGTTGTTTGGG

TTTGTCTTCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCAC
AAACAGAAGAATTACTAACTTGTTTTATGGTTCAGAGGGGAGAAGTACCCTTTTCACCACTTAGGGTG

Starter Z dolny

CCAAAAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGAC
GGTTTTTATTGACGGAGAGCGAGGAGTTGGGGAGGGGAGGTAGGGACCGGGGGAGGGACCTACTG

Ekson ni¢ matrycowa 12293

Nastepnie produkt amplifikacji o dlugosci 160 par zasad poddawano trawieniu
enzymem restrykcyjnym, rozpoznajacym sekwencje palindromowa
(5°...T|CGA...3’), pochodzacym z bakterii termofilnych Thermus aquaticus (Tagql,;
Fermentas). Inkubacj¢ 4 pl produktu z 2 j. enzymu przeprowadzano w temperaturze
65°C przez kilkanascie godzin, w zataczonym buforze Tagl (1,0 mM Tris-HCI o pH
8,0 w 37°C; 0,5mM MgCl,; 10mM NaCl; 0,01mg/ml BSA).

Rycina 21.
Fragment produktu PCR obejmujacy miejsce mutacji Z w przypadku allela prawidlowego —
sekwencja 5° TCGA 3’ jest rozpoznawana przez enzym restrykcyjny 7aql i amplikon (160 bp)
ulega trawieniu na fragmenty 137 i 23 par zasad.

Starter Z gorny Miejsce mutacji Z

Allel GCTGACCATCGTICGAGAAAGGGACTGA
prawidtowy CGACTGGTAGCAGCTCTTTCCCTGACT

Miejsce mutagenezy

W przeciwienstwie do reakcji genotypowania allela PI*S, w przypadku
diagnostyki mutacji Z metoda RFLP, enzym restrykcyjny 7Tagql trawit produkt
amplifikacji (160 bp) tylko przy braku obecnosci mutacji (allel ,,dziki”), na dwa
fragmenty: 137 1 23 par zasad. Wystapienie tranzycji GAG—AAG w kodonie 366
powodowato zniesienie sekwencji rozpoznawanej przez restryktaz¢ i brak trawienia

amplikonu.

* Sekwencja ludzkiego chromosomu 14; GenBank NC_000014.7; GI:51511730.
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Rycina 22.
Fragment produktu PCR obejmujacy miejsce mutacji Z w przypadku allela niedoborowego —
brak sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny Zaql i amplikon (160 bp) nie ulega
trawieniu.

Starter Z gorny Miejsce mutacji Z

GCTGACCATCGTCAAGAAAGGGACTGA

AllelZ GACTGGTAGCAGTTCTTTCCCTGACT

Miejsce mutagenezy

3.7.3. Rozdziat elektroforetyczny i obrazowanie produktu
trawienia

Produkt trawienia rozdzielano nastgpnie: (i) elektroforeza w 1,5% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (bufor TBE) i obrazowano prazki DNA w
swietle lampy UV transluminatora sprz¢zonego =z kamera fotograficzna
(ImagerMaster VDS-Pharmacia Biotech); lub (ii) systemem zautomatyzowanej
elektroforezy w 6% niedenaturujacym zelu poliakrylamidowym z uzyciem laserowo
wzbudzanej fluorescencji (ALFExpress DNA Sequencer, Pharmacia Biotech). Druga
technik¢ stosowano w wigkszosci przypadkow ze wzgledu na krotszy czas
elektroforezy 1 tatwo$¢ interpretacji wynikdow, co jest szczegOlnie istotne w
przypadku analizy duzej liczebno$ci probek oraz zastosowaniu powyzszej metody

jako testu referencyjnego w niniejszej pracy.

W  drugim przypadku do produktu trawienia dodawano barwnika
fluorescencyjnego YOYO-3 (Molecular Probes; stgzenie koncowe 0,33 uM),
interkalujacego z dwuniciowym DNA, o spektrum absorpcji 612 nm i emisji 631 nm,
a nastgpnie przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny. Wiazka lasera helowo-
neonowego (A = 608 nm) wzbudzala Swiecenie barwnika, ktore bylto rejestrowane
przez fotodetektory, wzmacniane i przesylane do oprogramowania analizujacego
dane i1 obrazujacego je w postaci krzywych fluorymetrycznych (programy Alwin i

Allelelinks).

3.8. Genotypowanie metodq jakoSciowego real-time PCR
Celem oszacowania czestoSci wystgpowania alleli niedoborowych AAT w
losowej probie populacji Krakowa, jako metod¢ genotypowania zebranego materiatu
wybrano jako$ciowy real-time PCR, wykorzystujacy technike ,, 5 -nuclease assay”.

Do jej zalet naleza: krotki czas calego procesu, oraz stosunkowo niskie koszty
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odczynnikow i mala pracochtonno$¢, co byto szczegdlnie wazne przy analizie duzej
liczby materiatu. W reakcji real-time PCR biora udzial 2 pary specyficznych
oligonukleotydow: pierwsza stuzy jako startery, druga stanowia degradujace sondy
podwdjnie znakowane fluorescencyjnie — jedna specyficzna dla allela prawidtowego,

druga dla niedoborowego.

Sondy 1 startery zostaly zaprojektowane z uwzglednieniem nast¢pujacych

wytycznych:
e Zawarto$¢ G-C pomigdzy 20% a 80%;
e Unikanie powtérzen tego samego nukleotydu, zwlaszcza guaniny;
e Unikanie wystgpowania G na koncu 5’ (wygaszanie fluorescencji);
o Zawarto$¢ C wicksza od G w przypadku sond i starteréw;

e Temperatura topnienia (Ty,) w zakresie 68-70°C w przypadku sond oraz
58-60°C dla starteréw (temperatura topnienia sond wyzsza o ok. 5-10°C

od starteréw);

e Pi¢¢ nukleotydow od konca 5’ kazdego startera powinno mie¢ nie wigcej

niz 2 G i/lub C;

e Unikanie wewngtrznej komplementarnosci w obrgbie oligonukleotydow
prowadzacej do tworzenia struktur Il-rzegdowych, a takze migdzy
czasteczkami prowadzacych do tworzenia struktur typu primer-dimer,

oraz interakcji migdzy sondami a starterami.

Oligonukleotydy biorace udziat w reakcji zaprojektowano przy uzyciu
oprogramowania Oligo 5. Zard6wno w reakcji detekcji mutacji S jak 1 Z, jeden ze
starterow (bez nukleotydu mutagennego) zostal uzyty z pary stuzacej do analizy

miejsc restrykcyjnych.

Do konca 5° kazdej sondy dolaczono wiazaniem estrowym barwnik
fluorescencyjny (ROX dla allela prawidtowego i FAM dla niedoborowego),
natomiast na koncu 3’ dotaczono wygaszasz (Quencher) jednoczesnie blokujacy
proces amplifikacji. W czasie hybrydyzacji odpowiednia, specyficzna wzgledem

sekwencji sonda przylacza si¢ do matrycowego DNA i ulega strawieniu przez
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polimerazg, co powoduje odlaczenie barwnika fluorescencyjnego i przyrost

mierzonego sygnatu.

Amplifikacje przeprowadzano w objetosci 50 pl zawierajace;:
e 3 pul genomowego DNA;
e 1j.polimerazy Tag (Fermentas);
e 10 pmoli kazdego z pary starteréw (TIB MOLBIOL);
e 2 pmoli kazdej z pary sond oligonukleotydowych (IDT DNA);
e 5 nmoli kazdego deoksynukleotydow (Fermentas);
e 2% dwumetylosulfotlenku (Sigma);
e 5 ul buforu (o sktadzie identycznym jak w przypadku RFLP).

Reakcj¢ przeprowadzano w termocyklerze z modutem optycznym iCycler 1Q
(Bio-Rad). Na koncu kazdego etapu anealingu-elongacji dokonywano rejestracji
natezenia fluorescencji stosujac odpowiednie zestawy filtrow optycznych:
wzbudzanie/emisja — 490/530 nm dla FAM oraz 575/620 nm dla ROX. Reakcje
przeprowadzano na plytkach 96-studzienkowych zakrytych przezroczysta folia
samoprzylepna. Kazda ptytka zawierata dwie studzienki bez matrycowego DNA
(,,8lepe” kontrole) oraz trzy kontrole dodatnie o znanych genotypach: ,,dzika”
homozygota, heterozygota i homozygota niedoborowa. Wyniki genotypowania byty
analizowane po zakonczeniu reakcji za pomoca oprogramowania iCycler 1Q Optical

System Software ver.3.0 (Bio-Rad).

3.8.1. Real-time PCR w przypadku diagnostyki mutacji S

Detekcje allela PI*S przeprowadzano z uzyciem pary starterow: 5’-AAG GTG
CCT ATG ATG AAG CGT TT-3’ (gérny; identyczny jak w przypadku RFLP) i 5°-
TCA GTC CCA ACA TGG CTA AGA G-3’ (dolny), oraz pary sond
oligonukleotydowych podwdjnie znakowanych fluorescencyjnie: specyficznej
wzgledem allela dzikiego 5°-[ROX]-TGG GTG AGT TCA TTT TCC AGG T-[Black
Hole Quencher 2] i wzglgdem allela zmutowanego PI*S 5’-[FAM]-ATA TCG TGG
GTG AGT TCA TTT ACC A-[Black Hole Quencher 1] (podkreslono rozniacy
nukleotyd). Amplifikacji ulegat odcinek 248 par zasad obejmujacy miejsce mutacji
S.
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Rycina 23.
Schemat reakcji real-time PCR, celem detekcji mutacji S, z uzyciem pary sond
oligonukleotydowych podwdéjnie znakowanych fluorescencyjnie specyficznych wzgledem
sekwencji.”

9451

CTCAGGGCTTCTCAGGGAGGGGACTCATGGTTTCTTTATTCTGCTACACTCTTCCAAACCTTCACTCACCCCTGGTGATGCCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGGAGAGACCCTT
GAGTCCCGAAGAGTCCCTCCCCTGAGTACCAAAGAAATAAGACGATGTGAGAAGGTTTGGAAGTGAGTGGGGACCACTACGGGTGGAAGGGGAGAGAGGTCCGTTTACCCTCTCTGGGAA

I

TGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTG
ACTTCAGTTCCTGTGGCTCCTTCTCCTGAAGGTGCACCTGGTCCACTGGTGGCACTTCCACGGATACTACTTCGCAAATCCGTACAAATTGTAGGTCGTGACATTCTTCGACAGGTCGAC

GGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAA
CCACGACGACTACTTTATGGACCCGTTACGGTGGCGGTAGAAGAAGGACGGACTACTCCCCTTTGATGTCGTGGACCTTTTACTTGAGTGGGTGCTATAGTAGTGGTTCAAGGACCTTTT

[Miejsce mutacji S| [Sonda allel S|

[Sonda allel dzikil

e
TGAAGACAGAAGGTGATTCCCCAACCTGAGGGTGACCAAGAAGCTGCCCACACCTCTTAGCCATGT TGGGACTGAGGCCCATCAGGACTG
ACTTCTGTCTTCCACTAAGGGGT TGGACTCCCACTGGTTCTTCGACGGGTGTGGAGAATCGGTACAACCCTGACTCCGGGTAGTCCTGAC

O
9900

Reakcje przeprowadzano w nastepujacym profilu termicznym: wstgpna
denaturacja w 96°C przez 1 minuteg, 40 cykli sktadajacych si¢ z denaturacji w 96°C
przez 30 sekund oraz taczonego etapu przylaczania oligonukleotydow i syntezy
produktu (anealing 1 elongacja) — 61,7°C przez 1,5 minuty. W czasie ostatnich 30
sekund dokonywano rejestracji fluorescencji w czasie reakcji uzywajac

odpowiedniego zestawu filtrow optycznych.

Rycina 24.

Profil termicznﬁ W diaﬁnostﬁce mutaci’i S metod% real-time PCR.

96°C 96°C 61.7°C 61.7°C 4°C
1:00 0:30 1:00 ﬂgﬂ Hold

/
3

-

3.8.2. Real-time PCR w przypadku diagnostyki mutacji Z
W reakcji genotypowania allela PI*Z brala udziat para starteréw: 5’-GCT TCC
TGG GAG GTG TCC ACG-3’ (gorny) i 5°’-TTC CCA TGA AGA GGG GAG ACT
TGG-3" (dolny, identyczny jak w przypadku RFLP) oraz para sond
oligonulkeotydowych: jedna specyficzna wzglgdem allela ,,dzikiego” 5°-[ROX]-
CCA GCA GCT TCA GTC CCT TTC TCG TC-[Black Hole Quencher 2]-3’ oraz

> Sekwencja ludzkiego chromosomu 14; GenBank NC_000014.7; GI:51511730



druga wzgledem allela niedoborowego PI*Z 5’-[FAM]-CCA GCA GCT TCA GTC
CCT TTC TTG TC-[Black Hole Quencher 1]-3’. W tym zestawie obie sondy réznity
si¢ tylko jednym nukleotydem (podkreslono).

Rycina 25.
Schemat reakcji real-time PCR, celem detekcji mutacji Z, z uzyciem pary sond
oligonukleotydowych podwdéjnie znakowanych fluorescencyjnie specyficznych wzgledem
sekwencji.

11941 Ekson nié kodujacal

R
CAGGGCCAGGGCCGTCCAGGGGGAGTGAGCGCTTCCTGGGAGGTGTCCACGTGAGCCTTGCTCGAGGCCTGGGATCAGCCTTACAACGTGTCTCTGCTTCTCTCCCCTCCAGGCCGTGCA
GTCCCGGTCCCGGCAGGTCCCCCTCACTCGCGAAGGACCCTCCACAGGTGCACTCGGAACGAGCTCCGGACCCTAGTCGGAATGTTGCACAGAGACGAAGAGAGGGGAGGTCCGGCACGT

1
TAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAAT
ATTCCGACACGACTGGTAGCTGCTCTTTCCCTGACTTCGACGACCCCGGTACAAAAATCTCCGGTATGGGTACAGATAGGGGGGGCTCCAGTTCAAGT TGTTTGGGAAACAGAAGAATTA

[Miejsce mutaciiZ [Sonda allel Z|
[ ]

[Sonda allel dziki
GATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGBATGAC
CTAACTTGTTTTATGGTTCAGAGGGGAGAAGTACCCTTTTCACCACTTAGGGTGGGTTTTTATTGACGGAGAGC TTGGGG GAGGTAGGGACC GACCTACTG

[Starter Z doin 12300

Reakcje przeprowadzano w podobnym profilu termicznym jak w przypadku
diagnostyki allela PI*Z, oba schematy rdéznity si¢ jedynie temperatura

anealingu/elongacji, ktora w tym przypadku wynosita 68,8°C.

Wykres 1.
Profil termiczny w diagnostyce mutacji Z metoda real-time PCR.
1 | 2 40 Cycles 3
96°C 96°C 68.8°C 68.8°C 4°C
1:00 0:30 1:00 Dgﬂ Hold

/ g

rd

3.9. Ogniskowanie izoelektryczne AAT na cienkich zelach
poliakrylamidowych

Celem analizy probek w przypadku ktéorych nie stwierdzono wystgpowania
ktoregos z dwodch najczgstszych alleli niedoborowych AAT — PI*S i/lub PI*Z,
natomiast wystgpowalo obnizone stgzenie AAT w surowicy wykonano
fenotypowanie biatka metoda ogniskowania izoelektrycznego (isoelectric focusing —
IEF) celem potwierdzenia wynikéw genotypowania i ewentualnego wykrycia innych,

rzadszych mutacji.

¢ Sekwencja ludzkiego chromosomu 14; GenBank NC_000014.7; GI:51511730
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3.9.1. Przygotowanie probek (sample pretreatment)

Surowicg¢ przechowywano w temperaturze -80°C. Po rozmrozeniu probki
redukowano, a nastgpnie alkilowano celem uniknigcia tworzenia mostkow
dwusiarczkowych pomigdzy reaktywnymi grupami tiolowymi cysteiny. W tym celu
do 10 pl rozmrozonej surowicy dodawano 2 ul ditiotreitolu — DTT (Sigma) o
stezeniu 23 mM redukujacego wiazania dwusiarczkowe 1 inkubowano przez 25
minut w 37°C, po czym dodawano 2 pl 50 mM kwasu jodooctowego (Sigma)
dokonujacego S-karboksymetylacji i przenoszono na 15 min. do temperatury 37°C.
Celem zachowania zdolnosci redukujacych, do przechowywanego roztworu
ditiotreitolu w objetosci 0,4 ml, dodawano 100 pl trojbutylofosfiny — TBP (Fluka)
oraz 100 pl 1-bromo-3-chloropropanu (Fluka). Do reakcji redukcji probek stosowano
gorng fazg otrzymanej zawiesiny. TBP jest silniejszym reduktorem niz DTT,
natomiast o mniejszej gestosci niz woda, natomiast 1-bromo-3-chloropropan

odwraca fazy, dzieki czemu zredukowany DDT znajduje si¢ na gorze probowki.

Rycina 26.
Alkilacja cysteiny w procesie przygotowywania probek surowicy celem ogniskowania
izoelektrycznego.
SH
I
i il
[-CH,;-C-OH + ~—~""NH-CH-C-NH~ """

Kwas _

jodooctowy Cysteina

0
S -CHE-H-DH
cx,

TN NH-cle-CD-NH T

i_ysteina S-karboksymetylowana
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3.9.2. Ogniskowanie izoelektryczne

Celem przygotowania zelu (T = 10%, C = 3,3%) mieszano 6,25 ml 40% roztworu
akrylamidu 1 bis-akrylamidu 29:1 (Sigma) z 17,25 ml wody destylowanej i
dodawano 1,5 ml nos$nika amfoterycznego (1:17) Pharmalyte (Amersham
Biosciences) o waskim zakresie pH 4,2 — 4,9. Pharmalyte jest mieszaning okolo
600 — 700 r6znych homologéw czasteczek amfoterycznych z zakresem punktow
izoelektrycznych pomiedzy 4,2 a 4,9, tworzacych gradient pH pod wptywem pola
elektrycznego. Substancje te maja silne zdolno$ci buforujace i nie wiaza si¢ do bialek
poniewaz sa silnie hydrofilne. Roztwdér w objgtosci 25 ml po odpowietrzeniu za
pomoca pompy prozniowej 1 dodaniu 125 pl 10% nadsiarczanu amonowego (Gibco
BRL) oraz 125 pl 10% TEMED-u (Pharmacia Biotech), wylewano na GelBond PAG
film (Amersham Biosciences) o wymiarach 124x258 mm uzywajac formy

UltraMould (Amersham Biosciences) i stosujac przektadki o grubosci 0,5 mm.

Po 24 godzinnej polimeryzacji rozpoczynano ogniskowanie izoelektryczne
stosujac  system do horyzontalnej elektroforezy Muliphor II (Amersham
Biosciences). Plyta na ktorej umieszczano GelBond z zelem byla wczedniej
schtodzona do temperatury 10°C, pod zel umieszczano kilka kropel nafty celem
lepszego przewodnictwa temperatury. Nastgpnie na zel (ok. 1-1,5 cm od brzegu)
nakladano paski bibutlowe nasaczone 0,08 molowym roztworem kwasu
glutaminowego (DL) w przypadku anody (+) oraz 0,05 molowym roztworem
wodorotlenku sodu od strony katody (-). Na paskach tych umieszczano odpowiednie

elektrody platynowe.

Wstepne wytworzenie gradientu pH (prefokusowanie) w zelu przeprowadzano w
nastgpujacych warunkach: napigcie — 3000 V; natgzenie — 150 mA; moc — 5 W, czas
— 30 min.; temperatura — 10°C. Nastgpnie, po wytworzeniu w zelu gradientu pH, ok.
1 cm od katody bezposrednio na powierzchni¢ zelu naktadano 4 pl przygotowanej

surowicy stosujac aplikator z 52 studzienkami.

Ogniskowanie przeprowadzano w nastgpujacych warunkach: napigcie — 3000 V;
natezenie — 150 mA; moc — 15 W; czas — 2,5 godziny; temperatura — 10°C. Po okoto
pottorej godzinie elektroforezy, ze wzgledu na przerwanie ciaglosci zelu w poblizu
katody 1 iskrzenie przesuwano elektrodg poza to miejsce, ok. 2 cm w kierunku anody
1 kontynuowano eksperyment. Na 10 minut przed zakonczeniem ogniskowania

zwigkszano moc do 20 W celem wyostrzenia prazkow.
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3.9.3. Srebrzenie zelu

Srebrzenie zelu przeprowadzano zmodyfikowana metoda Heukeshovena i
Dernicka (145). Po zakonczeniu elektroforezy usuwano elektrody, a zel bezposrednio
przenoszono do roztworu utrwalajacego (30,0 g kwasu tréjchlorooctowego i 125 ml
alkoholu etylowego rozpuszczonych w wodzie destylowanej do 250 ml) na 60 min.
celem precypitacji bialek. Nastepnie zel plukano dwukrotnie po 15 min. w roztworze
sktadajacym si¢ z 150 ml alkoholu etylowego i 50 ml kwasu octowego
uzupetnionych do 500 ml woda destylowana. W roztworze inkubujacym (75 ml
etanolu; 17,0 g tréjwodnego octanu sodowego; 0,50 g pigciowodnego tiosiarczanu
sodu oraz 1,3 ml 25%v) aldehydu glutarowego dodawanego tuz przed uzyciem;
rozpuszczonych w wodzie destylowanej do 250 ml) Zel pozostawiano na noc, a
nastgpnie trzykrotnie plukano w wodzie destylowanej przez 5 min. Roztwoér
srebrzacy skladat si¢ z 6,25 g azotanu srebra oraz 50 pl formaldehydu
rozpuszczonych w wodzie destylowanej do 250 ml, zel umieszczano w nim na 20
min., a nast¢pnie przenoszono do roztworu wywotujacego (6,25 g weglanu sodu; 75
ml etanolu; 25 pl formaldehydu uzupetnionych do 250 ml woda destylowana) na 5 —
20 minut, delikatnie kotyszac, az do pojawienia si¢ prazkéw. Proces wywotywania
zatrzymywano roztworem 3,0 g dwuwodnego wersenianu sodu i 75 ml alkoholu
etylowego uzupehionych do 250 ml woda destylowana, a nastgpnie plukano w 30%
etanolu przez 5 min. Na koniec zel zabezpieczano przez 20 min. w roztworze
sktadajacym si¢ z 25 ml 87%vv) glicerolu 1 75 ml etanolu uzupetnionych do 250 ml

woda destylowana i suszono w temperaturze pokojowe;j.

3.10. Analiza statystyczna
Obliczenia dotyczacych czgstosci allelicznych 1 genotypowych wraz z podaniem
95% przedziatu ufnosci wykonano za pomoca pakietu statystycznego SAS v.8.02
(SAS Institute) z modutem SAS Genetics. Zgodnos$¢ czgstosci obserwowanych z
oczekiwanymi na podstawie rownowagi Hardy’ego — Weinberga oceniano testem .
Obliczone czgstosci alleliczne postuzyty do oszacowan liczebnos$ci poszczeg6lnych
genotypéw w  populacji Krakowa oraz Polski, na podstawie danych

epidemiologicznych GUS.

Porownanie = obserwowanych i  oczekiwanych  czgstoSci  pomigdzy
poszczegdlnymi grupami ze wzgledu na pte¢ 1 wiek o0sob wylosowanych a

uczestniczacych w badaniu, a takze czgsto$ci genotypowych losowej populacji
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Krakowa i Kazimierza, celem ich potaczenia, wykonano testem x>. W przypadku
podstawowych parametrow charakteryzujacych probg¢ populacyjna obliczono
warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe oraz mediang w grupie kobiet i mgzczyzn.
Zalezno$¢ migdzy stgzeniem AAT w surowicy a plcia i paleniem papierosow
testowano wieloczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) a nastgpnie wykonano testy
post hoc. Podobnie testowano zaleznosci pomig¢dzy stezeniem AAT a genotypem,
oraz roznice pomigdzy w $redniej wieku wsrod wylosowanych i uczestniczacych
kobiet i mgzczyzn. Celem oceny zalezno$ci stezenia AAT od innych parametrow
ciaglych opisujacych losowa probg populacyjna wykonano regresje wielokrotna. We
wszystkich obliczeniach zalozono 5% poziom istotnosci. Powyzsze obliczenia

wykonano pakietem statystycznym STATISTICA v.7 (StatSoft Inc.).

Obliczenia dotyczace skutecznosci diagnostycznej pomiaru st¢zenia AAT w
surowicy w wykrywaniu niedoborow czgsciowych (czuto$¢, swoisto§¢, doktadnos¢,
wartosci predykcyjne, wskazniki wiarygodnosci, DOR) wraz z podaniem 95%
przedziatu ufnosci, oraz wykreslenie krzywej ROC wykonano za pomoca pakietu

StatsDirect v.2.5.6 (StatsDirect Ltd.).
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4. WYNIKI

4.1. Losowa proba populacyjna

4.1.1. | etap rekrutacji proby populacyjnej
Rekrutacje w I etapie przeprowadzano w terminie od 24 kwietnia do 31 lipca
2003 roku. W wystanych zaproszeniach zaproponowano doktadna date zgtoszenia,
niemniej uwzgledniono mozliwo$¢ jej zmiany w zaleznosci od potrzeb wylosowane;j
osoby, najlepiej po uprzednim zgloszeniu telefonicznym. Przyje¢ ochotnikow
dokonywano w godzinach przedpotudniowych (w zaleznos$ci od dnia tygodnia w
godzinach 7 — 12 lub 9 — 12), ze wzgledu na konieczno$¢ wykonania w danym dniu

badan laboratoryjnych oraz zabezpieczenie materiatu.

Lacznie wystano 1500 listow z zaproszeniem do uczestnictwa w badaniu.
Otrzymano 20 (1,4%) zwrotéw pocztowych, jako powdd zostalo podane: ,,adresat
nieznany” lub ,,adresat zmarl”, oraz w 11 (0,7%) przypadkach informacj¢ przekazana

telefonicznie o niezgloszeniu si¢ uczestnika (gtdéwny powdd: pobyt poza granicami

kraju).

W wyznaczanych terminach zglaszato si¢ $rednio 9,3 0s6b dziennie (zakres: 0 —
23). W czasie I etapu badania zrekrutowano 523 ochotnikéw (233 mezczyzn 1 290
kobiet), wspotczynnik odpowiedzi wynidst zatem 34,9%. W poszczegolnych grupach
przedziatach wiekowych wspotczynniki te wyniosty dla 0s6b urodzonych w latach:
1983-1964 — 21% 1 28% (odpowiednio dla grupy mezczyzn i kobiet); w latach 1963-
1944 — 39% 1 41%; oraz latach 1943 1 wczesniej: 51% 1 39%.

Najnizsza odpowiedz zanotowano w grupie megzczyzn w wieku 20-39 lat,
natomiast najwyzsza w grupie me¢zczyzn, w wieku 60 lat i powyzej. Ogdlnie,
najwyzsze wspotczynniki odpowiedzi wystapily w grupie w starszym wieku (tacznie

44%), natomiast najnizsze w grupie wiekowej 20-39 lat (facznie 24%).
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Wykres 2.
Wspélezynniki odpowiedzi w I fazie rekrutacji losowo wybranych mieszkancow Krakowa w
poszczegélnych grupach ze wzgledu na ple¢ i wiek.

-

Mezczyzni

20-39 Kobiety
40-59

60 i powyzej

Przedziat wiekowy

4.1.2. Il etap rekrutacji proby populacyjnej

Ze wzgledu na najnizsza odpowiedz w grupie wiekowej 20-39 lat
przeprowadzono druga fazg rekrutacji w tej subpopulacji osob. Przygotowano
ponowne zaproszenie imienne do udzialu w badaniu z podanymi terminami
zgtoszenia do wyboru. tacznie wystano 432 ponownych zaproszen (pominigto
rekordy dla ktorych uzyskano informacje o nieprawidlowosci adresu lub braku
mozliwo$ci uczestniczenia w badaniu). Rekrutacje przeprowadzano w dniach 19
kwietnia — 17 maja 2004 roku. Srednio zgtaszato si¢ 2,2 osoby dziennie (zakres: 0-
6). Lacznie zrekrutowano 27 oséb (15 mezczyzn 1 12 kobiet), wspotczynnik
odpowiedzi wyniost zatem 6,3%. Ze wzgledu na niska odpowiedZ na powtdrne
zaproszenia do uczestnictwa w badaniu odstapiono od dalszego wysytania listow.
Odpowiedz w grupie wiekowej 20-39 po uwzglednieniu powtdrnej rekrutacji

wyniosta 25,9% wsrdod mezezyzn i1 31,9% wsrod kobiet.

41.3. Losowa préba populacyjna
Sposrod wylosowanych 1500 mieszkancéw miasta Krakowa do uczestnictwa w
badaniu tacznie zglosito si¢ 550 osob (248 mezczyzn 1 302 kobiet). Wspolczynnik
odpowiedzi wynosi zatem 36,7%. Srednia wieku wsrod mezczyzn wyniosta 49,9 lat

(SD 17,5; zakres 20-87), natomiast wsrdd kobiet 49,4 (SD 17,2; zakres: 20-90).
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Tabela S.
Liczebnosci i odsetki 0s6b wylosowanych i uczestniczacych w grupach ze wzgledu na pleé i wiek,
oraz poréwnanie z populacja Krakowa.

Populacja Krakowa Wylosowani Uczestnicy
Przedziat
wiekowy (lat)
Mezczyzni | Kobiety | Mezczyzni| Kobiety | Mezczyzni| Kobiety
(odsetek) | (odsetek) | (odsetek) | (odsetek) | (odsetek) | (odsetek)
20-39 109 942 113783 286 295 74 94
(0,190) (0,197) (0,191) (0,197) (0,135) (0,171)
40-59 99 381 116 073 258 301 102 122
(0,172) (0,201) (0,172) (0,201) (0,185) (0,222)
60 | powvzei 54 853 84 151 142 218 72 86
powyz€] (0,095) (0,146) (0,095) (0,145) (0,131) (0,156)
Ogoétem 578 183 1500 550

Zaobserwowano istotne statystycznie roznice w liczebnosciach poszczegolnych
warstw pomiedzy grupa wylosowanych a uczestniczacych (x> = 15,3; df = 5; p =
0,0091). Najwigksze réznice sa widoczne w grupie wiekowej 20 — 39 lat. Rozktad
wieku wsrdd oséb wylosowanych i1 uczestniczacych w grupie mezczyzn i kobiet
przedstawiono na histogramach ponize;.

Rycina 27.

Rozklad wieku (w latach) w grupie os6b wylosowanych i uczestniczacych z podzialem na
mezczyzn i kobiety.
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Jak wida¢ na powyzszych histogramach, zarowno w podgrupie megzczyzn jak i

kobiet, rozktad wieku wérdd osob uczestniczacych w porownaniu do wylosowanych

jest przesuni¢ty w stron¢ wyzszych wartosci. Wieloczynnikowa analiza wariancji

wykazata znamienna r6znicg¢ pomigedzy grupa osob wylosowanych a uczestniczacych

w $redniej wieku (47,02 + 18,17 lat vs 49,52 £ 17,34; p = 0,0034).

Srednia i mediana wieku w

Tabela 6.

Wylosowani

grupie os6b wylosowanych i uczestniczacych.

Uczestnicy

Srednia Mediana Srednia Mediana
(SD) (zakres (SD) (zakres
[95% Cl] miedzykwartylowy) [95% Cl] miedzykwartylowy)
. . 45,51 46 49,68 49
Mezczyzni (17,60) (17,49)
(27) (27)
[44,2 — 46,8] [47,5 - 51,9]
. 48,29 47 49,40 50
Kobiety (18,55) (17,24)
(29) (28)
[74,0-49,6] [47,5 - 51,3]

* - statystycznie znamienna roznica wzgledem grupy wylosowanych kobiet (p = 0,0146); uczestniczacych me¢zczyzn (p =
0,0093) oraz uczestniczacych kobiet (p = 0,0092). Analiz¢ wykonano testem post hoc Tukey’a.

Wiyniki testu post hoc Fisher’a LSD przedstawiono na wykresie ponizej. Srednia

wieku w grupie mgzczyzn uczestniczacych w badaniu jest wyzsza o 4,17 roku (95%
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CL. 1,56 — 6,78) w porownaniu z wylosowanymi. Pomigdzy grupa kobiet
uczestniczacych a wylosowanych nie stwierdzono istotnych roznic.
Wykres 3.

Sredni wiek z 95% przedzialem ufnosci w zalezno$ci od plci i grupy oséb wylosowanych i
uczestniczacych.

53

52 R

51}

50 |

49 +

48

wiek (lat)
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45}

44

—o— Kobiety
43 . . ~0- Mezczyzni
Wylosowani Uczestnicy

4.2. Podstawowe parametry
W ponizszej tabeli przedstawiono podstawowe cechy, opisujace losowa probe
populacyjna (wiek, wzrost, waga) oraz wyniki badan morfologii krwi, lipidogramu 1

stezenia AAT w surowicy krwi.

Tabela 7.

Mezczyzni Kobiety

V(‘I’;‘:;‘ 4968 | 17,49 | 49,00 | 4940 | 1724 | 50,00
V\(’g::)s" 175,57 | 7,10 176,00 | 16259 | 6,44 | 163,00
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Mezczyzni

Kobiety

Srednia SD Mediana | Srednia SD Mediana
V‘(’fg)a 81,00 | 1235 | 8000 | 6520 | 1296 | 63,00
o, I 132,75 | 21,38 130,00 | 12515 | 21,20 | 120,00
5| (mmHo)
= =
& 2| Rozkurczowe 87,09 13,00 85,00 81,11 11,72 80,00
(mm Hg)
LeUifocyty 6.06 1,52 5,80 5,72 1,52 5,50
(tys./ul)
Hemoglobina 4,82 0,41 4,84 4,35 0,29 4,37
(g/dl)
Erytrocyty 15,12 1,15 1520 | 1352 | 0,89 13,50
(min/pl)
Herrzg/:;)kryt 44,11 3,14 4410 | 39,96 | 257 40,00
'VE%V 91,72 | 453 91,40 | 91,91 4,25 92,40
8
(o]
S UG 3145 | 1,86 31,35 | 31,11 160 | 3120
5 (p9)
5 Pg
MCHC 34,29 1,08 34,30 | 33,85 0,82 33,90
(g/dl)
Pytki krwi 216,06 | 57,34 206,00 | 233,74 | 49,90 | 231,00
(tys./ul)
LITEZ():YW 32,54 7,51 32,60 | 3381 7,63 34,25
Lo (E/O) Mono | 977 | 316 940 | 937 | 294 | 915
Ne‘({f/f)’ﬁ'e 57,71 | 819 | 5795 | 5683 | 869 | 5625
Cholesterol 518 116 5,10 5,21 0,99 5,00
(mmol/l)
= Cholestrol HDL 1.34 0,34 1,30 1,64 0,37 1,61
g (mmol/l)
o
°
2 Cholesterol LDL 3.02 0,92 2,94 2,98 0,92 2,99
(mmol/l)
Trojglicerydy 1,76 1,20 1,37 1,26 0,73 1,07
(mmol/l)
Stezenie AAT (g/l) 1,21 0,21 1,19 1,27 0,23 1,24
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Wsrédd uczestnikdw, 260 oséb (47,28%) oswiadczylo, ze nigdy nie palito tytoniu,
138 (25,09%) palito w przesztosci, a 152 (27,63%) bylo aktualnymi palaczami.

Tabela 8.
Odsetki oséb palacych tyton obecnie, w przesziosci lub nigdy niepalacych wsréd kobiet i
mezczyzn.

Palenie tytoniu

(%)
Nigdy Obecnie W przesztosci
93 77 78
Mezczyzni
(16,91) (14,00) (14,18)
167 75 60
Kobiety
(30,36) (13,64) (10,91)
260 152 138
tacznie
(47,27) (27,64) (25,09)

Zaobserwowane roéznice w liczebno$ciach osob nigdy niepalacych, palacych
obecnie i w przeszlosci pomiedzy grupa mezczyzn i1 kobiet sa statystycznie
znamienne (x> = 18,9; df = 2; p = 0,0001). Najwicksze réznice sa widoczne w
odsetku os6b nigdy niepalacych tytoniu — w poréwnaniu do mezczyzn, ponad

dwukrotnie wigcej kobiet nigdy nie zaczyna palié.

Wieloczynnikowa analiza wariancji wykazata, ze zaréwno pte¢ jak i
przynalezno$¢ do danej grupy wiekowej sa niezaleznymi czynnikami zwigzanymi z
iloscia wypalanych papierosow (p = 0,003). Testem post hoc Tukey’a stwierdzono
znamienng roznicg pomigdzy grupa miodych kobiet (w wieku 20 — 39 lat), a
mezezyznami niezaleznie od wieku (poziomy istotnosci dla przedziatu wiekowego
20 —39; 40 — 59 oraz 60 1 powyzej wyniosty odpowiednio: 0,014; <0,0001 oraz 0,04)
oraz kobietami w wieku 40 — 59 lat (p = 0,024). Wyniki analizy przedstawiono na

wykresie ponize;j.
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Wykres 4.
Srednia ilo$é wypalanych obecnie papieroséw (w paczkach/dzien) z 95% przedzialem ufnosci w
zaleznosci od plci i przedzialu wiekowego.

1,3
1,2
1,1+
1,0
09}
0,8

0,7

0,6 |

0,5t

0,4t

03}

llo$¢ obecnie wypalanych papieroséw (w paczkach)

0,2

== 20 - 39 lat

Kobiety Mezczyzni == 40- S9lat
-y =3 60 lat i powyzej
ed

0,1

Odsetek obecnych palaczy byl podobny w grupie kobiet i mgzczyzn, niemnie;j
mezezyzni wypalali dziennie znamiennie wigcej papierosow: 0,94 paczki (SD 0,41;
zakres 3 — 40 papieroséw) vs 0,71 (SD 0,44; zakres: 1 — 40 papierosow); p = 0,001.
Takze mezczyZzni w porownaniu do kobiet zaczynali istotnie wczesniej pali¢ tyton:
18,59 lat (SD 3,64; zakres: 10-34) vs 20,98 lat (SD 5,16; zakres: 15-45), p < 0,0001;
jak rowniez $rednia warto$¢ paczkolat byta wigksza w tej grupie: 26,70 (SD 22,29;
zakres: 0,15 — 122,5) vs 18,31 (SD 20,97; zakres: 0,04 — 132), p=0,0012.

Os$miu uczestnikow (1,46%): 4 megzczyzn 1 4 kobiety, zglosilo wystgpowanie
POChP, stgzenie AAT byto u tych oséb prawidlowe, $rednia wieku wyniosta 59,25
lat (SD 9,39; zakres: 48 — 75). DwadzieScia osob zglosito wystepowanie astmy
oskrzelowej (3,64%): 10 megzczyzn 1 10 kobiet, Srednia wieku wyniosta w tym
przypadku 44,6 lat (SD 19,36; zakres: 21 — 74). W tej grupie trzy osoby zglosily
wystgpowanie obu schorzen. Po ich wykluczeniu z grupy uczestnikow zglaszajacych
przewlekta obturacyjna chorobe phuc, $srednia wieku wyniosta 65,0 lat (SD 6,48;
zakres: 59 — 76).
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4.3. Stezenie AAT w surowicy

W  modelu regresji wielokrotnej wartosci stgzenia AAT w surowicy
uwzgledniono podstawowe parametry laboratoryjne, oraz wiek, ci$nienie tetnicze
krwi, BMI 1 ilo§¢ dziennie wypalanych papierosow. W obliczeniach uwzglgdniono
jedynie osoby z prawidlowym genotypem AAT (nie-S, nie-Z). Stezenie AAT
najsilniej zalezy od ilo$ci wypalanych dziennie papierosow, a takze od BMI, oraz
liczby leukocytow 1 ptytek krwi. Przedstawiony model wyjasnia jednak tylko ok.
19% zmiennosci stezenia AAT (r* = 18,7).

Tabela 9.
Wspolczynniki modelu regresji wielokrotnej wartosci stezenia AAT w surowicy.

. . Istotnos¢
| Wspoétczynnik B Btad standardowy statystyczna
llo$¢ wypalanych
papierosow 0,16518 0,045943 0,000357
BMI2 -0,15693 0,047845 0,001113
(kg/m?)
Leulfocyty 0,15463 0,050991 0,002556
(tys./ul)
Plytki krwi 0,10146 0,046202 0,028557
(tys./ul)
Henzizc))kryt 2,66694 1,509940 0,077981
Henzg%ﬁbina -2,68892 1,569405 0,087288
Cholesterol LDL -0,37093 0,291419 0,203683
(mmol/l)
(mmol/l)
'VE]%V -1,17330 1,026359 0,253534
Netl:f/z(;ﬁle 1,74624 1,561435 0,263969
Inne: Bazo, Eo,
Mono (%) 0,59721 0,564816 0,290878
'\("F%';' 1,11517 1,070305 0,297970
le(f’z():ﬁy 1,38895 1,384563 0,316280
Rozkurczowe -0,06312 0,065166 0,333220
(mm Hg)
Trojglicerydy 0,04039 0,051370 0,432134
(mmol/l)
V(‘I/:;( 0,03992 0,053509 0,455996
Erytrocyty -0,32068 0,645986 0,619818
(mIn/ul)
Chqlesterol -0,02586 0,069316 0,709208
catkowity (mmol/l)
Skurczowe 0,01914 0,068105 0,778774
(mm Hg)

68



Istotnos¢
statystyczna

| Wspétczynnik f  Biad standardowy

MCHC
(g/dl)

Ple¢ i palenie papieroséw stanowia niezalezne czynniki wptywajace na stgzenie

0,12797 0,512389 0,802890

AAT w surowicy (odpowiednio: p = 0,0003 1 <0,0001). Ogolnie rzecz biorac,
stezenie AAT w grupie mgzczyzn jest nizsze w porownaniu do kobiet, natomiast jest

wyzsze wsrod osob obecnie palacych tyton.

Tabela 10.
Stezenie AAT w surowicy a palenie tytoniu i plec.

Palenie Sl
t . AAT 95% przedziat ufnosci
ytoniu - -
(g/)
Mezczyzni 1,31 0,21 1,26 1,36
Obecnie
Kobiety 1,35 0,19 1,30 1,39
tacznie 1,33 0,20 1,29 1,36
Mezczyzni 1,21 0,20 1,16 1,25
W przesziosci
Kobiety 1,28 0,26 1,21 1,35
tacznie 1,24 0,23 1,20 1,28
Mezczyzni 1,17 0,15 1,14 1,20
Nigdy
Kobiety 1,27 0,20 1,24 1,30
tacznie 1,23 0,19 1,21 1,26
tacznie mezczyzni 1,23 0,20 1,20 1,25
tacznie kobiety 1,29 0,21 1,26 1,31

Test post hoc Tukey’a wykazal znamienne rdéznice (wyzsze stgzenie AAT)
pomigdzy grupa kobiet obecnie palacych, a mgzczyznami palacymi w przesztosci (p
=0,0006) lub nigdy (p < 0,0001). Takze wérdd nigdy niepalacych mgzczyzn stezenie
AAT jest znamiennie nizsze w poréwnaniu do obecnie palacych (p = 0,0003) jak i
kobiet nigdy niepalacych (p =0,0050) lub w przesztosci (p = 0,0234). Roéwniez
mezezyzni obecnie palacy rdznig si¢ od palacych w przeszlosci przy ocenie stezenia
AAT (p = 0,0277). Sredni czas od zaprzestania palenia wyniést 11,93 lat (SD 9,85;
zakres: 0,25 — 45).
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Wykres 5.
Zalezno$¢ stezenia AAT od plci i palenia tytoniu.
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1,40 ¢
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== Mezczyzni

nigdy w przesztosci obecnie A Kobiety

Palenie tytoniu

4.4. Genotypowanie niedoborow AAT metoda analizy
miejsc restrykcyjnych

Ta technikg¢ genotypowania opracowano w pierwsze] kolejnosci 1 poddano
walidacji zewngtrznej (probki wzorcowe) celem potwierdzenia wiarygodno$ci
otrzymanych wynikow. Postuzyla ona nast¢pnie jako metoda referencyjna przy
optymalizacji 1 walidacji real-time PCR. Probki poddawane amplifikacji, a nastgpnie
trawieniu obrazowano dwoma sposobami, przy czym w wigkszosci przypadkéw, ze
wzgledu na tatwo$¢ odczytu i zautomatyzowanie procesu, zastosowano odczyt

fluorymetryczny zelow poliakrylamidowych.

Ponizej przedstawiono obraz zelu agarozowego z bromkiem etydyny, pigé
pierwszych probek to diagnostyka mutacji S — produkt amplifikacji ulega trawieniu
w przypadku wystepowania mutacji, kolejnych pie¢ — wykrywanie allela Z, w tym
wypadku wystapienie mutacji znosi miejsce restrykcyjne i amplikon nie ulega
trawieniu. Na rycinie przedstawiono poszczegolne genotypy, jako marker wielkosci

DNA zastosowano pBR322 DNA/Alul.
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Rycina 28.
Wyniki genotypowania metoda analizy miejsc restrykeyjnych (RFLP) i obrazowaniem
produktu na zelach agarozowych z bromkiem etydyny.

MM MM MS MS SS MM MM MZ MZ ZZ Marker

Jak wspomniano w wigkszosci przypadkéw obrazowanie produktu trawienia
przeprowadzano  systemem = zautomatyzowanej  elektroforezy @ w  zZelu
poliakrylamidowym. Ponizej na rycinie przedstawiono przyktadowy fluorogram,
opis probek i wynikéw jest podobny jak w przypadku zelow agarozowych. Jak
mozna zauwazy¢ w obu technikach obrazowania, w przypadku detekcji allela PI*Z
wystgpuje pewna nierownomierno$¢ wielkosci prazkow/,,pikow”, nie zaburzajaca

jednak w istotnym stopniu wiarygodnosci interpretacji wynikow.

Metoda analizy miejsc restrykcyjnych potwierdzano wyniki genotypowania
uzyskane diagnostyka real-time PCR: (i) w kazdym przypadku stwierdzenia
wystgpowania alleli niedoborowych; (ii) w losowo wybranej grupie probek o
prawidlowym genotypie; a takze, zwlaszcza na poczatkowym etapie optymalizacji
opracowywanej metody, (iii)) w przypadku wynikow watpliwych (np. o stabej
amplifikacji). Potwierdzenie wynikow real-time PCR w trakcie genotypowania
losowej proby populacyjnej (n = 550) przeprowadzono tacznie w 71 przypadkach
(13%) diagnostyki allela S oraz 131 (24%) przy detekcji allela Z. We wszystkich
przypadkach uzyskano 100% zgodno$¢ pomigdzy metodami.

71



Rycina 29.
Fluorogram obrazujacy wyniki genotypowania AAT metoda analizy miejsc restrykcyjnych

(RFLP).
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4.5. Genotypowanie niedoborow AAT metoda amplifikacji
DNA z uzyciem pary sond podwdjnie znakowanych
fluorescencyjnie i detekcja produktu w czasie reakcji — real-
time PCR

Poczatkowo zestaw podwojnie znakowanych oligonukleotydéw stuzacych do
wykrywania mutacji S zostal zaprojektowany podobnie jak w przypadku diagnostyki
allela PI*Z, to znaczy, obydwie sondy roznily si¢ jedynie jednym nukleotydem.
Niemniej, sonda specyficzna dla allela ,,dzikiego” o sekwencji 5’-[ROX]-ATA TCG
TGG GTG AGT TCA TTT TCC A-[Black Hole Quencher 2], znakowana
fluorochromem ROX, wykazywala niestabilno$¢ termiczna dotaczonego barwnika.

Prowadzito to do niespecyficznego przyrostu fluorescencji juz od pierwszych cykli
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amplifikacji. Zjawisko to wystgpowato nawet bez dodania polimerazy do mieszaniny

reakcyjnej.

Wykres 6.
Niestabilno$¢ termiczna sondy specyficznej dla allela ,,dzikiego” w zestawie do wykrywania
mutacji S, obserwowana od pierwszych cykli reakcji, nawet bez dodania polimerazy do
mieszaniny.
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Sonda ta wykazywata pewna specyficzno$¢, niemniej wyniki byty trudne do
interpretacji. Poniewaz za pomoca sondy otrzymanej w wyniku reklamacji i
ponownej syntezy nie uzyskano znaczacej poprawy obserwowanych parametréw,
zdecydowano si¢ na przeprojektowanie tego oligonukleotydu. Nowa sonda zostata
przesunigta o trzy nukleotydy w gore nici DNA 1 skrécona o 3 nukleotydy, celem
dobrania odpowiedniej temperatury topnienia w zestawie. Nie wptynglo to na
specyficznos¢ reakcji w porownaniu do sondy dla allela niedoborowego, natomiast

nie obserwowano juz niestabilno$ci termicznej dotaczonego barwnika.

Wykres 7.
Sonda dla allela ,,dzikiego” w zestawie do wykrywania mutacji S wykazuje pewna specyficznos¢,
niemniej wyniki s trudne do interpretacji.
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Wykres 8.
Przyrosty fluorescencji dla sondy specyficznej dla allela niedoborowego w zestawie do
wykrywania mutacji S — prawidlowe, specyficzne wzgledem analizowanych genotypéw krzywe.
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Ponizej przedstawiono sposob interpretacji wynikow real-time PCR. Jak
wspomniano, sonda specyficzna wzgledem allela dzikiego byla wyznakowana
barwnikiem ROX, ponizej przedstawiono przyrosty fluorescencji wzglednej (RFU —
relative fluorescence units) w poszczegolnych cyklach reakcji amplifikacji, po

odjeciu sygnatu tta i dopasowaniu krzywej (CF — curve fit).

Wykres 9.
Przyrosty fluorescencji barwnika ROX (po odjeciu sygnalu tla i dopasowaniu krzywej).
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W wigkszosci probek doszto do znacznego wzrostu fluorescencji, §wiadczacego
o hybrydyzacji znakowanej sondy do matrycowego DNA, strawieniu jej przez
polimeraze¢ 1 odlaczeniu barwnika — sa to najprawdopodobniej homozygoty

prawidlowe. W dziewigciu probkach, stanowiacych oddzielna grupg, doszio do
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posredniego przyrostu fluorescencji — przypuszczalnie heterozygoty. W przypadku 3
probek nie zaobserwowano zadnego przyrostu fluorescencji (linie horyzontalne) — 2

»Slepe” 1 jedna dodatnia kontrola (homozygota niedoborowa).

Na wykresie fluorescencji barwnika FAM (znakujacego sondg dla allela
zmutowanego) obserwujemy znaczacy przyrost w 10 prébkach: najwyzsza linia
krzywa — to najprawdopodobniej homozygota zmutowana, nast¢pna grupa 9 probek
o posrednim wzros$cie fluorescencji — heterozygoty. W pozostatych probkach, gdzie
nie doszto do hybrydyzacji sondy specyficznej wzgledem allela zmutowanego,
obserwowane s3 jedynie niespecyficzne przyrosty w ostatnich cyklach amplifikacji —
homozygoty ,,dzikie”. W opracowanym ukladzie sonda dla allela prawidtowego

charakteryzuje si¢ wyzsza swoisto$cia, natomiast dla zmutowanego — wyzsza

czutoscia.
Wykres 10.

Przyrosty fluorescencji dla barwnika FAM (po odjeciu sygnalu tla i dopasowaniu krzywej).
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Ostateczny odczyt genotypoéw przeprowadzano na wykresie zaleznoSci
fluorescencji barwnika ROX od FAM dla poszczegélnych probek. Widoczna jest
duza grupa probek o znacznym wzroscie fluorescencji w zakresie jedynie barwnika
ROX, ktore stanowia homozygoty prawidlowe (r6zowe kotko w tej chmurze probek
to dodatnia kontrola — homozygota M). Druga grupa to probki o posrednim sygnale
w zakresie barwnika ROX i FAM — heterozygoty. Tylko w jednym przypadku
zaobserwowano silny sygnat jedynie dla FAM — homozygota zmutowana (S lub Z w

zaleznosci od reakcji), stanowiaca w tym przypadku dodatnia kontrolg. Ostatnia
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grupg stanowia dwie probki bez wzrostu fluorescencji w zakresie obu barwnikow —

»Slepe” kontrole.

Wykres 11.
Dyskryminacja genotypéw na wykresie zaleznos$ci fluorescencji barwnika ROX vs FAM.
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Opracowana metoda zostala poddana walidacji wewngtrznej (za pomoca metody
polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych) oraz zewngtrznej w osrodku
kontroli migdzylaboratoryjnej (Deutsche Vereinte Gesellschaft flir Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin, Referenzinstitut fiir Bioanalytik, Im Miihlenbach 52a, D-

53127 Bonn, Germany).

4.6. Czestosci wystepowania alleli niedoborowych PI*S i
PI*Z w losowej probie populacji Krakowa

W populacji 550 oséb stanowiacych zebrana losowa probe populacyjna sposrod
mieszkancoOw miasta Krakowa zdiagnozowano 17 heterozygot MS, 12 — MZ i jedna
homozygote S. Czgsto§¢ wystgpowania allela S wynosi zatem 1,73% (95% CI: 1,09
— 2,55), natomiast allela Z — 1,09% (95% CI: 0,45 — 1,82). Opracowane metody
genetyczne wykorzystano takze do genotypowania wczesniej zebranej proby
populacyjnej sposrod mieszkancoéw jednej z dzielnic Krakowa — Kazimierza (tacznie
309 oso6b), ktorej probki DNA zostaly zabezpieczone w naszym laboratorium.
Poniewaz nie stwierdzono znamiennych ro6znic pomig¢dzy populacjami w czgstosci
wystepowania alleli niedoborowych, celem zwigkszenia wiarygodno$ci oszacowania

polaczono obie populacje, co daje taczna liczebnos¢ 859 o0sob.
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Tabela 11.
Liczebnosci zdiagnozowanych genotyp6ow wsrod zebranej proby populacyjnej (n = 550) oraz
polaczonej populacji (n = 859).

Liczba MM
os6b (nie S, nie-Z)
550 520 17 12 0 1 0
859 812 28 18 0 1 0

W tej lacznej grupie stwierdzono 28 heterozygot MS, 18 — MZ oraz jedna
homozygote S. Czgstosci alleliczne wynosza zatem: S — 1,75% (95% CI: 1,18 — 2,48)
oraz Z — 1,05% (95% CI: 0,62 — 1,65).

W przypadkach obu populacji wykazano zgodno$¢ obserwowanych czgstosci
genotypéw z oczekiwanymi na podstawie rownowagi Hardy’ego — Weinberga

(odpowiednio: p = 0,199 i 0,466). Wystepowanie niedoboréw nie bylo zwiazane z
ptcia (p = 0,36).

Tabela 12.
Czestosci alleli AAT w losowej probie populacji mieszkancow Krakowa (n = 859) wraz z 95%
przedziatem ufno$ci

o 95% dolny 95% goérny
Czestosé 4 przedziat przedziat
standardowy o -
ufnosci ufnosci
(nie SMnie_Z) 0,9721 0,0040 0,9639 0,9796
S 0,0175 0,0032 0,0111 0,0244
z 0,0105 0,0024 0,0058 0,0157

W tabeli ponizej przedstawiono czgstosci zdiagnozowanych genotypow w

losowej probie populacji Krakowa.
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Tabela 13.
Czestosci genotypow AAT w losowej probie populacji Krakowa (n = 859).

Czestosé Blad standardowy
. I;/IM 2 0,9453 0,0011
nie S, nie-
MS 0,0326 0,0011
Mz 0,0210 0,0001
MM 0,0012 0,0011

4.7. Oczekiwane liczebnosci genotypow AAT

Na podstawie czestosci allelicznych otrzymanych w wyniku analizy losowej
proby populacyjnej (n = 859) oraz prawa Hardy’ego-Weinberga oszacowano
liczebnosci poszczegdlnych genotypéw AAT w populacji mieszkancoOw miasta

Krakowa oraz Polski. Wyniki przedstawiono w tabelach ponize;.

Tabela 14.

Oczekiwane liczebno$ci genotypow AAT w populacji mieszkancow miasta Krakowa’.

95% dolny 95% goérny
Genotyp Liczebnos¢
przedziat ufnosci przedziat ufnosci

MM 716 011 704 039 727 161
(nie S, nie-Z)

MS 25725 16 215 36 224

Mz 15435 8473 23 308

Sz 227 98 581

SS 231 93 451

2z 83 25 187

w przeliczeniu na populacj¢ Krakowa wynoszaca 757 762 mieszkancow, stan na dzien 30 czerwca

2005 r.; zrodto GUS.
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W populacji Krakowa, wynoszacej 757 762 mieszkancéw, mozna oczekiwaé 83
(95% CI: 25 — 187) 0s6b z cigzkim niedoborem AAT (homozygoty Z) oraz 41 618
(95% CI: 24 879 — 60 564) przypadkoéw deficytow czgsciowych (MS, MZ, SZ 1 SS).

Tabela 15.

Oczekiwane liczebnosci genotypéw AAT w populacji Polski®.

Genotyp Liczebnos¢ 95% dolny 95% gormy
przedziat ufnosci przedziat ufnosci

MM 36 058 689 35455 798 36 620 213
MS 1295 522 816 598 1824 282
Mz 777 313 426 691 1173 821
Sz 13 964 4914 29 238
SS 11 636 7702 22720
zz 4189 1284 9 406

W skali calego kraju, przy populacji Polski wynoszacej 38 161 313 oséb, mozna
natomiast oczekiwa¢ 4 189 (95% CI: 1284 — 9 406) oséb z niedoborem cigzkim i
2 098 435 (95% CI: 1 255905 — 3 050 061) przypadkow deficytow czesciowych, w
tym 25 600 (95% CI: 12616 — 51 958) 0so6b z genotypem SZ i SS, o znacznie
obnizonym stezeniu AAT, w przypadku ktorych dodatkowe narazenie na czynniki
srodowiskowe (palenie tytoniu, narazenie zawodowe) moze istotnie zwigkszac

ryzyko rozwoju objawow klinicznych.

Obliczona dla populacji Krakowa czgsto$¢ wystepowania cigzkiego niedoboru
AAT wynosi 1/9110 osob (95% CI: 1/4 057 — 1/29 727), natomiast dla deficytow
czgsciowych: 1/3279 (95% CI: 1/1680 — 1/8116). Szczegotowe wyniki

przedstawiono w tabeli ponize;j.

¥ W przeliczeniu na populacje Polski wynoszaca 38 161 313 os6b, stan na dzien 30 czerwca 2005 r.;
zrodto GUS.
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Tabela 16.

Prewalencja wystepowania poszczegolnych pow niedoborowych.

Prewalencja 95% przedziat ufnosci
Genotyp
1/x 1/x
MS 29 21 47
Mz 49 33 89
Sz 2733 1305 7 766
SS 3279 1680 8116
2z 9110 4 057 29 727

4.8. Zaleznosc¢ stezenia AAT od genotypu

Dla poszczegélnych genotypéw obliczono $rednie wartosci stgzenia AAT w
surowicy, otrzymane metoda nefelometryczna (wartosci prawidlowe: 0,9 — 2,0 g/l).
W grupie os6b z prawidlowym genotypem (nie-S, nie-Z) wartos$¢ ta wynosi 1,26 g/l
(SD 0,21; zakres: 0,85 — 2,51), w przypadku heterozygot MS — 1,09 g/l (SD 0,14;
zakres: 0,84 — 1,33) co stanowi 86% wartos$ci stgzenia w grupie prawidlowe;,
natomiast dla heterozygot MZ — 0,76 g/1 (SD 0,06; zakres: 0,66 — 0,85), zatem 60%
warto$ci w grupie ,,nie-S, nie-Z”. Tylko w 1 przypadku stwierdzono wystepowanie
homozygotycznosci S, stezenie AAT wyniosto 0,78 g/l (62% warto$ci w grupie

prawidlowe;j).

Tabela 17.
Srednie wartosci stezenia AAT w surowicy w zaleznosci od zdia

Srednia e przgd.zial Mediana Minimum Maksimum
(g/l) ufnosci
MM 1,261 0,208 1,243 1,279 1,23 0,85 2,51
MS 1,088 0,145 1,013 1,162 1,08 0,84 1,33
MZ 0,762 0,058 0,725 0,799 0,77 0,66 0,85
SS 0,78 - - - 0,78 - -

Jednoczynnikowa analiza wariancji wykazata istotne statystycznie réznice w

srednich warto$ciach stgzenia AAT pomigdzy osobami z genotypem prawidlowym a
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heterozygotami MS — stezenie nizsze o $rednio o 14%, tj. 0,173 g/1 (95% CI: 0,043 —
0,303), oraz heterozygotami MZ — r6znica 40%, czyli 0,499 g/l (95% CI: 0,345 —

0,653). Znamienne roznice stwierdzono takze pomigdzy grupa heterozygot MS a MZ
— stezenie AAT nizsze w tej drugiej grupie o 30%, tj. 0,362 g/1 (95% CI: 0,127 —
0,525).

Tabela 18.
Réznica
pomiedzy o . o Istotnos¢
Genotyp Srednimi 95 % przedziat ufnosci statystyczna
(g
MM - MS 0,173 0,043 0,303 0,0034
MM - SS 0,481 -0,048 1,009 0,0878
MM - MZ 0,499 0,345 0,653 <0,0001
MS - SS 0,308 -0,235 0,851 0,4614
MS - MZ 0,326 0,127 0,525 0,0001
SS - MZ 0,018 -0,531 0,568 0,9998
Rycina 30.
Srednie stezenie AAT w surowicy i odchylenie standardowe w przypadku poszczegélnych
genotypow.
Stezenie AAT (g/l)
3.0 1
2.5 :
2.0 i
1.5
1.0 %
0.5
I | | |
MM MS MZ S3
Genotyp

Roéznice wystgpowaty takze pomiedzy grupa prawidtowa a homozygotami S —

stezenie nizsze o 0,481 g/l (38%) oraz migdzy heterozygotami MS a homozygotami
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S — 0,308 g/l (28%). W zadnym przypadku wynik nie byt znamienny statystycznie,

niemniej nalezy mie¢ na uwadze, ze stwierdzono tylko jedna homozygote S.

4.9. Skutecznosc¢ diagnostyczna pomiaru stezenia AAT w
wykrywaniu niedoborow czesciowych (MZ, MS, SS)

Celem okreslenia skuteczno$ci diagnostycznej nefelometrycznego pomiaru
stezenia biatka w surowicy w wykrywaniu wystgpowania alleli niedoborowych PI*S
i PI*Z, dla zakresu normy 0,9 — 2,0 g/l ustalono ilos¢ wynikéw prawdziwie
dodatnich (TP), prawdziwie ujemnych (TN), falszywie dodatnich (FP) i fatszywie
ujemnych (FN), stosujac jako metodg referencyjna techniki genotypowania. Analizg
przeprowadzono w obrgbie losowej proby populacyjnej (n = 550), z tego wzgledu, ze

tylko dla tej kohorty wykonano oznaczenia stezenia AAT w surowicy.

Tabela 19.
Wyniki prawdziwie dodatnie (TP), falszywie dodatnie (FP), falszywie ujemne (FN) i prawdziwie
ujemne (TN) przy zastosowaniu pomiaru stezenia bialka AAT w diagnostyce niedoboréw

czeSciowych.
Wynik pomiaru Allel S lub Z Allel SiZz L .
: acznie
nefelometrycznego obecne nieobecne
Test dodatni (< 0,9 g/l) 14 (TP) 5 (FP) 19
Test ujemny (> 0,9 g/l) 16 (FN) 515 (TN) 531
tacznie 30 520 550

W tabeli ponizej przedstawiono wyniki parametrow charakteryzujacych
skuteczno$¢ diagnostyczna ocenianego testu w wykrywaniu dwoch alleli

niedoborowych AAT.

Tabela 20.
Parametry charakteryzujace skutecznos¢ diagnostyczng pomiaru stezenia AAT w surowicy w
krywaniu niedoboréw czeSciowych.

Parametr 95% przedzial ufnosci

Czutos¢ 46,67% 28,34% 65,67%
Swoistos¢ 99,04% 97,77% 99,69%
Doktadnosc 96,18% 94,22% 97,62%

Wartos¢ predykcyjna wyniku

dodatniego 73,68% 48,8% 90,85%
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Parametr Wartos¢ 95% przedzial ufnosci

Wartosé pr.edykcyjna wyniku 96.99% 95.15% 98.27%
ujemnego
Wskaznik wiaryqunoéci wyniku 48,53 19,15 121,27
dodatniego
Wskaznik wigrygodnoéci wyniku 0.54 0.36 0,71
ujemnego
Diagnostyczny iloraz szans 86,88 25,89 347,53

Oceniana metoda diagnostyczna charakteryzuje si¢ wysoka swoistoscia, czyli
zdolno$cia do potwierdzania nieobecno$ci deficytow czg$ciowych (w 99%
przypadkoéw osob bez alleli niedoborowych PI*S i PI*Z test nie wskazuje na ich
obecno$¢), natomiast stosunkowo niska czuloscia (tylko w 47% przypadkow z
obecnoscia niedoboréw czesciowych test potwierdzit ich wystepowanie).
Doktadno$¢ diagnostyczna w wykrywaniu niedoboréw czgsciowych AAT wynosi
zatem 96%. Odsetek osob z dodatnim wynikiem testu, u ktorych wystepuja allele
niedoborowe PI*S i PI*Z wynosi 74%, natomiast 0s6b z uyjemnym wynikiem testu, u
ktorych deficyty czgSciowe sa nieobecne — 97%. Prawdopodobiefistwo otrzymania
dodatniego wyniku testu u osoby z choroba jest 49 razy wigksze od tego
prawdopodobienstwa u osoby bez choroby. Natomiast prawdopodobienstwo wyniku
ujemnego u osoby chorej jest o okoto potowe mniejsze od prawdopodobienstwa

otrzymania tego wyniku u osoby bez niedoboréw czesciowych.

Ponizej wykreslono krzywa ROC (receiver operating characteristic) dla punktu
odcigcia 0,9 g/l. Pole pod krzywa oszacowane metoda Wilcoxona wynosi 0,86 (95%
CL: 0,58 - 1).
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Wykres 12.
Krzywa ROC.
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4.10. Ogniskowanie izoelektryczne AAT w Zzelach
poliakrylamidowych

W przypadku probek (n = 5), gdy nie zdiagnozowano wystepowania allela PT*S
lub PI*Z (nie-S, nie-Z), natomiast stgzenie AAT w surowicy bylo ponizej warto$ci
prawidlowych (tj < 0,9 g/l) dodatkowo wykonano fenotypowanie AAT celem
potwierdzenia otrzymanych wynikéw diagnostyki genetycznej, a takze oceny
wystgpowania innych, rzadszych mutacji. W tym celu uzyto zabezpieczona od
uczestnikow surowicg 1 wykonano ogniskowanie izoelektryczne biatka w waskim
zakresie pH (4,2 — 4,9) w cienkich zelach poliakrylamidowych nastgpnie
srebrzonych, z zastosowaniem surowic wzorcowych dla podstawowych wariantow

M, S, Z).
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Rycina 31.
Fenotypowanie AAT za pomoca ogniskowania izoelektrycznego — wzor prazkéw [Za: (135);
zmieniono].
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We wszystkich przypadkach potwierdzono brak wystgpowania alleli
niedoborowych PI*S i PI*Z. Nie stwierdzono takze wyst¢gpowania innych wariantow

(obraz prazkoéw zgodny z wariantem M).
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Rycina 32.
Wynik fenotypowania AAT metoda ogniskowania izoelektrycznego biatka w waskim zakresie
pH (4,2 — 4,9) w zelach poliakrylamidowych nastepnie poddanych srebrzeniu.
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5.

DYSKUSJA

5.1. Reprezentatywna préba populacyjna
Niezbgdnym warunkiem poprawnos$ci wnioskowania przy uogélnianiu wynikdéw
dotyczacych analizowanej proby na populacje, z ktorej zostala ona pobrana, jest jej

reprezentatywnos¢. Najczesciej przez ,,reprezentatywnos¢ proby” rozumie si¢ (146):

e Brak czynnikow selektywnych w doborze proby, prowadzacych do

systematycznych bledow stronniczosci;

e Miniatura populacji, gdy rozklad wszystkich cech proby odpowiada

rozktadowi w populacji;

e Przypadki typowe, gdzie pojgcie typowosci cech proby polega na
wysokiej czgstosci ich wystgpowania w populacji lub na bliskosci ich

wartos$ci do $redniej w populacji;

e Odwzorowanie réznorodnos$ci populacji, czyli wlaczenie do proby

reprezentantow poszczeg6lnych kategorii.

Zbiorowos$¢ prébna powinna z przyjeta dokladnoscia opisywac populacje
generalna, w tym przypadku mieszkancow Krakowa, lub nawet Polski. Wyboru
grupy reprezentatywnej dokonano w sposob losowy, zatem kazdy -element
zbiorowo$ci mieszkancoéw Krakowa mial jednakowe prawdopodobienstwo
znalezienia si¢ w probie. W takiej sytuacji jej reprezentatywno$¢ wzrasta wraz z
liczebnoscia. W doborze préby przeprowadzono losowanie warstwowe, polegajace
na podzieleniu zbiorowosci generalnej na rozlaczne grupy, a nastgpnie
przeprowadzeniu losowania w obrgbie kazdej warstwy. Zapewnia to reprezentacjg
kazdej podgrupy, a ponadto zbiorowos$¢ generalna podzielona jest na podgrupy o
wigkszej homogennos$ci, a zatem mniejszej wariancji niz populacja jako catos¢, co

daje bardziej precyzyjne oszacowania (147).

Reprezentatywno$¢ dla catej populacji w przypadku niniejszej pracy jest w
znacznym stopniu gwarantowana przez losowy dobdr (przeprowadzony metoda
komputerowa) i stosunkowo znaczna liczebno$é. Zrodtem bledu moze byé jednak: (i)
wlaczenie jedynie osob dorostych (w wieku 20 lat i powyzej), (i1) posiadajacych state

zameldowanie na terenie miasta Krakowa oraz (iil) ograniczenie dzielnic miasta,
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sposrod ktorych dokonywano losowania. Konieczno$¢ statego zameldowania byta
uwarunkowana losowaniem przeprowadzonym przez Urzad Miasta sposrod list
meldunkowych. Na rekrutacje jedynie 0sob dorostych zdecydowano si¢ chcac
unikna¢ konieczno$ci pobierania w przypadku niepelnoletnich zgody na udziat w
badaniu od rodzicow lub opiekunéw. Z kolei ograniczenie dzielnic byto m.in.
podyktowane obawa przed niska odpowiedzia w przypadku osob zamieszkujacych w
duzej odlegtosci od miejsca rekrutacji, a takze reprentatywno$cia zamieszkujacych je
populacji w stosunku do calego miasta. Wybdr dzielnic zostal dokonany po

zasiggnigciu opinii krakowskich epidemiologow.

Reprezentatywno$¢ proby moze by¢ takze ograniczona przez liczbe osob
zglaszajacych si¢ do uczestnictwa w badaniu. Otrzymany w wyniku I etapu
rekrutacji wspotczynnik odpowiedzi wynidst 34,9% 1 byl najnizszy w grupie
wiekowej 20 — 39 lat (21% dla megzczyzn i 28% dla kobiet). Celem zwigkszenia
odpowiedzi przeprowadzono II etap wysytania zaproszen do uczestnictwa w obrgbie
tej warstwy populacji, niemniej odpowiedz byla stosunkowo niska (6,3%) przez co
odstapiono od dalszej rekrutacji. Ostatecznie wspolczynnik odpowiedzi wyniost
36,7%. Sposrod 1500 os6b wylosowanych do uczestnictwa w badaniu zglosito si¢
550 mieszkancow Krakowa (248 mezczyzn 1 302 kobiety). Zaobserwowane rdznice
w czestosciach pomigdzy wylosowanymi a respondentami w grupach ze wzgledu na
pte¢ 1 wiek byly istotne statystycznie. Ogoélnie rozktad wieku wsrod osob
uczestniczacych w badaniu byl przesunigty w kierunku wyzszych warto$ci w
porownaniu do grupy wylosowanej, wsrod mezczyzn roznice w $Srednim wieku
pomigdzy tymi grupami osiagnely istotno$¢ statystyczna. Nizsza odpowiedz
rejestrowana byla wsréd osob w wieku produkcyjnym i najprawdopodobniej
spowodowana trudno$ciami zwiazanymi z konieczno$cia zwolnienia si¢ z pracy.
Niestety, wymagania zwiazane z wykonaniem badan laboratoryjnych i
zabezpieczeniem pobranego materialu uwarunkowaty przedpotudniowe godziny
rekrutacji. Jest tez prawdopodobne, Zze wyzsza odpowiedz w starszej grupie
wiekowe] moglta by¢ spowodowana wzrastajaca wraz z wiekiem chorobowoscia i
wigkszym nastawieniem prozdrowotnym, checia wykonania badan kontrolnych i
nawiazywania kontaktu ze stuzba zdrowia. Moglo to teoretycznie zwigkszac
odpowiedz w grupie oséb chorych, z objawami ze strony réznych narzadéw, w tym

takze spowodowanych niedoborem AAT i prowadzi¢ do pewnego przeszacowania
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czestosci alleli niedoborowych. Niemniej badanie polegato na diagnostyce
genetycznej, czyli ocenie materiatu, ktéry nie ulega zmianie wraz z wiekiem. Z
drugiej strony do biedu przeszacowania moglaby doprowadzi¢ ewentualna
nadumieralno$¢ homozygot PI*ZZ wzrastajaca z wiekiem. Rzadkos$¢ takiego
genotypu, nawet przy zwigzanej z nim chorobowos$ci, nie powinna jednak by¢
powodem duzego bledu oszacowania, w ktorym o wyliczeniach czgstosci allela PI*Z

zdecydowaty liczebno$ci heterozygot MZ.

Poniewaz w badaniu uczestniczyta tylko co trzecia wylosowana osoba, pojawiaja
si¢ wspomniane zastrzezenia odno$nie przenoszenia uzyskanych wynikow na
populacj¢ generalna. Nalezy mie¢ jednak na uwadze przy ocenie wspdlczynnika
odpowiedzi, ze nie byto to zwykte badanie ankietowe, lecz uczestnictwo wymagato
osobistego zgloszenia si¢ do kliniki i wyrazenia zgody na pobranie krwi. Ponadto
dotozono wszelkich staran celem zwigkszenia odpowiedzi (m.in. ogloszenia w
lokalnych mediach, wydawanie wynikéw badan laboratoryjnych). Uwzgledniajac te
wszystkie aspekty mozna stwierdzi¢, ze uzyskany odsetek zgloszen nie odbiega od
uzyskiwanych w innych, podobnych badaniach populacyjnych. Uzyskany
wspotczynnik odpowiedzi na poziomie 36,7% mozna uzna¢ za wystarczajacy dla
reprezentatywnosci  proby, uwzgledniajac takze roznice w odpowiedzi w

poszczegblnych grupach wiekowych.

5.2. Genotypowanie AAT

Jednym z glownych celow niniejszej pracy bylo opracowanie metody
genotypowania niedoborow AAT, a dokladniej dwoch najczestszych alleli
deficytowych, tj. PI*S 1 PI*Z. Ta metoda diagnostyczna powinna by¢ szybka i
stosunkowo tania, mozliwa do zastosowania w badaniu duzych grup populacyjnych,
a jednoczesnie charakteryzujaca si¢ wysoka wiarygodno$cia i powtarzalnoscia, by
nastgpnie mogta by¢ wykorzystana w powszechnej praktyce klinicznej. Technika z
wyboru okazat si¢ jakoSciowy real-time PCR, ktory dzigki uniknigciu koniecznosci
obrobki postamplifikacyjnej produktu cechuje si¢ stosunkowo niskim kosztem

jednostkowego oznaczenia, oraz niska czaso- i pracochtonnoscia.

Jako$ciowy real-time PCR zostal wprowadzony do diagnostyki niedoborow AAT
w poéznych latach dziewigcdziesiatych (148:149), nastgpnie takze jako reakcje typu

multiplex, rownocze$nie wykrywajace mutacj¢ S 1 Z (150). We wspomnianych
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pracach zastosowano sondy hybrydyzacyjne i genotypowanie oparte na analizie
krzywych topnienia. W reakcji biora udzial dwa specyficzne wzgledem sekwencji
oligonukleotydy, jeden odgrywa rol¢ kotwicy - anchor (czasami takze spelnia
funkcjg startera), drugi stanowi typowa sond¢ dyskryminujaca (w zalezno$ci od
protokotu specyficzna wzgledem allela prawidtowego lub zmutowanego). Jeden z
oligonukleotydéw wyznakowany jest barwnikiem fluorescencyjnym spetniajacym
rol¢ donora, natomiast drugi ma przytaczony akceptor. Zjawisko bezpromienistego
przeniesienia energii fluorescencji (FRET — fluorescence resonance energy transfer)
nastepuje tylko w sytuacji przylaczenia si¢ obu oligonukleotydéw do nici DNA.
Detekcji podlega fluorescencja akceptora, na ktory energia przenoszona jest z
wzbudzonego donora tylko w przypadku bezposredniej bliskosci obu barwnikow.
Wyniki genotypowania odczytywane sa po zakonczeniu amplifikacji podczas analizy
krzywych topnienia. Reakcj¢ przeprowadzano we wspomnianych prac w szklanych

kapilarach w termocyklerze LightCycler (Roche Diagnostic).

W poréwnaniu do technik opierajacych si¢ na analizie krzywych topnienia
prezentowana metoda wydaje si¢ by¢ bardziej wiarygodna w przypadku
wystgpowania innej mutacji w bezposrednim sasiedztwie analizowanego miejsca. W
tej sytuacji nietypowa temperatura topnienia obserwowana w trakcie analizy
krzywych topnienia moze by¢ nie do odrdznienia od stwierdzanej w przypadku
wystgpowania analizowanej mutacji. W reakcji 5 ’-nuclease assay biora udzial 2.
sondy: jedna specyficzna wzgledem allela prawidlowego, druga — zmutowanego; tak
wigc wystepowanie w poblizu dodatkowych mutacji w réwnym stopniu wptywa na
proces hybrydyzacji oligonukleotydow. Ze wzgledu na wysoce polimorficzny

charakter genu AAT w tym wypadku wydaje sig to szczegdlnie istotne.

Niniejsza praca jest jedna z pierwszych dotyczaca zastosowania 5 ’-nuclease
assay 1 podwojnie znakowanych sond oligonukleotydowych w diagnostyce
niedoborow AAT. Wczesniej Behrens et al. (151) opisali zastosowanie metody
TagMan m.in. w detekcji niedoborow AAT, lecz poshugiwali si¢ gotowymi,

komercyjnymi zestawami i nie podali sekwencji sond.

W  porownaniu do wszystkich wczesniej prezentowanych przyktadoéw
zastosowania real-time PCR w detekcji deficytow AAT, opracowana metoda zostata
przetestowana na znacznie wigkszej populacji. Podobnie jak w wigkszo$ci ww. prac

(148:150), jako metodg referencyjna wybrano RFLP, zamiast sekwencjonowania. W
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momencie jej opracowywania na rynku nie byly dostepne enzymy restrykcyjne,
mogace zosta¢ zastosowane w genotypowaniu mutacji S lub Z. Stosunkowo
powszechnie stosowana technika byla analiza miejsc restrykcyjnych z uzyciem
starterow mutagennych (152-155). Obecnie dostgpne restryktazy mogace zostaé
bezposrednio uzyte w diagnostyce tych alleli, opracowano réwniez ich zastosowanie
w reakcja typu multiplex (156). Niemniej, poniewaz RFLP wymaga dalszej obrobki
postamplifikacyjnej, utrudnia to jego zastosowanie w diagnostyce duzych grup
populacyjnych. Metoda ta zostata przez nas uzyta jako test referencyjny w przypadku
walidacji real-time PCR. Zgodno$¢ pomiedzy tymi technikami genotypowania
wystagpita w  100%.  Dodatkowo  wykonano  zewngtrzng — walidacje
migdzylaboratoryjna wynikow w oparciu o probki kontrolne. Przetestowanie
opracowanej metody genotypowania na duzej grupie populacyjnej, wraz z walidacja
wewngtrzna 1 zewngtrzna, umozliwito wlaczenie jej do panelu badan

diagnostycznych stosowanych w praktyce kliniczne;j.

Przebadano takze 50 os6b z objawami ptucnymi i obnizonym stezeniem AAT (w
tym dwie rodziny), znajdujac w tej grupie 4 homozygoty Z i 7 heterozygoty MZ,
oraz potwierdzajac korelacjg¢ rodzinna. Metoda ta okazata si¢ rowniez skuteczna przy
uzyciu DNA izolowanego z homogenizatéw $wiezo mrozonych wycinkéw z raka

jelita grubego (okoto 100 probek).

Wsréd przypadkow o obnizonym stezeniu AAT w surowicy 1 nieobecnosci
ktoéregos z dwoch najczestszych alleli niedoborowych (PI*S 1 PI*Z), potwierdzano
uzyskane wyniki genotypowania oraz poszukiwano rzadszych mutacji. W tym celu
wykonano fenotypowanie biatka technika ogniskowania izoelektrycznego w zelach
poliakrylamidowych w waskim gradiencie pH. Stosujac ta metodg potwierdzono
nieobecno$¢ alleli niedoborowych PI*S i PI*Z, a takze, na podstawie zgodno$ci
obrazu prazkow z wzorem dla wariantu M wykluczono wystepowanie innych,
rzadszych mutacji. Niemniej, ograniczeniem tego drugiego wniosku w przypadku

diagnostyki fenotypowej byt brak dostepu do surowic wzorcowych dla innych alleli.

W pracy zastosowano metode 5 -nuclease assay i stosunkowo najprostsze sondy
molekularne, czyli podwoéjnie znakowane oligonukleotydy specyficzne wzgledem
sekwencji. Jest to wybdr pomigdzy bardziej zaawansowanymi, ale 1 znaczniej
kosztownymi sondami stosowanymi w jakosciowym real-time PCR, a ceng badania i

jego dostepnoscia. Niniejszy protokot diagnostyczny moze zosta¢ przeprowadzony w
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kazdym termocyklerze z modulem optycznym. Bardziej zlozone sondy typu
»molecular beacons” zostaty zaproponowane w diagnostyce innych, rzadszych alleli

AAT (157).

Ograniczeniem tej metody, podobnie jak wigkszosci technik genotypowania, jest
niewykrywanie innych, rzadszych alleli. Technika ta pozwala potwierdzi¢ lub
wykluczy¢ wystgpowanie mutacji S lub Z, nie mozna natomiast na jej podstawie
wnioskowa¢ o innych, sposrdd kilkudziesigciu mogacych pojawi¢ si¢ mutacji.
Dlatego tez wyniki genotypowania poprawnie powinny by¢ przedstawione
nastgpujaco: S, Z lub ,nie-S i nie-Z”. Nalezy przyzna¢ wyzszo$¢ fenotypowaniu
AAT, uznawanemu za ,,zloty standard” diagnostyki niedoboréw, przede wszystkim
ze wzgledu na mozliwo$¢ wykrywania wigkszos$ci wariantow AAT. Technika ta jest
niestety kosztowna, czasochtonna 1 wymagajaca duzego do$wiadczenia w
interpretacji wynikow, a przez to ograniczona do wysoce specjalistycznych
laboratoriow referencyjnych. Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze allele S 1 Z
odpowiadaja za ponad 95 — 97% wszystkich przypadkéw niedoborow AAT. Proces
diagnostyki klinicznej powinien rozpoczyna¢ si¢ od oznaczenia st¢zenia biatka w
surowicy, metody stosunkowo taniej i tatwej oraz powszechnie dostgpniej. Pewien
wyjatek stanowia tu dzieci z objawami watrobowymi, u ktérych cze$¢ autorow
zaleca rozpoczgcie diagnostyki od fenotypowania lub genotypowania (158-160).
Poniewaz jednak AAT jest biatkiem ostrej fazy i jej stezenie moze 3 — 4 krotnie
wzrasta¢ w czasie reakcji zapalnych lub wurazéw, ogranicza to skuteczno$é
diagnostyczna tego testu, zwlaszcza w wykrywaniu niedoboréw czgsciowych.
Kolejnym krokiem powinno by¢ zatem genotypowanie niedoborow pod katem
wystgpowania najczestszych mutacji, natomiast w przypadku nie stwierdzenia
obecnosci allela PI*S lub PI*Z, a przy wystgpowaniu objawdw klinicznych, lub
obnizonego stezenia AAT, nalezy rozwazy¢ rozszerzenie diagnostyki o
genotypowanie w kierunku innych, rzadszych alleli niedoborowych lub

fenotypowanie biatka.

5.3. Czestosci alleli niedoborowych PI*S i PI*Z

W niniejszej pracy, opierajac si¢ na wynikach genotypowania losowej,
reprezentatywnej  proby  populacyjnej, oszacowano wystgpowanie dwoch
najczestszych alleli niedoborowych AAT, tj. PI*S 1 PI*Z. Wstepnie oszacowano te

warto$ci w specjalnie w tym celu zebranej losowej probie populacyjnej mieszkancow
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miasta Krakowa. Nastgpnie, wykorzystujac opracowane metody diagnostyczne,
poddano genotypowaniu takze 309 probek DNA pochodzacych z wczesniej zebrane;j
losowej proby mieszkancéw Kazimierza, jednej z dzielnic Krakowa. Poniewaz nie
stwierdzono znamiennych réznic w czgstosciach genotypow pomigdzy obiema
kohortami postanowiono je potaczy¢ celem zwigkszenia doktadno$ci oszacowania.
Lacznie zatem diagnostyce genetycznej poddano 859 osob, losowo wybranych
spos$rod mieszkancow Krakowa i wyniki dla tej grupy wykorzystano nastgpnie celem
oszacowania liczebnos$ci genotypéw w Krakowie i Polsce. Obliczona czgsto$¢ allela
S wynosi 1,75% (95% CI: 1,18 — 2,48), natomiast Z — 1,05% (95% CI: 0,62 — 1,65).

Analizowana populacja pozostaje w rownowadze Hardy’ego — Weinberga.

Jak wspomniano, wiarygodno$¢ oszacowania czgstoSci w populacji ogdlnej
wzrasta przy zastosowaniu losowej, reprezentatywnej proby populacyjnej. Istotna
jest takze zastosowana metoda diagnostyczna. Ze wzgledu na niska czgstosé
wystgpowania homozygot Z, oszacowanie allela PI*Z opiera si¢ na podstawie
analizy heterozygot MZ. Pomiar stezenia biatka w surowicy, bgdacy metoda mato
skuteczna w wykrywaniu niedoboréw czgsciowych, jest zatem bezuzyteczny w tego
typu analizach. Elektroforeza biatka w Zelach skrobiowych, obecnie niestosowana,
sprawiala trudnosci w wykrywaniu wariantu Pi*Z ze wzgledu na niewielkie ilo$ci
biatka w surowicy. Detekcja homozygot Z byta mozliwa — brak prazkéw, niemiej w
przypadku heterozygot MZ nastgpowata znaczna nadrozpoznawalno$¢ fenotypu
Pi*MM. W przypadku wprowadzonego nast¢pnie ogniskowania izoelektrycznego,
wplyw na wyniki moze mie¢ przechowywanie probki, a takze czgste jej rozmrazanie,
prowadzace do istotnego zaburzenia obrazu prazkow (np. falszywy obraz FM w
przypadku homozygot M). Takze schorzenia watroby moga wptywaé na
zafalszowanie diagnostyki metoda IEF — falszywy obraz SZ u homozygot Z. Dlatego
tez, w badaniach populacyjnych metody genotypowania wydaja si¢ by¢ najbardziej
wiarygodne (38).

Jest to pierwsze w naszym kraju opracowanie wykorzystujace w tym celu metody
genotypowania, a takze pierwsze opierajaca si¢ na analizie reprezentatywnej proby
populacyjnej. Jednakze problem czgstosci niedoboréw w Polsce byt analizowany na

przestrzeniu ostatnich 30 lat wielokrotnie.

Pierwszym 1 dotyczacym najwigkszej liczby osOb oszacowaniem czgstosci

wariantoéw niedoborowych jest badanie przeprowadzone przez Barbar¢ Opolska.

93



Obejmowato ono 3650 o0s6b pochodzacych z terenu Polski potudniowe;j
zglaszajacych si¢ do zakladu Medycyny Sadowej w Krakowie w sprawach o
dochodzenie spornego ojcostwa (161). Badanie przeprowadzono metoda
elektroforezy na zelach skrobiowych. Natomiast Kowalska et al (162:163)
przeprowadzili badanie czgstosci fenotypow AAT wsrdd niespokrewnionych
mieszkancoOw Poznania (n = 450) 1 zdrowych dawcéw krwi (n = 181) technika
ogniskowania izoelektrycznego biatka surowicy w zelach agarozowych. W 1995
roku zostala opublikowana kolejna praca Kowalskiej et al. (164) dotyczaca
okreslenia czgstosci wsréd 741 noworodkéw pochodzacych z Bydgoszczy,
Warszawy, Poznania, Pily i Ciechanowa. Material w tym przypadku stanowita
surowica otrzymana z krwi pgpowinowej. Walter et al. (165) z kolei przeprowadzili

badanie w$rod 195 mieszkancow Ostrowa Wielkopolskiego. Wyniki poszczegolnych

badan zebrano w tabeli ponize;.

Tabela 21.
Wyniki prac badawczych oceniajacych czesto$ci wariantéw niedoborowych AAT w polskiej
populacji.
o o,
. SLCH MS Sz SS 2z
Badanie Metoda [CI [cl (n) (n) (n) (n)
95%] 95%]
Praca . 1,75 1,05
wlasna 859 | Genotypowanie [1,11-2,441|[0,58-1,57] 28 18 0 1 0
Opolska Elektroforeza
P 3560 na zelach 1,56 0,14 107 10 0 2 0
(161) :
skrobiowych
Ogniskowanie
Kowalska izoelektryczne
(162) 631 na selach 1,42 1,50 18 18 0 0 0
agarozowych
Ogniskowanie
Walter izoelektryczne
(165) 195 na zelach 142 159 ) ) ) ) )
agarozowych
Ogniskowanie
Kowalska izoelektryczne
(164) 741 na selach 0,94 0,67 12 10 0 1 0
agarozowych

Otrzymane w niniejszej pracy czgstosci alleliczne nie réznia si¢ znaczaco w
porownaniu do wynikéw wczesniejszych prac badawczych. Jedynie w pracy
Opolskiej stwierdzono 7-krotnie nizsza cz¢sto$¢ wariantu Pi*Z, co mozna ttumaczy¢

wspomniang, niedostateczna czuto$cia oceny fenotypdéw podczas elektroforezy w
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zelach skrobiowych. W przypadku czgstosci allela PI*S wiasne wyniki naleza do
najwyzszych z dotychczas publikowanych, natomiast w odniesieniu do allela PI*Z

stwierdzone przez nas czg¢stosci sa zblizone do $redniej z wezesniejszych opracowan.

Obserwowane  rdéznice pomigdzy  poszczegdlnymi  obszarami  kraju,
wyszczegolnione na rycinie ponizej, najprawdopodobniej nie wynikaja z rdznic
populacyjnych, a raczej sa spowodowane nielosowym doborem proby do badan oraz

w czgsci, zbyt niskimi liczebno$ciami.

Rycina 33.
Czestosci alleli niedoborowych w poszczegélnych obszarach Polski.

=" Bydgoszcz
Pita (164)
(164) N=342 : -
N=87 S -0,46% Ciechanow
S-1,15% Z-1,08% (164)
Z-0,57% 0N N=110
g -~ S-0,91%
Z-0,45%
Poznan
(164) o]
N=80
S -2,50%
Z-bd o Warszawa
(162) (164)
N=631 N=140
{ s-1,42% . $-1,07%
Z-150% (C?gft);ow Wkp. Z-0,36%
N=195
S -1,00%
Z-1,30%
Krakow.

(161)
N=3560
S -1,50%

Q) z-014%

N=859 (praca wtasna)
S -1,75%

Z-1,05%

Blanko et al. (44) w opublikowanej w biezacym roku metaanalizie czgstosci
alleli niedoborowych w Europie, podali nastgpujace wartosci dla Polski: Z — 0,4%
(95% CI: 0,3 — 0,5) oraz S — 1,5% (95% CI: 1,3 — 1,7). Wyniki te zostaly obliczone
na podstawie analizy lacznej kohorty 9 539 osob, odwotujacej si¢ do szesciu

nastepujacych publikacji: (14:162-166). Przedstawiony wynik jest obciazony btgdem

95



wynikajacym nie tylko z wlaczenia do analizy badan nie opierajacych si¢ na losowe;j,
reprezentatywnej, probie populacyjnej; ale takze, najprawdopodobniej brakiem

dostgpu do wszystkich tekstow w jezyku angielskim. Cztery z powyzszych prac

zostaly opisane powyzej (162-165), przy czym publikacje (162;163) dotycza tej
samej populacji. Z kolei prace (14:166) okreslaly fenotyp AAT wsrdd pacjentow z
astma lub ze schorzeniami watroby, natomiast znalazto si¢ w nich odniesienie do
pracy Opolskiej (161), jako grupy kontrolnej. Przypuszczalnie, autorzy metaanalizy,
nie majac dostepu do wszystkich tekstow w jezyku angielskim i opierajac si¢ jedynie
na analizie abstraktow lub danych liczbowych w tabelach, zdublowali czgs$¢
ocenianych populacji 1 pochodzacych z nich wynikéw, a takze nieswiadomie
wlaczyli dane nt. czgsto$ci allela PI*Z plynace z diagnostyki za pomoca
elektroforezy w zelach skrobiowych (ktora, zanizajac znacznie czgsto$¢ tego
wariantu znajdowata si¢ w kryteriach wykluczenia z prezentowanej metaanalizy).
Zaowocowalo to znacznie zawyzong liczebnos$cia analizowanej kohorty i wynikami

obciazanymi duzym btedem, zwlaszcza w przypadku allela Z.

Sposrdod innych wariantéw niedoborowych AAT w polskiej populacji technikami
fenotypowania Opolska (161) stwierdzita: Pi*F — o czgstosci 0,07%; Pi*V — 0,04%
oraz Pi*] — 0,01%. Natomiast Kowalska et al. (162) w populacji Poznania
zdiagnozowali: Pi*I — 0,08% 1 P1*R — 0,08%, a w grupie noworodkéw (164) podaja
tacznie czgsto§¢ wariantow Pi*F, I 1 L wynoszaca 0,6%. Ponadto Kowalska w swojej
pierwszej pracy ustalila czgsto$ci poszczegolnych podtypdéw wariantu prawidtowego
Pi*M: M1 — 74,64%; M2 — 16,65% 1 M3 — 5,70%; co zostalo potwierdzone takze w
drugiej publikacji tej autorki: M1 — 71,99%; M2 —16,13% 1 M3 — 9,65%.

Na podstawie oszacowanych w niniejszej pracy czgstosci allelicznych, Polska z
PI*S - 1,75% 1 PI*Z - 1,05% nalezy do krajow Europy o umiarkowanych
czestosciach alleli deficytowych w Europie. Wpisuje si¢ takze w transeuropejskie
gradienty czestosci allela S 1 Z obserwowane na naszym kontynencie, ktore
oméwiono we wstgpie pracy. W poréwnaniu do naszych wschodnich i zachodnich
sasiadow stwierdzone wyniki nie réznia si¢ znaczaco. W Rosji czgstosci te
oszacowano na: PI*S — 1,0% (95% CI: 0,7 — 1,3); PI*Z — 0,3% (95% CI: 0,2- 0,5);
na Litwie: PI*S — 1,7% (95% CI: 1,3 — 2,1); PI*Z — 1,5% (95% CI: 1,2- 1,9)
natomiast w Niemczech: PI*S — 2,1% (95% CI: 1,8 — 2,3); PI*Z — 0,98% (95% CI.:
0,8- 1,18) (38:42:44:47.167).
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Rycina 34.
Czestosci alleliczne PI*S i PI*Z w Europie [Za: (167); zmieniono].

Allel S D <0.005
M| 0.005-0015

m>0015

O <002 Allel Z

@ 0.02 -0.04
W > 004

5.4. Stezenie AAT w surowicy
Stezenie AAT w surowicy jest znamiennie wyzsze u 0osob palacych tyton, oraz u
kobiet. Zalezy takze od ilo$ci wypalanych dziennie papierosow, indeksu masy ciata,
liczby leukocytow i ptytek krwi. Palenie tytoniu powoduje oksydacje metioniny 358,
krytycznej do dziatania tej serpiny, dodatni zwiazek palenia ze stgzeniem AAT
wykazano takze w innych pracach (122:168:169). Zaleznos$¢ od liczby leukocytéw 1

ptytek krwi mozna wytlumaczy¢ wzrostem tych parametrow w czasie stanow
zapalnych i urazéw. Odno$nie wplywu pici to wykazano, ze stgzenie AAT zwigksza

si¢ w czasie ciazy (170;171) oraz przy podawaniu estrogendw (172), niemniej inne

badania nie stwierdzity roznic pomig¢dzy kobietami a mgzczyznami analizujac ten

parametr (168;173). Natomiast ujemna zalezno$¢ od BMI najprawdopodobniej

mozna thumaczy¢ stwierdzonymi istotnymi réznicami pomigdzy ptciami odnosnie tej
cechy (p <0,0001). Wsér6d mezczyzn BMI wyniosto bowiem 26,4 (95% CI: 25,8 —
26,9) natomiast u kobiet 24,7 (95% CI: 24,2 — 25,2).

Stgzenie AAT roznito sig¢ istotnie pomigdzy poszczegdlnymi genotypami, w
przypadku heterozygot MZ i homozygot S byto obnizone w stosunku do genotypu
prawidlowego (nie-S, nie-Z) o 40%, u heterozygot MS o 14%. Podobna zaleznos¢ od

genotypu stwierdzono takze w poprzednich opracowaniach (71:174).

Pomiar stgzenia AAT w surowicy jest pierwszym etapem w diagnostyce
niedoboréw. Przy zakresie wartosci prawidlowych 0,9 — 2,0 g/l, ktore zostaly
ustalone dla wykrywania ci¢zkich deficytow, ma on jednak ograniczona skutecznosé¢
w rozpoznawaniu heterozygotycznosci. Czuto$¢ takiego pomiaru w wykrywaniu

niedoboréw czgsciowych wynosi 47%, natomiast swoisto§¢ 99%. Celem poprawy
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tych parametrow nalezatoby podnie$¢ dolna warto$¢ zakresu do 1,02 g/l, wtedy
czulo$¢ wyniostaby 94%, a swoistos¢ 67% (pole pod krzywa ROC = 0,86).
Stuszniejsze wydaje si¢ jednak wdrozenie diagnostyki molekularnej do powszechne;j

praktyki klinicznej, skuteczniej wykrywajacej niedobory czg$ciowe.

5.5. Wytyczne diagnostyki genetycznej niedoborow AAT

Opublikowane niedawno wspolne wytyczne American Thoracic Society i
European Respiratory Society (71) zwracaja uwage na fakt, ze niedobory AAT
czgsto pozostaja nie zdiagnozowane lub nieprawidtowo rozpoznane. Do stanow

klinicznych mogacych budzi¢ podejrzenie wystgpowania deficytu naleza:
e Rozedma o weczesnym poczatku (w wieku 45 lat lub ponizej);

e Rozedma przy nieobecnosci zidentyfikowanych czynnikéw ryzyka

(palenie papierosow, zawodowe narazenie na pyly, itd.);
e Rozedma z dotyczaca podstawy ptuc;
e Niewyjasniona choroba watroby;
e Martwicze zapalenie tkanki podskornej (panniculitis);

e Zapalenie naczyn z przeciwciatami przeciwko proteinazie-3 (zapalenie
naczyn c-ANCA dodatnie [przeciwciata przeciwko cytoplazmie

granulocytow oboj¢tnochtonnych]);

e Wywiad rodzinny obejmujacy: rozedmeg, rozstrzenia oskrzeli, choroby

watroby, lub zapalenie tkanki podskorne;;
e Rozstrzenia oskrzeli bez wyraznej etiologii.

Po rozwazeniu aspektow klinicznych, ekonomicznych, epidemiologicznych i
etycznych, migdzynarodowe towarzystwa zalecajq stosowanie testow genetycznych

w diagnostyce niedoborow AAT w nastgpujacych sytuacjach:

e Dorosli objawowi z rozedma, przewlekla obturacyjna choroba pluc
(POChP) lub astma oskrzelowa z ograniczeniem przeptywu powietrza
niecatkowicie  odwracalnym po agresywnym leczeniu lekami

rozszerzajacymi oskrzela;
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Osoby z niewyjasniona choroba watroby, obejmujac noworodki, dzieci i

dorostych, zwtaszcza starszych;

Bezobjawowe osoby z utrwalona obstrukcja w badaniach ptuc, bez
mozliwych do stwierdzenia czynnikow ryzyka (np. palenie papierosow,

narazenie zawodowe);
Dorosli z martwiczym zapaleniem tkanki podskoérnej (panniculitis);

Rodzenstwo 0s6b z niedoborem AAT.

Na podstawie tych samych wytycznych testy genetyczne nalezy rozwazy¢ (tzn.

badanie genetyczne powinno by¢ przedyskutowane i moze by¢ racjonalnie przyjete

lub zaniechane) w przypadkach:

Dorosli z rozstrzeniami oskrzeli bez widocznej etiologii;

Mtodzi dorosli z utrwalonym ograniczeniem przeplywu powietrza w

drogach oddechowych;

Bezobjawowe osoby z utrwalonym ograniczeniem przeptywu powietrza i

bez czynnikow ryzyka;

Dorosli z zapaleniem naczyn c-ANCA dodatnim (z przeciwcialami

przeciwko proteinazie-3);

Osoby z POChP Iub choroba watroby w wywiadzie rodzinnym nie
przypisywana do niedoboru AAT;

Dalecy krewni 0s6b z homozygotycznym niedoborem AAT;
Potomstwo i rodzice 0s6b z homozygotycznym niedoborem AAT;

Rodzenstwo, potomstwo 1 rodzice lub odlegli krewni oso6b z

heterozygotycznym niedoborem AAT;

Osoby z wysokim ryzykiem obecnosci schorzen zwiazanych z
niedoborem AAT (w przypadku oceny stanu nosicielstwa w odniesieniu

do planowania potomstwa);

Osoby, ktore same nie wykazuja ryzyka niedoboru AAT, ale bgdace

rodzicami os6b z homo- lub heterozygotycznym niedoborem AAT (w
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przypadku oceny stanu nosicielstwa w odniesieniu do planowania

potomstwa).

Nie zaleca natomiast si¢ genetycznych badan przesiewowych u noworodkow,
mlodziezy, jak i dorostych. Wyjatki moga mie¢ miejsce w krajach spetiajacych trzy
warunki: (i) rozpowszechnienie niedoborow AAT jest wysokie (okoto 1/1 500 lub
wigcej); (i1) palenie jest rozpowszechnione; 1 (iii) dostepne jest odpowiednie
poradnictwo. Biorac pod uwage oszacowane w niniejszej, jak 1 poprzednich pracach,
umiarkowane czgstosci alleli niedoborowych, Polska nie znajduje si¢ w grupie

krajow, gdzie wymagane bylyby badania przesiewowe populacji ogdlne;.

Niemniej, powszechnie niedobory AAT sa rzadko prawidlowo diagnozowane
(175). Co wigcej sredni wiek rozpoznania wynosi 45,5 lat (SD 9,5), a od pierwszych
objawow do diagnozy uptywa okoto 8,3 roku (SD 6,9). Najbardziej niepokojace jest
jednak, ze nie stwierdzono znaczacego postgpu we wczesniejszej diagnostyce
pomigdzy latami 1968 a 2003 (176). Ze wzgledu na ograniczona warto$§¢ pomiaru
stgzenia AAT w surowicy oraz mata dostgpnos¢ technik fenotypowania, w
kontek$cie przedstawionych zalecen nalezy rozwazy¢ w naszym kraju wprowadzenie
metod genotypowania niedoborow do powszechnej, ogolnodostgpnej praktyki
klinicznej. Koniecznos$¢ ta poparta jest faktem, ze wczesne wykrycie predyspozycji
genetycznej, w polaczeniu z prawidtowa opieka lekarska i1 zmiang trybu zycia,
prowadzi¢ moze do uniknigcia lub opdznienia rozwoju choroby, co jest szczeg6lnie
wazne przy braku skutecznego i powszechnie dostgpnego leczenia przyczynowego.
Diagnostyka taka mogtaby odbywac si¢ w naszym kraju nawet w oparciu o jedno,
centralne laboratorium. Polska nalezy co prawda do grupy krajow o umiarkowane;j
czgstosei alleli niedoborowych, ale 1 tak nalezy oczekiwaé okoto 4 189 (95% CI:
1 284 — 9 406) pacjentow z cigzkim wrodzonym niedoborem AAT i 25 600 (95% CI:
12616 — 51958) nosicieli, z ryzykiem rozwoju powiklan w przypadku np.
natogowego palenia papierosoOw lub narazenia zawodowego. Bez opracowania i
wdrozenia narodowego programu wykrywania AAT osoby te maja obecnie mata

szans¢ na prawidlowa diagnostyke i leczenie.

Rozwdj diagnostyki molekularnej niedoboréw AAT w Polsce powinien wigzad
si¢ z utworzeniem odpowiedniej sieci osrodkéw zajmujacych si¢ rozpoznawaniem
klinicznym 1 leczeniem tych pacjentow, oraz Narodowego Rejestru Chorych, na

wzor istniejacych w innych krajach europejskich i Ameryki Potnocnej. Najstarszym
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jest narodowy rejestr w Szwecji obejmujacy ponad 900 przypadkow, do
najwigkszych nalezy natomiast National Registry of Patients with Severe Deficiency
of Alpha;-Antitrypsin (177), utworzony w 1988 przez National Heart, Lung and
Blood Institute i obejmujacy 37 osrodkow w USA i1 Kanadzie (w rejestrze tacznie
ponad 1300 pacjentow z cigzkim niedoborem). Rejestry takie i narodowe programy
diagnostyki nastgpnie powstaty takze w Danii, Niemczech, Belgii, Hiszpanii,
Wiloszech 1 Wielkiej Brytanii (178). Ponad 8 lat temu o$rodki te potaczyly si¢ w
jedna sie¢ 1 migdzynarodowy rejestr Alpha One International Registry, obejmujacy
obecnie 20 krajow’. Wazna role odgrywaja takze stowarzyszenia i fundacje, np.:
AlphaNet, Alpha One Foundation (179). Odnosnie narodowych programéw
diagnostyki, wdrozenie takiego systemu oraz utworzenie rejestru chorych we
Wiloszech, kraju o nieznacznie wyzszych czgstoSciach wystgpowania alleli
niedoborowych w poroéwnaniu do Polski, zaowocowalo wykryciem w ciagu 5 lat,
przy celowanym skriningu, ktéry objat 1841 osob podejrzanych o niedobor, 151
nowych przypadkow cigzkiego niedoboru (180).

Opracowana w ramach niniejszej] pracy metoda genotypowania dwodch
najczestszych alleli niedoborowych PI*S 1 PI*Z poddana zostata walidacji
wewngetrznej 1 zewngtrznej, a takze przetestowana zostala na duzej grupie
populacyjnej. Charakteryzuje si¢ takze stosunkowo niskimi kosztami jednostkowymi
oraz szybkoscia otrzymywania wynikoéw i niska pracochlonnoscia, przez co nadaje
si¢ do diagnostyki nawet duzych grup populacyjnych. Moglaby zatem zostac
wykorzystana w ogolnopolskiej diagnostyce molekularnej niedoborow AAT,
zgodnie z przedstawionymi zaleceniami ATS/ERS. Pelne dopracowanie
prezentowanej metody wymagatoby w takiej sytuacji dodatkowej walidacji takze na
analiz¢ DNA izolowanego nie tylko z pelnej krwi, ale takze np. z paskéw bibuty

(181), co znacznie utatwiatoby przesytanie materialu do badania.

? http://www.aatregistry.org/
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6. WNIOSKI

1. Sposrod 1500 losowo wybranych mieszkancow miasta Krakowa, do
uczestnictwa w badaniu zglosito si¢ 550 oséb, zatem wspotczynnik
odpowiedzi wyniost 36,7%. Pomimo ograniczen zwiazanych ze stosunkowo
niskim odsetkiem odpowiedzi, analizowana probe populacyjnag mozna uznac

za reprezentatywna.

2. Opracowana szybka metoda genotypowania dwodch alleli niedoborowych
PI*S i PI*Z AAT za pomoca amplifikacji DNA z uzyciem pary podwojnie
znakowanych sond oligonukleotydowych i detekcja produktu w czasie reakcji
(real-time PCR) okazala si¢ wydajna i atrakcyjna ekonomicznie. Ponadto
pomyslnie przeszta proces walidacji za pomoca genotypowania analiza
miejsc restrykcyjnych (RFLP) oraz zewngtrznej kontroli
migdzylaboratoryjnej. Zgodno$¢ genotypow wystapita niezaleznie od

stosowanej metody.

3. Obliczona w tacznej kohorcie mieszkancow Krakowa (n = 859) czestosé
allela S wynosi 1,75% (95% CI: 1,18 — 2,48) natomiast Z — 1,05% (95% CI:
0,62 — 1,65). Analizowana populacja pozostaje w rownowadze Hardy’ego-

Weinberga.

4. W grupie oséb z prawidlowym genotypem (nie-S, nie-Z) wartos¢ $redniego
stezenia AAT w surowicy oznaczana metoda nefelometryczng jest istotnie
wyzsza od heterozygot MS (o 14%) oraz MZ (o 40%); r6znice pomigdzy MS
a MZ takze sa znamienne statystycznie. Czuto§¢ pomiaru stgzenia AAT w
diagnostyce niedoboréw czesciowych wynosi 46,7% (95% CI: 28,3 — 65,7),
natomiast swoistos¢ 99,0% (97,8 — 99,7).

5. Na podstawie przeprowadzonej analizy w skali catego kraju mozna
oczekiwac 4 189 (95% CI: 1284 — 9 406) pacjentdw z cigzkim wrodzonym
niedoborem AAT (homozygoty Z) oraz 2 098 435 (95% CI: 1255905 —
3 050 061) os6b z deficytami czgsciowymi (MS, MZ, SS, SZ).
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7.

STRESZCZENIE

Wstep. Cigzki niedobdr alfaj-antytrypsyny (AAT) jest jedna z najczgstszych
chorob genetycznych ws$rod rasy biatej. Zachwianie rownowagi proteazy-
antyproteazy w tkance plucnej prowadzi do rozwoju rozedmy i przewleklej
obturacyjnej choroby ptuc (POChP) o wczesnym poczatku (ponizej 45 roku zycia), a
polimeryzujace w hepatocytach nieprawidtowe biatko powoduje schorzenia watroby
(przedluzona zoéttaczka noworodkow, marskosé, rak). Brak jest wiarygodnych
oszacowan czgstosci najpowszechniejszych alleli niedoborowych PI*Z i PI*S w
polskiej populacji. Celem niniejszej pracy byta ocena ich rzeczywistej czgstosci na
podstawie analizy reprezentatywnej proby populacyjnej metodami genetycznymi
wraz z opracowaniem metodyki nadajacej si¢ do badan przesiewowych i jej
odniesienie do wartosci diagnostycznej powszechnie stosowanego pomiaru stgzenia

AAT.

Material i metody. Do 1500 losowo wybranych mieszkancoéw Krakowa wystano
zaproszenie do uczestnictwa w badaniu, po uzyskaniu zgody Komisji Bioetyczne;j.
Od ochotnikéw pobierano probki krwi, z ktérej izolowano DNA, natomiast w
surowicy wykonano pomiar st¢zenia AAT metoda nefelometryczna. By zwigkszy¢
doktadno$¢ oszacowania, dodatkowo wykonano badanie 309 prébek DNA zebranych
wczesniej od losowo dobranych mieszkancow Kazimierza, jednej z dzielnic
Krakowa. Celem genotypowania dwoch alleli niedoborowych PI*S i PI*Z,
wykorzystano szybka 1 stosunkowo tania technik¢ jakosciowego real-time PCR,
czyli amplifikacji DNA 2z uzyciem pary podwdjnie znakowanych sond
oligonukleotydowych i detekcja produktu w czasie reakcji. Referencyjnym testem
genotypowania byla metoda polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych
(RFLP). W przypadku osob u ktéorych nie stwierdzono obecnosci allela
niedoborowego PI*S lub PI*Z, natomiast st¢zenie AAT bylo ponize; wartosci
prawidlowych, potwierdzono otrzymane wyniki fenotypowaniem metoda
ogniskowania izoelektrycznego na zelach poliakrylamidowym w waskim gradiencie

pH.

Wyniki. Do uczestnictwa w badaniu zglosito si¢ 550 oséb (248 mgzczyzn 1 302
kobiet). Wspotczynnik odpowiedzi wynidst zatem 36,7%. Wyzsza odpowiedz

zanotowano w starszych grupach wiekowych.
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Walidacji metody dokonano potwierdzajac wyniki za pomoca genotypowania
analiza  miejsc  restrykcyjnych ~ (RFLP) oraz  zewngtrzna  kontrola
migdzylaboratoryjna. W kazdym przypadku wystapita zgodno$¢ otrzymanych

rezultatéw pomigdzy stosowanymi metodami.

W  losowej, reprezentatywnej probie populacji Krakowa (n = 550)
zdiagnozowano 17 heterozygot MS, 12 — MZ i jedna homozygote S. Czgstosci alleli
niedoborowych wynosity zatem: S — 1,73% (95% CI: 1,09 — 2,55); Z — 1,09% (95%
CI: 0,45 — 1,82). Nie stwierdzono znamiennych roéznic w czg¢stosciach genotypow z
zebrana wczesniej proba populacyjna, zatem polaczono obie populacje ponownie
dokonujac oszacowania czesto$ci alleli niedoborowych. Obliczona w tacznej
kohorcie (n = 859) czgstos¢ allela S wynosi 1,75% (95% CI: 1,18 — 2,48) natomiast
Z —1,05% (95% CI: 0,62 — 1,65). Analizowana populacja pozostaje w réwnowadze
Hardy’ego-Weinberga.

Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna stwierdzi¢, ze cigzkie niedobory
AAT w populacji Krakowa wystepuja z czgstoscia 1/9 110 oséb (95% CI: 1/4 057 —
1/29 727), natomiast czgSciowe: 1/3 279 (95% CI: 1/1 680 — 1/ 8 116).

W grupie oséb z prawidlowym genotypem (nie-S, nie-Z) warto$¢ Sredniego
stezenia AAT w surowicy (zakres prawidtowy: 0,9 — 2,0 g/I) wynosi 1,26 g/l (SD
0,21) 1 jest istotnie wyzsza od stezenia w przypadku heterozygot MS — 1,09 g/l (SD
0,14) oraz MZ — 0,76 g/l (SD 0,06); réznice pomigdzy MS a MZ takze znamienne
statystycznie. Czulo§¢ pomiaru stgzenia AAT w diagnostyce niedoborow
czesciowych wynosi 46,7% (95% CI: 28,3 — 65,7), natomiast swoisto$¢ 99,0% (95%
CI: 97,8 —=99,7).

Whioski. Pomiar stgzenia bialka w surowicy ma ograniczong wartosc,
szczegdlnie w diagnostyce niedoborow czegsciowych. Wcezesne wykrycie
predyspozycji genetycznej, w polaczeniu z prawidlowa opicka lekarska i zmiang
trybu zycia, prowadzi¢ moze do uniknigcia lub opdznienia rozwoju choroby, co jest
szczegolnie wazne przy braku skutecznego i powszechnie dostgpnego leczenia
przyczynowego. W polskiej populacji nalezy oczekiwaé 4 189 (95% CI: 1284 —
9 406) pacjentow z cigzkimi niedoborami (homozygoty Z) oraz 2 098 435 (95% CI:
1255905 — 3 050 061) 0s6b z deficytami czgsciowymi (MS, MZ, SS, SZ). Nalezy

rozwazy¢ wprowadzenie w Polsce diagnostyki genetycznej niedoboréw do
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powszechnej praktyki klinicznej, zgodnie ze wspdlnymi wytycznymi American

Thoracic Society i European Respiratory Society.
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8.

SUMMARY

Background. Severe alpha;-antitrypsin (AAT) deficiency is one of the most
common generic disorders in Caucasians. The imbalance of protease-antiprotease
ratio in the lung tissue leads to the early-onset (below 45 years of age) emphysema
and chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Abnormal protein can
polymerize in hepatocytes causing liver disorders such as prolonged neonatal
jaundice, cirrhosis and cancer. Presently, there are not reliable estimates of
frequencies for the most common deficiency alleles’ in Polish population. The aim of
this study was to assess the unbiased frequencies using genetic tests and the
representative sample of Polish population. Therefore, we developed methods of
genotyping useful for a cross-sectional studies and referenced these methods to
commonly applied measurement of AAT level in serum, checking its diagnostic

value.

Materials and methods. An invitation letter was send to 1,500 randomly
selected residents of Krakow, after approval from the Ethics Committee. From
participants blood samples were taken, and DNA isolated. The serum level of AAT
was measured using nephelometry. Additionally, to increase the precision of allelic
frequency estimation, genotyping of 309 samples of DNA was completed from a
randomly selected residents of Kazimierz, one of Krakéw’s districts, collected in a
previous study. The rapid method of genotyping was developed for two AAT
deficiency alleles; PI*S and PI*Z, using qualitative real-time PCR and dual-labeled
fluorescent oligoprobes. The restriction fragments length polymorphism was a
reference method. For genotypes not containing deficiency alleles, if the level of
AAT was below the reference limit, the results were confirmed by phenotyping of
AAT using isoelectric focusing electrophoresis on poliacrylamide gels in narrow pH

gradient.

Results. 550 inhabitants (248 men and 302 women) participated in our study.
The response rate was 36,7%. Significantly higher response was noted in the older

age groups.

A validation was accomplished by confirmation of genotyping results using

reference assay (restriction fragments length polymorphism) and by external
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interlaboratory control. In each case there was a perfect match of results between all

methods used.

In the random, representative sample of Krakow population (n = 550), 17
heterozygotes MS, 12 hetrozygotes MZ and 1 homozygote S were diagnosed.
Therefore, the frequency of allele PI*S was 1.73% (95% CI: 1.09 — 2.55); and PI*Z —
1.09% (95% CI: 0.45 — 1.82). In the total group of 859 subjects, the frequency of
PI*S allele was 1.75% (95% CI: 1.18 — 2.48) and PI*Z — 1.05% (95% CI: 0.62 —
1.65). The populations were in the Hardy-Weinberg equilibrium.

Therefore, the prevalence of severe deficiency is 1/9 110 (95% CI: 1/4 057 —
1/29 727) and of the partial one — 1/3 279 (95% CI: 1/1 680 — 1/ 8 116).

In the group of subjects with wild genotype ( non-S and non-Z) the mean level of
AAT in serum (normal range: 0.9 — 2.0 g/L) was 1.26 g/L (range: 0.85 — 2.51); in
heterozygotes MS — 1.09 g/L (range: 0,84 — 1,33) and in heterozygotes MZ — 0.76
(range: 0.66 — 0.85). The differences of these levels between genotypes were
statistically significant. The sensitivity of AAT measurement in partial deficiency
detection was 46.7% (95% CI: 28.3 — 65.7) and specificity — 99.0% (95% CI: 97.8 —
99.7).

Conclusions. The measurement of AAT level in serum has a limited value,
especially in diagnosis of partial deficiency. Early diagnosis of genetic
predisposition, with the appropriate medical care and changing in life style can lead
to prevention or delaying of AAT deficiency complications. It is especially important
in the case of lack of effective and accessible treatment. In Polish population is
expected of about 4 189 (95% CI: 1284 — 9406) subjects with severe AAT
deficiency (homozygotes Z) and of 2 098 435 (95% CI: 1 255 905 — 3 050 061) with
partial deficiencies (MS, MZ, SS, SZ). Introduction of genetic testing of AAT
deficiency to common clinical practice, according to guidelines of American

Thoracic Society and European Respiratory Society should be considered in Poland.
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pocztowych celem wystania zaproszen do udziatu w badaniu,
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ZALACZNIKI

10.1. Wzér imiennego listu z zaproszeniem

—— II KATEDRA CHOROB WEWNE TRZNYCH
H—H COLLEGIUM MEDICUM
I I UNIWERSYTETU ]AGIELLONSKIEGO
M ' i Pracownia Biologii IMolekularne;
Kierownik Katedry: Profl dr hab. med. Andrgef Sgegekitk

Kierownik Pracowni: Dr bab. med. Marek Sanak

LAB/BMS «Nr scalanego rekordun [14/06/06 Krakdw, dnia oeoeeennscceceenens L

Pani «IMIE1» «IMIE2» «NZW1» - «NZW2»

ul. «ULICA» «BUD» / «<LOK»

«KOD» «MSC»

Szanowny Paniel

IT Katedry Chordb Wewnetrznych rozpoceyna badanie w celu okredlenia ryzyka
wystgpienia czestych chordb wieku dorostego. W szczegdlnodei pragniemy okredlié
cgestodé  wystepowania niedobordw  affa-7  aniyirypsyny. Zaburzenie to moze
powodowaé choraby watroby i ptuc.

Do udziaty w badaniu zostat Pan wybrany losowo spodrdd miesgkadcdw miasta
Krakowa. Bedzie ono polegalo na rozmowie z lekarzem, pomiarze cignienia tetniczego

i pobraniu niewielkiej ilosci krwi. W podsziekowaniu begptatnie oznaczymy u Pana

morfologie krwi i poziomy cholesterolu. Podwyiszony cholesterol, ktdremu mozna

obecnie zapobiegad, jest czynnikiem ryzvka rozwoju miagdiycy i wystapienia zawatu
Serca.

Warunkiem powodzenia naszego badania jest zgloszenie si¢ wszystkich
wylosowanych oséb do naszej Kliniki. Tylko dzieki Panstwa udziatowi bedziemy
mogli uzyskaé waine informacje stuigce poprawie wykrywalnosci 1 leczenia
choréb.

W przypadku stwierdzenia nieprawidiowego poziomu affz-7 anfyirypsyny mozemy

zaolerowad Panu bezplatng konsultacie lekarska w Klinice Uniwersyteckie;.

W razie watpliwodcl prosimy o kontakt z Dioktorem Marcinem Kaczorem, dostepnym

pod numerem telefonu 430 52 66 wew, 321,

Bardze liczymy na Panskq pezytywng odpowiedz i udziat w badaniulll

Y aczac wyrazy szacunkn,

Prof. dr bab. Andreef Sqegekiik.

31-060 Krakéw, ul. Skawidska 8 tel (+ 48 127 430 52 606 wew. 303, 321
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2

Ponizej przedstawiamy szczegolowe informacje zwiazane z Panskim
udzialem w badaniu:

Prosimy o zgloszenie si¢ w dniu , 0 godzinie

do II Katedry Chor6éb Wewnetrznych ul. Skawinska 8 (mapka ponizej).

Niniejszy list prosimy pokaza¢ Portierowi, ktory wskaze Panu droge do
pokoju nr 14 1 zawiadomi Doktora Marcina Kaczora o Panskim przybyciu
(wew. 321, lub 303).

Jezeli powyzszy termin Panu nie odpowiada prosimy o zgloszenie w ktoryms
z podanych terminéw, najlepiej po wezesniejszym uzgodnieniu telefonicznym:

Poniedzialek w godzinach -
Wtorek w godzinach B
Sroda w godzinach B
Czwartek w godzinach -
Piatek w godzinach B

Wszelkie szczegdlowe informacje zostana Panu udzielone po zgloszeniu si¢
do Kliniki. Udzial w badaniu jest dobrowolny 1 wymaga pisemnej zgody.

Ze wzgledu na oznaczanie poziomu cholesterolu prosimy
pozostac na czczo przed badaniem.

31-066 Krakéw, ul. Skawinska 8 tel. (+ 48 12) 430 52 66 wew. 303
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10.2. Informacja dla uczestnika badania

I1 KATEDRA CHOROB WEWNETRZNYCH
H—T COLLEGIUM MEDICUM

IB. |I UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIE GO
| L]

Pracownia Biclogii Molekularne]
Kierownik Katedry: Profl dr hab.med Andryef Sgpegekiil
Kierownik Pracownis Dr hab wed Marek Sanak

~Diagnostyka molekularna zmiennodei genetyeznej alfa-1 artytrypsyry
i jej warto$é kliniczna™

INFORMACJA DLA UCZESTNIKA BADANTA

Proponujemy Pani / Panu uczestnictwo w badaniu naukowym majacym na celu
ckredlenie czestosci wystgpowania nieprawidiowodci genetycznych mogacych prowadzic
do zaburzen czynnoéci ptuc i watroby

Po uwrainym przeczytaniu ponigszych informacii prosze wystuchad dodatkowych
objadnien lekarza, a takZe wyjagnic z nim wezelkie nasuwajace si¢ pytania i watpliwosci.

Opis badania

Niedobér alfa-1 antytrypsyny, |biatka produkowanege przez  watrobe,
a odpowiedzialnego za ochrong pluc przed szkodliwymi czynnikami, jest warunkowany
genetycznie i prowadzi do zaburzen czynnosci watroby i phuc. Szczegdlnie jest to nasilone
w przypadku osdb palacych papierosy. Stan ten moZe pogarszac przebieg przewlektlej
obturacyjnej choroby ptuc i astmy.

Celem naszego badania jest opracowanie skuteczne) metody przesiewowe)
wykrywajace ten niedobdr oraz ckredlenie jak czesto wystgpuje on wpclskiej populacji.
Dane epidemiologiczne na temat sa skape, albo brak ich wwcale, opieramy si¢ na
informacjach dotyczacych spoteczenstw Europy Zachedniej i Ameryki Pétnocnej.

Pragniemy réwniez okre$lic¢ w jakim stopniu niedobdr tego bialka pogarsza przebieg
przewlektej obturacyjnej choroby puc i astmy.

Fo uzyskaniu zgody na udzial w badaniu lekarz przeprowadzi z Panig / Panem
doktadny wywiad i badanie fizykalne oraz pobranz zostanie krew Zylna do badad
genetycznych (6 probdwek po 4 ml, jedna 9 ml).

Badanie to nie wigze si¢ 2 Zadnym zagrozeniem dla Pani / Pana zdrowria.

Wosytuacji gdy Zyczy sobie Pani / Pan byé poinformowana(y) w przypadku
stwierdzenia nieprawidtowych Wynikéw badan genetycznych prosimy o wypetnienie
stosownego formularza.

Jednoczesnie informujemy, Ze moze Pani / Pan zrezygnowad z udziatu w badaniu
bez podania preyczyny.

Lekarz Telefon 43052 66 wew. 321, 303

31-066 Krakow, ul Skawifiska 8 tel (+ 48 12) 430 52 66 wew 303, 321
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10.3. Pisemna zgoda na udziat w badaniu

—_— 11 KATEDRA CHOROB WEWNETRZNYCH :
H—<11 COLLEGIUM MEDICUM Nr badania ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
I I UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIEGO
by i .
H ] Pracownia Biologii Molekulamej
31-066 Krakdw, ul. Skawinska 8

tel. (+ 48 12) 430 52 66 wew. 303, 321

-Diagnostyka molekularna zmiennosci genetycznej alfa-1 antytrypsyny
1jej wartosé kliniczna”

FORMULARZ ZGODY NA UDZIAL. W BADANIU

Ja nizej podpisany(a)

(Nazwisko | imi¢ badanego drukowanymi literami)

przeczytalem{am) zataczona informacje i omowitem(am) badanie

zDr

(Nazwisko [ imie lekarza drukowanymi literami)

i jestem $wiadomy(a) czego badanic dotyczy oraz na czym ono polega.

PACJENT

Wyrazam che¢ uczestnictwa w badaniu.

Podpis Krakéw, dnia

LEKARZ

Wyjasnitem/am cel i charakter badania wyzej podpisanemu/ej pacjentowi/pacjentce.

Podpis Krakéw, dnia
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10.4. Pisemna zgoda na badania genetyczne

— II KATEDRA CHOROB WEWNETRZNYCH :
H—<11 COLLEGIUM MEDICUM Nr badania ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
I I UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIEGO
by A .
H ] Pracownia Biologii Molekularnej
31-066 Krakdw, ul. Skawinska 8

tel, (+ 48 12) 430 52 66 wew. 303, 321

-Diagnostyka molekularna zmiennosci genetycznej alfa-1 antytrypsyny
1jej wartosé kliniczna”

FORMULARZ ZGODY NA POBRANIE MATERIALU DO BADAN
GENETYCZNYCH

(Nazwiska i imig)

(Data urodzenia)

Lekarz prowadzacy badanie:

Wyrazam 2zgode na pobranie krwi i przechowywanie DNA, kiéry bedzie
wykorzystany do badan genetycznych. Jednoczesnie oswiadczam, ze zostalem(am)
poinformowany(a), 2ze badania te beda dotyczyé oznaczania mutacji genéw
zwigzanych z prawidtowym funkcjonowaniem uktadu oddechowego. Dane medyczne
uzyskane z tych badan wykorzystane zostang jedynie do celéw naukowych, a dostep
do nich bedg miaty tylko osoby prowadzgce badanie.

Podpis badanego Krakow, dnia
Podpis lekarza
prowadzacego badanie Krakow, dnia
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osobowych

a

10.5. Pisemne wyrazenie zgody na informowanie o

wynikach badan genetycznych i przetwarzanie danych

IT KATEDRA CHOROB WEWNETRZNYCH
COLLEGIUM MEDICUM
UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIEGO

Pracownia Biologii Molekularnej
31-066 Krakdw, ul. Skawinska 8

tel. (+ 48 12) 430 52 66 wew. 303, 321

Nr badania ‘

»Diagnostyka molekularna zmiennosci genetyczne) alfa-1 antytrypsyny
1jej wartodé kliniczna”

GENETYCZNYCH

FORMULARYZ Z.GODY NA PRZETWARZANIE DANYCH OSOBOWY CH
(Nazwisko | imig)

I OSWIADCZENIE DOTY CZACE INFORMOWANIA O WYNIKACH BADAN

(Data wurodzenia)
Wyrazam zgode

{Adres)

1997 r. z pézniejszymi zmianami).
Podpis

na przetwarzanie moich danych osobowych
TAK

zwigzanych z udziatem w badaniu naukowym dla potrzeb niezbednych
do realizacji celéw tego eksperymentu badawczego (zgodnie z Ustawg z
dnia 29 sierpnia 1997 r. ,O ochronie danych osobowych”, Dz.U. nr 133, poz.883 z

Krakéw, dnia

NIE

nieprawidtowych wynikéw badan genetycznych.

Prosze o poinformowanie mnie w przypadku stwierdzenia
Podpis

wyhikéw badan genetycznych.

Prosze mnie nie informowaé pomimo stwierdzenia nieprawidtowych

Krakow, dnia
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10.6. Ankieta

—_— 11 KATEDRA CHOROB WEWNETRZNYCH H
H—<11 COLLEGIUM MEDICUM Nr badania ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
I I UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIEGO
by Ly .
H ] Pracownia Biologii Molekulamej
31-066 Krakdw, ul. Skawinska 8

tel, (+ 48 12) 430 52 66 wew. 303, 321

~Diagnostyka molekularna zmiennosci genetyczne) alfa-1 antytrypsyny
1je) wartos¢ kliniczna”

ANKIETA UCZESTNIKA BADANIA

Data badania NN NN.

dzien me
Ankieter ‘ ‘
Nazwisko L ] |
Imig Pl |
Data urodzenia L]

dziet me
Wzrost l:l:lj cm Waga I:I:Ij kg
Plec D meZezyzna D kobieta
Ciénienie t¢inicze krwi T 1/ T ] |mmHg HRrR m i
Palenie tytoniu D nigdy D w przeszlosei D obecnie

obecnie pali I:I:l paczki / dzien od I:I:l miesigey / lat

ni¢ pali od ED miesigey / lat, zaczal(ela) pali¢c w l:|:| Iz
w przeszlodci I:I:| paczki/dzien  przez I:I:| miesi¢cy / lat
palit(ta)
|:|:| paczki / dzien  przez |:|:| miesigey / lat

Z przerwa EI:[ lat

POChP |:| choruje l:l nie choruje

Czy wystgpuje u Pani/Pana przewlekly kaszel, okresowy lub staly, szczegdlnie w czasie dnia?

Tlwazi

Nt [ ]TAK od [ [ J1at |
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Czy wystepuje u Pani/Pana przewlekle odksztuszanie plwociny?

Uvag

[ INiE [ |TAK.od | [ Jlat | \

Czy wystgpuje u Pana/Pani dusznos¢ (oddychanie z wysitkiem, cigzki oddech, gtod powietrza,
tapanie powietrza) postepujaca, codzienna, nasilajaca si¢ w czasie wysitku lub infekcji uktadu
oddechowego? g

| INIE | |TAaK,od [ | [lat | \

Czy jest / byl(a) Pan/Pani narazona na przemystowe pyly i substancje chemiczne lub dym
z piecow kuchennych i grzewczych?

Tak Mie

DNIE DTAK, przez I:I:\Iat obecnie D D

Astma Ij choruje \j nie choruje
Czy mial(a) Pan/Pani napady lub nawracajace napady $wiszczacego oddechu?

[ INIE [ ]TAK \

Czy miewa Pan/Pani w nocy meczacy kaszel?

[ INIE [ ]TAK \

Czy wystepuje u Pana/pani §wiszezacy oddech, uczucie $ciskania w klatce lub kaszel po
narazeniu na alergeny wziewne lub zanieczyszczenie powietrza?

Uvag

Uvag

Uuag

| INIE [ ]TAK \ \

Czy zauwazyl(a) Pan/Pani, ze przezigbienia ,.schodza na pluca” lub trwaja dluzej niz 10 dni?

Uuag

| INIE [ ]TAK \ \

Czy objawy ustepuja pod wplywem wlasciwego leczenia p/astmatycznego?

Uuag

| INIE [ ]TAK \ \

Inne Czy choruje Pan/Pani na:

Tak Uwagi

cukrzyce

Uwagi

[k [

nadcignienie tetnicze

Tak Uwagi

]

chorobg niedokrwienng serca
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Tak Uvagi

marskos¢ watroby le
HNie
L]

zaburzenia krzepnigcia

choroby e Tak Uessi
autoimmunologiczne l:’ D ‘ ‘
Nie Tak Uwagi

atopi¢ i uczulenia D D |

Czy kiedykolwiek mial(a) Pan/Pani wykonywana:
koronarografig E angioplastyke i:l probe wysilkowa ?
Czy przyjmuje Pan/Pani przewlekle/stale leki:
nasercowe E przeciwzapalne i:l witaminy
obnizajace cholesterol? D Nie pamigta

Czy u kogo$ w bliskiej rodzinie wystepuje ktores z powyiszych schorzen?

L1 [

Jakie i u kogo?

Uwagi:
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11. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

LV.N Ml alfa;-antytrypsyna
LNWR American Thoracic Society
13\% 18 wskaznik masy ciata (body mass index)
(O dopasowanie krzywej (curve fit)
przedziat utnosci (confidence interval)
ditiotreitol
retikulum endoplazmatyczne (endoplasmic reticulum)
European Respiratory Society
natezona objeto$¢ wydechowa pierwszosekundowa
falszywie ujemne (false negative)
fatszywie dodatnie (false positive)

bezpromieniste przeniesienie energii fluorescencji (fluorescence
resonance energy transfer)

natgzona pojemno$¢ zyciowa

the Global Initiative for Asthma

the Global initiative for chronic Obstructive Lung Disease
Gtowny Urzad Statystyczny

ogniskowanie izoelektryczne (isoelectric focusing)
lipopolisacharyd

National Institutes of Heath

reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction)
inhibitor proteaz (protease inhibitor)

przewlekta obturacyjna choroba phuc

proteinaza-3

polimorfizm dlugos$ci fragmentow restrykcyjnych (restriction
fragments length polymorphism)

jednostki fluorescencji wzglednej (relative fluorescence units)
Receiver Operating Characteristics

odchylenie standardowe (standard deviation)
trojbutylofosfina

prawdziwie ujemne (true negative)

prawdziwie dodatnie (true positive)
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