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La mayoria de las mutaciones descritas en el presente trabajo se corresponden con cambios
aminoacidicos en la proteina. El aminoacido previo al nimero indica el aminoacido original o
no mutado, mientras que el aminoacido posterior al nimero indica la forma mutada. El

numero es la posicién aminoacidica en la cadena proteica.

Para la descripcién de las mutaciones generadas en las regiones reguladoras del gen, en primer
lugar se indica el intron o exdn no codificante afectado, en segundo lugar la posicion

nucleotidica donde se da la mutacién, y en tercer lugar el cambio de nucleétido producido.

Ejemplos:

a) Glu342Lys: Glu cambia a Lys en el aminoacido 342 de la proteina.
b) -5+1G>A: Cambio de G por A en el primer nucleétido (+1) del exén no codificante IC (-

5).
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1. INTRODUCCION

El déficit de alfa-1-antitripsina (DAAT) es una enfermedad genética que se caracteriza por la
presencia de niveles bajos de la proteina alfa-1-antitripsina (AAT) en suero. La enfermedad se
describid por primera vez por Laurell y Eriksson en 1963 y se manifiesta clinicamente como el
desarrollo temprano de enfisema pulmonar, hepatopatia en nifios y adultos y, con menor

frecuencia, paniculitis neutrofilica y vasculitis sistémica?.

1.1 Alfa-1-antitripsina

1.1.1 Caracteristicas moleculares, gen y herencia

La AAT es una glicoproteina circulante, hidrosoluble y difusible en tejidos con un peso
molecular de 52 kilodalton (kDA) y una vida media en sangre de aproximadamente 5 dias®.

La molécula en su forma madura, tras la eliminacidon de un péptido sefial de 24 aminodcidos,
estd constituida por una cadena central de 394 aminodcidos y tres cadenas laterales de
hidratos de carbono, unidas a la cadena central por tres residuos de asparagina en las
posiciones 46, 83 y 247 %, La proteina presenta una estructura terciaria globular, formada por 9
hélices a (A-1), 3 ldminas B con 5, 6 y 4 hebras respectivamente (A1-A5, B1-B6, C1-C4) y una
zona movil de 20 residuos (loop reactivo)®. Los aminodacidos criticos dentro de este loop
reactivo son los residuos denominados P1-P1’, metionina-serina en las posiciones 358 y 359
(Met358 y Ser359), ya que actian como "cebo" para los sustratos de la AAT. Aunque la AAT no
es una proteina con actividad enzimatica, se puede decir que estos dos aminodcidos
constituyen el equivalente al sitio activo de la proteina y se encuentran en posicion expuesta
para su unidn irreversible a los sustratos. En el tronco de la proteina se han identificado dos
zonas hendidas, denominadas breach y shutter (brecha y postigo) en las que se dan muchos de
los cambios conformacionales que ocurren en la AAT y modifican las propiedades de la misma®

(Figura 1). La molécula de AAT presenta dos puentes salinos importantes que unen el

2
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aminoacido 4cido glutdamico de la posicién 342 con la lisina de la posicién 290 y el acido
glutdmico de la posicidn 263 con la lisina de la posicion 387 (Glu342-Lys290 y Glu263-Lys387).
Una mutacidon que genere la alteracidon de cualquiera de estas uniones altera la estabilidad
estructural de la proteina causando una patologia molecular diferente, resultando en niveles

de AAT reducidos’.

Bucle del
sitio activo

Brecha
(“breach™)

©)

Postigo
(“shutter”)

Figura 1. Estructura tridimensional de la alfa-1-antitripsina. La proteina estd compuesta por 9 hélices a,
3 laminas B y una zona movil que constituye el loop reactivo. La molécula presenta dos hendiduras

denominadas breach y shutter®.

La AAT es codificada por el gen SERPINA1, localizado en el extremo distal del cromosoma 14
(931-32.3), muy proximo a otros genes codificantes de serpinas, superfamilia de proteinas al
que pertenece la AAT. El gen de la AAT o SERPINA1, presenta una longitud de 12,2 kilobases
(kb) y estad constituido por 3 exones no codificantes (IA, IB y IC), situados en la region
promotora 5’ UTR (Untranslated Region), 4 exones codificantes (II, Ill, IV y V) y seis intrones
intercalados®. La regién promotora para el inicio de la transcripciéon en los hepatocitos se
encuentra en el exdn IC, mientras que en los exones IA y IB se encuentra la de los monocitos y
macréfagost®t, De esta forma, el acido ribonucleico (ARN) transcrito primario generado en los

hepatocitos es de menor tamafio que los otros (Figura 2).
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El sitio de inicio de la traduccién se localiza al comienzo del exdn Il para todos los transcritos y
el final, en el exdn V. El sitio activo de la proteina se codifica en el exén V, y de hecho,
mutaciones en esta regidn estan entre las mas relacionadas con importantes alteraciones de la

funcionalidad de la proteina.

Inicio transcripcion Inicio traduccion

Monocito  Monocito Hepatocito

A | B IC I m vV

5 URT et/ et/ : 3’ URT

N

Promotor Promotor
Monocito Hepatocito

Figura 2. Estructura y regulacidn de la expresion del gen SERPINAL. El gen SERPINA1 esta formado por 3
exones no codificantes (IA, IB y IC), 4 exones codificantes (ll, Ill, IV y V) y seis intrones intercalados. El
inicio de la transcripcion en monocitos y macréfagos se sitia en los exones IAy IB y en hepatocitos en el

exon IC. La traduccidn se inicia en el exdn |l y finaliza en el exén V&.

El gen consta de dos alelos que se transmiten por herencia mendeliana simple autosémica
codominante, de manera que cada alelo contribuye en un 50 % en la sintesis de proteina, y por

tanto, en la concentracion final circulante de la misma3.

1.1.2 Sintesis y secrecion

La AAT es sintetizada y secretada fundamentalmente por los hepatocitos (80%) y en
cantidades adicionales por monocitos, macrdfagos, neutrdfilos, células pancreaticas, células
alveolares pulmonares, enterocitos, queratinocitos de la cérnea y algunos tipos de células
cancerosas'>3415 En cualquier caso, el hepatocito expresa aproximadamente 200 veces mas
ARN mensajero (ARNm) de AAT que el resto de células mencionadas®®.

En condiciones normales, el organismo produce 34 mg/kg/dia, lo que se traduce en unas
concentraciones plasmaticas de aproximadamente 1-2 g/L. Ademas, desde el plasma la

proteina difunde a todos los tejidos y fluidos corporales, destacando su presencia en el liquido
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alveolar, donde alcanza concentraciones de 0,1-0,3 g/LY". Al ser un reactante de fase aguda,
estos niveles pueden incrementarse de 2-4 veces en respuesta a procesos inflamatorios,
tumorales o infecciosos. Ademads, la concentracién de AAT en plasma se incrementa

moderadamente por el uso de contraceptivos y durante el embarazo®.

1.1.3 Funcidn

Como se ha comentado previamente, la AAT pertenece a la superfamilia de las serpinas (Serine
Protease Inhibitor: serpin), cuya principal funcién bioldgica es la inhibicidn de serin proteasas®®
Las serpinas han sido clasificadas en 16 familias y estan presentes en vertebrados,
invertebrados, plantas y microbios. La AAT o serpina Al es la principal representante de este

grupo, pero ademas de esta, existen otras bien conocidas en la clinica, como: antitrombina o

serpina C1, heparina o serpina D1y el inhibidor del plasmindgeno o serpina E2%°.

1.1.3.1 Actividad inhibitoria sobre las proteasas

Aunque inhibe multiples serin proteasas, el sustrato especifico de la AAT es la elastasa del
neutrofilo (EN), enzima proteolitica capaz de digerir la elastina, las membranas basales y otros
componentes de la matriz extracelular®®?'. El mecanismo de interaccion entre ambas
moléculas consiste en la atraccién de la EN por parte del sitio activo de la AAT, y la formacién
de un complejo covalente muy estable entre ellas, de forma que ambas moléculas quedan

inactivadas irreversiblemente?? (Figura 3).
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Figura 3. Interaccion entre la alfa-1-antitripsina (AAT) y la elastasa del neutrdfilo (EN). El sitio activo de la
AAT atrae a la EN y se forma un complejo covalente muy estable donde ambas moléculas quedan

inactivadas irreversiblemente2.

El principal sitio de accidn de la AAT es el pulmdn, donde protege al tejido alveolar, conectivo y
epitelial del ataque proteolitico de la EN, con la que reacciona con una constante de asociacion
25 veces superior a la que aplica para neutralizar otras serin proteasas como la tripsina, la
proteinasa-3, las alfa-defensinas, la catepsina G, la triptasa, la plasmina, la trombina y el
activador del plasmindgeno, entre otras?*242526,

Asi mismo, se ha sugerido que la inhibiciéon de la matriptasa por la AAT podria modular el
transporte de sodio y favorecer el aclaramiento mucociliar en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y fibrosis quistica’. Diversos estudios, demuestran que
inhibe la caspasa-3, modulando la apoptosis en células diversas y la actividad de la ADAM17 (A
Disintegrin And Metalloprotease), también denominada TACE (Tumor Necrosis Factor A
Converting Enzymne), modulando la quimiotaxis del neutréfilo?’.

En conjunto, la AAT aporta al suero humano mas del 90% de toda su capacidad antiproteasa.

1.1.3.2 Otras actividades bioldgicas
La concentracion plasmatica de la AAT es sorprendentemente alta, incluso en situacién basal,
siendo la segunda proteina més abundante en plasma tras la albumina®. Esto sugiere que su

actividad inhibitoria de serin proteasas no sea la Unica funcién de esta proteina. De hecho, la
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AAT presenta un efecto inhibitorio de citocinas proinflamatorias como la interleucina 1 (IL-1),
IL-6, IL-8, IL-32, la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a)%, sin interferir o incluso incrementando la expresién de las citocinas
antiinflamatorias como la IL-10%,

La AAT estd dotada de un significativo poder antioxidante. La oxidacién de sus 9 residuos de
metionina le permite aumentar la actividad de la catalasa y reducir la produccién de
superdxido (O-) por el neutréfilo, protegiendo a los tejidos del dafio oxidativo®!. Sin embargo,
la oxidacién del residuo P1 o Met358 a sulféoxido de metionina produce la inactivacion de la
proteina3233,

Ademas, la AAT posee propiedades antimicrobianas significativas, inhibiendo la replicacion e
infectividad de algunos virus como el de la inmunodeficiencia humana (VIH)**, bacterias como

Pseudomonas aeruginosa o Moraxella catarrahalis®?3®, y protozoos como Cryptosporidium

parvum?’.

Tabla 1. Resumen de las propiedades de la alfa-1-antitripsina

Propiedades de la alfa-1-antitripsina

Inhibe la elastasa y otras serin proteasas

Modula la apoptosis de células diversas como neutrdfilos, células alveolares y endoteliales

Reduce la expresion de citocinas proinflamatorias

Aumenta la expresidn de las citocinas antiinflamatorias

Protege los tejidos del dafio oxidativo

Propiedades antimicrobianas

1.1.4 Mecanismo inhibitorio

El mecanismo de accion de la AAT para inhibir las serin proteasas es andlogo a las demas
serpinas. El sitio activo de estas proteinas actla como un sefiuelo para la proteasa, la cual se
une a la serpina y escinde la unidn entre los residuos P1-P1’. En el caso de la AAT, el

mecanismo de inhibicidn consiste en la insercidén de la triada catalitica de la proteasa, formada
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por los aminoacidos histidina, serina y dcido aspartico en las posiciones 41, 173 y 88 (His41-
Serl173-Asp88) en el sitio activo de la proteina (Met358 y Ser359). De esta manera, el
aminoacido Ser173 de la EN se une covalentemente al aminoacido Met358 del sitio activo de
la AAT, dando lugar a la ruptura de la unién entre los aminodcidos P1ly P1’ del sitio activo de la
AAT y por tanto, a la ruptura del loop reactivo. Con esta accion, la EN queda “atrapada” por
este enlace covalente Met358 (AAT)-Ser173 (EN). Este hecho genera un drastico cambio
conformacional de la AAT, que cambia de un estado de tension denominado S (stressed),
donde la proteina presenta una conformacidn normal con el sitio activo expuesto para
interaccionar con la proteasa, a otro de relajacion denominado R (relaxed). El loop reactivo
fragmentado es libre de adoptar una nueva conformacion, que serda de tipo B por su
composicion de aminodcidos. El fragmento de proteina de P1 (Met358) a P17 (Glu342) se
inserta en la ld&mina B A como una hebra extra y la proteasa capturada es lanzada bruscamente
al polo opuesto por un mecanismo similar al de una trampa de ratones (Figura 4). En este
movimiento, el aminoacido de la posiciéon P17 (Glu342) actua a modo de “bisagra” de la
serpina, permitiendo el movimiento del loop reactivo cuando este interacciona con la EN.
Durante el mecanismo de inhibicidn, tanto la triada catalitica de la EN como el loop reactivo de
la AAT se fragmentan, por lo que ambas proteinas quedan inactivadas de forma
irreversible33%8, De alguna manera, esta conformacion alterada de la AAT unida a su sustrato,
es reconocida por miembros de la familia de los receptores de lipoproteinas y eliminada de la

circulacién®.
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Figura 4. Mecanismo de inhibicion de las proteasas mediado por la alfa-1-antitripsina (AAT). El sitio
activo (loop reactivo mévil en rojo) de la AAT actia como un pseudosustrato para la proteasa (gris
oscuro). La triada catalitica de la proteasa se inserta en el sitio activo de la AAT y provoca la ruptura del
loop reactivo, el cual se incorpora como una hebra adicional en la ldmina B A (en azul) de la AAT. La
proteasa es lanzada bruscamente al polo opuesto. Este proceso hace que ambas proteinas queden

inactivadas de forma irreversible?.

1.1.5 Variantes genéticas

Se han descrito alrededor de 125 variantes alélicas del gen de la AAT que se clasifican como
normales o deficientes, y a su vez, estas ultimas son subclasificadas como deficientes comunes,
raras o nulas, en funcién de su frecuencia en la poblacién y las concentraciones séricas que
expresan.

En 1967, Magne Fagerhol observd que la AAT presentaba una banda polimorfa con varios
patrones electroforéticos diferentes, junto con Laurell propuso denominar al conjunto de
variantes electroforéticas de la AAT como sistema Pi (protease inhibitor)*. De esta forma, las
variantes de AAT se designan con las letras del alfabeto en funcién de su patrén de migracién
isoelectroforético, inicialmente en geles de almidén y posteriormente en geles de

poliacrilamida o agarosa y gradientes de pH muy estrechos. Se tomé como referencia la
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variante normal y mas frecuente y se denomind Pi M (protease inhibitor medium), por
localizarse en la region central de los geles. Este alelo estd presente en mas del 95% de la
poblacién caucasica y se caracteriza por presentar niveles plasmaticos de AAT normales
(mayores de 1,04 g/L). Las variantes de migracion mas rapida y anddica se denominaron con
las letras A-L y las de migracion més lenta y catédica con las letras N-z*44,

En los ultimos anos, ha sido necesario emplear subindices numéricos para clasificar diferentes

variantes dentro de un mismo fenotipo (M1.4)®.

1.1.5.1 Variantes deficientes comunes

Los alelos deficientes mas comunes son Sy Z, con una frecuencia en caucasicos de 5-10% y 1-
3%%, y unas concentraciones séricas de alrededor del 60% y 10-20%, respectivamente. La
variante deficitaria Z se caracteriza por una sustitucién de una base nitrogenada en el exén V,
un triplete AAG que cambia a GAG (Figura 5). Esto genera un cambio de aminodcido en la
cadena proteica en la posicidn 342 (aminoacido P17), donde una molécula de acido glutamico
es sustituida por una de lisina (Glu342Lys), rompiéndose el puente salino Glu342-Lys290. Esto
genera proteinas inestables que tienden a la agregacién con otras moléculas mutadas para
formar polimeros estables®.

La mayoria de estos polimeros son detectados, retenidos en el reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) y degradados. Sin embargo, en los hepatocitos en los que la polimerizacidn es intensa,
los polimeros pueden formar cuerpos de inclusidn muy estables*’. Este proceso de agregacién
dificulta la secrecion de las moléculas de AAT sintetizadas en los hepatocitos, disminuyendo
drasticamente la cantidad de proteina que llega a la circulacidn sistémica y justificando asi, los
bajos niveles de esta proteina observados en los portadores de esta variante®® (Figura 6). Asi
mismo, las pocas moléculas Z que llegan a la sangre tienen una pérdida del 80% de su
capacidad inhibitoria®.

En la mutacién S, un triplete GAA cambia a GTA en el exdn lll. Esto provoca la transcripcion de

una molécula de valina (Val) en lugar de acido glutamico en la posicidn 264 (Glu264Val) (Figura

10
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5). Esta mutacidn ocurre lejos del sitio activo, por lo que causa modificaciones
conformacionales en la proteina mucho menos pronunciadas que la mutacién Z°°, permitiendo
a la proteina conservar su capacidad inhibitoria inalterada®'. En este caso, la tendencia a
formar polimeros es menor y mas lenta, acorde con el DAAT moderado que causa esta

mutacion®.

—_— Mutacién Z
342 (@lu,, Lys)

Glutamato Lisina

Mutacién S e

(Glu,, val) 264 "jED

Glutamato Valina

Figura 5. Localizacion de las mutaciones S y Z en la molécula de alfa-1-antitripsina y cambio

aminoacidico producido en cada una de ellas®2.

1.1.5.2 Variantes deficientes raras

Existen otras variantes diferentes de S y Z denominadas raras debido a su baja frecuencia. Se
estima que expresan alrededor de un 15% de AAT en suero, pero la escasez de casos
publicados imposibilita un adecuado conocimiento de su fenotipo clinico asociado y de su
epidemiologia®. Sin embargo, el niumero de variantes raras detectadas estd en continuo
crecimiento, revelando que estas mutaciones podrian ser mas frecuentes de lo esperado®**.
Un estudio retrospectivo realizado en nuestro laboratorio, donde se incluyeron todos los
resultados de DAAT obtenidos durante 12 afios, mostrd que el 1,6% de los casos eran alelos

raros. Dentro de estas variantes, se observd una alta frecuencia de los alelos | y Mmalton los

cuales en combinacién, sumaban el 54% de todas las variantes raras detectadas (34% la

11
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variante | y 20% la variante Mmalton)®. Mientras que la variante | (Arg39Cis), causa un déficit
moderado (60-70% del nivel normal), la variante Mmalton provoca un déficit similar al alelo Z.
Esta mutacidon ha sido detectada en diversos paises y se considera la principal causa de DAAT
grave en Cerdefa (Italia)®® y Tunez*’*8, donde representa el 60% y 35% de las variantes raras,
respectivamente. El alelo Mmalton difiere de la variante normal M en una deleciéon de un
coddn completo (TTC) que codifica para el aminoacido fenilalanina en la posicion 52 del exén I
(Phe52del). Diferentes publicaciones han demostrado que la variante Mmalton, al igual que la
variante rara Siiyama (Ser53Phe) forman polimeros, aunque el ratio de polimerizacién y la
longitud de los polimeros que origina la variante Mmalton es menor que el de la Z°%% (Figura
6). El alelo | también forma polimeros, pero en un ratio de polimerizacién mucho menor,

equiparable al alelo S°.

Alto grado de polimerizacion

Z, Mmalton, Siiyama

l

Acumulacion intracelular
de polimeros

==y Disminucion de los niveles de
alfa-1-antitripsina en suero

Figura 6. Acumulacién intracelular de polimeros de alfa-1-antitripsina (AAT). Las variantes Z, Mmalton y
Siilyama presentan un alto ratio de polimerizacion. Estos polimeros son retenidos en el reticulo
endoplasmatico rugoso de los hepatocitos y dificultan la secrecion de las moléculas de AAT,

disminuyendo los niveles de AAT en suero.

12
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1.1.5.3 Variantes nulas

Las variantes nulas se producen por mutaciones en las regiones codificantes o promotoras del
gen, que generan codones de parada o proteinas no funcionales o inestables que son
degradadas en la célula productora®. Por ello, estas variantes se caracterizan por expresar
cantidades practicamente indetectables (<1%) de AAT en plasma. A pesar de ser muy poco
frecuentes, provocan un gran impacto en el fenotipo por el alto riesgo que conllevan de
desarrollo de enfisema pulmonar, aunque no generan polimeros®.

Todas las variantes nulas y la mayoria de las variantes deficientes raras sélo pueden ser
detectadas mediante técnicas de biologia molecular, la cuales no estan disponibles en todos
los laboratorios. Este hecho puede haber contribuido a la clasificacidon errénea de muchos de

estos casos, infravalorando su frecuencia real en la poblacion.

1.1.6 Polimerizacién

La mutacion Z estd localizada en el residuo P17 (17 residuos proximales al residuo P1 del sitio
activo), en la parte superior de la hebra 5 de la [dmina B A (A5) y en la base del loop reactivo
movil. Esta mutacidn provoca la dilatacién de la hendidura breach y la rotura de varios puentes
de hidrégeno entre los aminoacidos del shutter (Ser53-Ser56-Asn186 y Asn186-His334)*
(Figura 7). Se produce un ensanchamiento pronunciado de la breach y del shutter, la caida del
loop reactivo sobre las ldaminas del tronco de la proteina y el adelantamiento de una hélice a,
con el fin de tapar el hueco creado entre las hebras de la lamina B A en la parte inferior de la
molécula. Esto genera proteinas inestables con una conformacién denominada metaestable
(M*)% E| estado M* tiende a la agregacidn con otras moléculas mutadas mediante la insercién
del loop reactivo de una molécula en la ldmina B A de otra, para formar dimeros®. A su vez,
estos dimeros tienden a unirse con otras moléculas mutadas para formar polimeros. Una
pequefia proporcién de la proteina inestable M* puede incorporar su loop reactivo en su
propia lamina B A, dando lugar a una conformacidn inactiva y termoestable llamada estado de

latencia, donde el loop reactivo no estad expuesto para interaccionar con la proteasa® (Figura

13



| Introduccién

8).

Ademas del alelo Z, las variantes deficitarias raras Siiyama y Mmalton estan asociadas con un
DAAT grave y un alto grado de polimerizacidn. Esto es debido a que ambas mutaciones se
sitdan en la regidn del shutter y desestabilizan directamente la hebra 5 de la lamina B A, dando
lugar a una expansion de la ldmina B A que favorece la polimerizacion*"%°. Las variantes S e |
afectan a la regidn del shutter pero indirectamente, causando una menor alteracién de la
[dmina B A. Por ello, el ratio de polimerizacién de estas dos variantes es mucho menor en

comparacién con las variantes Z, Siyama y Mmalton.

Ser ’.-S r
5 3
His J '
3349
Asn ‘
186
A |

Figura 7. Ampliacidn de la region del shutter. La ruptura de las uniones entre los aminoacidos Ser53,
Ser56, Asn186 e His334 da lugar al ensanchamiento del shutter y la formacion de un hueco en la lamina

B A39.
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Figura 8. Estructura tridimensional de la proteina alfa-1-antitripsina (AAT), donde la lamina B A se
representa en azul y el loop reactivo mévil en rojo. La formacion de polimeros es causada por la
mutacién Z u otras mutaciones localizadas en la region del shutter (circulo discontinuo rojo) que
favorecen la apertura de la [dmina B A y dan lugar a la formacidn de una proteina inestable (M*). En este
estado, la [dmina B A puede aceptar el loop reactivo de otra molécula, formando un dimero (D), el cual
se extiende formando polimeros. Una pequefia proporcidn de la AAT inestable puede aceptar su propio

loop reactivo para dar lugar a una conformacidn inactiva y termoestable de latencia (L)*.

Han sido detectados polimeros extracelulares en lavado broncoalveolar®®, en la piel®’, en el
rifidn® e incluso en el suero®. Un estudio publicado en 2014, en el que se utilizaron muestras
seriadas de un individuo ZZ que recibié un trasplante de higado y de 11 individuos que
recibieron un trasplante pulmonar, demostré que los polimeros detectados en suero
procedian del higado y no se habian formado en el propio suero del paciente®. Una vez
realizado el trasplante, la cantidad de polimeros en suero disminuyé rapidamente, estimando
una vida media de 30 horas. Este valor es significativamente menor que la vida media

estimada del mondémero de AAT (5 dias), lo que sugiere que los polimeros circulantes son

15
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eliminados por un mecanismo diferente. Este mismo trabajo demostré la presencia de
polimeros en individuos MM, pero en una proporcién mucho menor que la de cualquier
variante deficitaria. La cuantificacion de estos polimeros se realizé con un anticuerpo
especifico de polimeros de AAT denominado 2C17°. Por otro lado, un estudio publicado en
2016, apoyo el origen intracelular de los polimeros circulantes. Demostraron que los polimeros
formados en el reticulo endoplasmdtico podian circular a través de este organulo y ser
secretados. Los datos sugieren que los polimeros mas largos e insolubles quedan atrapados en
forma de cuerpos de inclusidon, mientras que los polimeros mas cortos y solubles son
secretados al exterior celular. Aunque la concentracién en suero del monémero Z en un
paciente ZZ es probablemente lo suficientemente alta como para permitir la polimerizacion
extracelular, no se observd un aumento en los niveles de polimeros cuando el suero de
pacientes ZZ fue expuesto a condiciones favorecedoras de la polimerizacion (37°C durante 72
horas)’. Sin embargo, diferentes estudios han demostrado la formacién de polimeros en el
pulmdn durante un proceso inflamatorio o, particularmente, debido a la exposicion al humo de

tabaco’%%®,

1.2 Déficit de alfa-1-antitripsina

1.2.1 Historia

La actividad inhibitoria de proteasas del plasma humano fue descubierta por Fermi y Pernossi
en 189473, Sin embargo, la caracterizacidon de proteinas individuales no fue posible hasta
muchos afios mas tarde, debido al insuficiente desarrollo de las técnicas de laboratorio en
aquella época. En 1955, Schultze aislé la proteina responsable de la actividad antiproteasa de
la sangre, a la que denomind alfa-1-antitripsina por su ubicacion en la banda 1 de las
globulinas y su capacidad de inhibir la tripsina’. La primera descripcion del DAAT fue en 1963
por Laurell y Eriksson. Revisando todos los geles de electroforesis de las proteinas plasmaticas
realizados en su laboratorio, Laurell observé la ausencia de la banda a-1 en el proteinograma
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de cinco pacientes (Figura 9). Investigaciones posteriores realizadas por Eriksson mostraron
que 3 de los 5 pacientes padecian enfisema pulmonar y uno de ellos pertenecia a una familia
con casos diagnosticados de enfisema pulmonar®.Tras esto, decidieron revisar historias clinicas
de varios hospitales suecos y lograron reunir diferentes casos con DAAT, la mayoria con EPOC.
Laurell y Eriksson concluyeron que el DAAT era un trastorno hereditario que favorecia el
desarrollo de enfisema pulmonar en periodos precoces de la edad adulta y se caracterizaba

por la ausencia de una proteina en la regién a-17>76.

S B Abimina
o 1 (AAT)
a2

B1
B2

Gamma globulina

MM 2z

Figura 9. Geles de electroforesis de las proteinas plasmaticas de un individuo MM y un individuo ZZ. Se

observa la ausencia de la banda a-1 en el individuo ZZ*3.

1.2.2 Expresion clinica

El DAAT presenta una marcada variabilidad en su expresion clinica. Un porcentaje elevado de
sujetos ZZ puede desarrollar enfisema pulmonar, otros desarrollan patologia hepatica y muy
pocos, ambas a la vez. Una minoria puede presentar paniculitis, vasculitis u otras
enfermedades menos frecuentes. Sin embargo, una tercera parte de los individuos deficitarios,

no presenta ninguna sintomatologia clinica durante toda su vida””>.
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1.2.2.1 Enfisema pulmonar

La polimerizacion de las moléculas de AAT y retencidén de estos polimeros en los hepatocitos
causa un descenso de la concentracion sérica y tisular de AAT, lo que se traduce en una
reduccion de la actividad antiproteasa. Esto genera un desequilibrio proteasa-antiproteasa en
los pulmones, que permite una sobreexpresion anormal de NE, sobre todo en las
exacerbaciones respiratorias. Este exceso de NE puede conducir finalmente a la destruccion
irreversible de los alveolos pulmonares, y por tanto, al desarrollo de enfisema pulmonar’®

(Figura 10).

Alveoli with panacinar destruction
and enlargement

Lung with predominantly
basilar panacinar
emphysema in AAT deficiency
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Lung parenchyma viewed
with light microscopy
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Figura 10. Representacion simplificada del desarrollo de enfisema pulmonar por déficit de alfa-1-
antitripsina. La exploracién patoldgica revela enfisema panacinar con destruccidén septal alveolar y

aumento del espacio aéreo, visto en microscopia éptica’.

Cabe destacar que la actividad antielastasa de la AAT puede verse reducida drasticamente en
presencia de oxidantes como el tabaco, que alteran su sitio activo®. Ademas, bajo ciertas
circunstancias el humo del tabaco puede desencadenar el reclutamiento de células
inflamatorias en el pulmdn, las cuales pueden liberar enzimas proteoliticas en areas
alveolares?. Los polimeros circulantes actian como un estimulo quimiotdctico para los

neutréfilos, que acuden al foco inflamatorio e incrementan la inflamacién y el dafo tisular,
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mientras que los polimeros intracelulares causan estrés del RER y disfunciéon celular
proapoptdticadl8283,

Generalmente el enfisema pulmonar se manifiesta en la cuarta o quinta década de la vida en
fumadores, o en edades mas avanzadas en no fumadores (Figura 11). La intensidad de esta
patologia esta directamente relacionada con la gravedad del déficit que, a su vez, depende del
genotipo del individuo. El riesgo de enfisema es elevado para aquellos genotipos que
presenten concentraciones séricas de AAT inferiores a 50 mg/dL, que es el limite considerado
como protector. De esta forma, el riesgo es elevado para los homocigotos de variantes nulas,
homocigotos ZZ, algunos heterocigotos SZ y combinaciones de variantes nulas con algunas
variantes raras o con el alelo 7. Sin embargo, existe variabilidad clinica en pacientes con

genotipo y factores de predisposicion de la enfermedad iguales. Esta variabilidad, se ha

relacionado con la coexistencia de otras alteraciones genéticas que potenciarian el DAAT®>%,

;V“ o

TN

-

Figura 11. Tomografia computarizada de alta resolucién de térax de un paciente con enfisema pulmonar
por déficit de alfa-1-antitripsina. En las imdgenes se observa enfisema panacinar, con zonas de baja

atenuacién que alternan con parénquima normal, y bullas de gran tamafio®’.
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1.2.2.2 Enfermedad hepatica

La acumulacidn de polimeros en los hepatocitos puede generar una reaccién de estrés del RER
(Figura 12). Por un lado, los cuerpos de inclusién emiten sefiales que activan diversos
elementos del citoplasma y del niucleo que estimulan la apoptosis y autofagia®®. El estrés
celular continuado provoca una activacion de la reparacién celular acelerada. Esto genera un
desequilibrio entre apoptosis y regeneracion que finalmente conduce a la fibrosis, cirrosis

irreversible del 6rgano, e incluso al desarrollo de tumores®%,

Liver affected by AAT

Hepatocytes with granules
representing aggregated AAT

Polymerized AAT
molecules in a single granule

Granules

Hepatocyte

Polymerized AAT

Figura 12. Representacion simplificada de la acumulacion de polimeros en los hepatocitos de pacientes
con déficit de alfa-1-antitripsina En el citoplasma de los hepatocitos se observa la acumulacién de
polimeros de AAT en forma de granulos. La acumulacion de estas moléculas puede dafar el higado al

generar una reaccion de estrés del reticulo endoplasmatico rugoso de las células’.

En el déficit grave de AAT, la expresion de hepatopatias se presenta en la infancia o en edades
avanzadas. La cirrosis hepatica y hepatocarcinoma, en el individuo adulto, suelen tener una
aparicion mas tardia que el enfisema pulmonar (Figura 13). El desarrollo de la hepatopatia
puede ser favorecido por diversos factores como hepatitis virica, alcohol, drogas
hepatotoxicas, higado graso y mutaciones en algunos genes como el de la hemocromatosis o

manosidasa 1°%9%%2,
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Figura 13. Edad de presentacion de enfermedades relacionadas con el déficit grave de alfa-1-

antitripsina. EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica®.

1.2.2.3 Otras enfermedades

Existen evidencias entre la asociacién del DAAT y enfermedades cutdneas como la paniculitis

neutrofilica y vasculitis sistémica®*>°%%7 (Figura 14).

Vasculitis

Paniculitis

Vasculitis granulomatosa de
pequefios vasos del tracto
respiratorio superior e inferior,
glomérulos, piel, articulaciones,
etc., con isquemia y hemorragias de
los 6rganos afectados

Infiltrados densos de neutroéfilos en la
dermis profunda y septos del tejido
conectivo con paniculitis lobular
secundaria

Figura 14. Localizacidn de las lesiones de vasculitis y paniculitis y sus caracteristicas histolégicas®.

Ademds, diversos estudios han descrito pacientes con DAAT y artritis reumatoide®. También

existen casos en los que algunos pacientes (nifios y adultos jévenes) con hepatitis cronica

asociada al DAAT presentaban enfermedad renal'®. Numerosos casos han relacionado el DAAT

y otras enfermedades como pancreatitis, celiaquia, displasia fibromuscular, aneurisma vy
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aterosclerosis coronaria. Existen evidencias de la asociacién entre el DAAT y la psoriasis,
urticaria crdnica, esclerosis multiple y fibromialgia. Sin embargo, el nivel de pruebas
disponibles sobre estas relaciones es actualmente bajo y para obtener conclusiones se

necesitan realizar mas investigaciones”10%,

1.2.3 Tratamiento del déficit de alfa-1-antitripsina

Los individuos con DAAT asintomaticos no fumadores o ex fumadores con funcidn respiratoria
normal, no necesitan tratamiento. Sin embargo, los sujetos con DAAT y diagnosticados de
EPOC deben ser tratados con las medidas comunes para cualquier EPOC en funcién de los
sintomas, grado de obstruccion y frecuencia de exacerbaciones (broncodilatadores, corticoides
orales, antibidticos, rehabilitacion respiratoria, etc.) Ademas, se recomienda la vacunacion
antigripal anual y la anitineumocdcica®*1L,

En el caso de pacientes con enfermedad hepdtica o pulmonar en etapa terminal, se les
informaréd sobre la posibilidad de trasplante del érgano afectado%,

Para el tratamiento del enfisema pulmonar por DAAT grave (definido como concentraciones de
AAT iguales o inferiores a 50 mg/dL medidos por nefelometria), las guias de la American
Thoracic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS) recomiendan el tratamiento
sustitutivo con AAT purificada, procedente de plasma de donantes y administrada de forma
intravenosal®. Debido a su procedencia, el tratamiento presenta una pequefia proporcién de
polimeros. De hecho, un estudio publicado en 2012, determiné los niveles de polimeros de
AAT en suero de pacientes en tratamiento utilizando el anticuerpo especifico 2C1 y detectd un
aumento de la concentracién de polimeros en el dia 1 post tratamiento con respecto al dia
previo a la infusién del mismo'®, demostrando que el tratamiento para el DAAT presentaba
una pequefia fraccion de AAT polimérica.

El objetivo del tratamiento sustitutivo es elevar los niveles de AAT en el plasma por encima de
60 mg/dL, preservar la funcién pulmonar, detener la progresion del enfisema y reducir la tasa

de exacerbaciones y la mortalidad. Diferentes estudios han demostrado la eficacia clinica del
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tratamiento, aunque los datos disponibles en la actualidad son limitados y se necesitaria

realizar ensayos clinicos durante un largo periodo de tiempo®:197,

1.2.4 Diagnéstico de laboratorio del déficit de alfa-1-antitripsina

1.2.4.1 Algoritmo de diagndstico

El diagndstico de laboratorio del DAAT consiste en la determinacidn cuantitativa de AAT en
suero, la identificacion del fenotipo y el analisis molecular del gen de la AAT o genotipo.

Todas las muestras son procesadas siguiendo un algoritmo de diagndstico hasta obtener un
resultado definitivo. El algoritmo desarrollado en el laboratorio comienza por la cuantificacion
de AAT en suero. Si la muestra presenta un valor superior al valor de referencia establecido en
el laboratorio, se considera no deficitaria y finaliza el diagndstico. Si por el contrario la muestra
es deficitaria, se realiza el fenotipado. Si el patrén fenotipico obtenido es concordante con los
niveles de AAT previamente calculados, se acepta el fenotipo como resultado final del
diagndstico. Sin embargo, cuando existe sospecha de la presencia de los alelos S y/o Z que
pueden no haber sido correctamente caracterizados mediante el fenotipo, se realiza el
genotipado alelo-especifico para estas dos variantes deficitarias. Si estas variantes no son
detectadas o no han sido sospechadas durante el fenotipado, se lleva a cabo la secuenciacidn
exonica del gen codificante de la AAT (Figura 15).

Mientras que las diferentes técnicas de diagndstico han sido validadas para el andlisis del
DAAT, no existe ningun algoritmo de diagndstico establecido para la deteccién y diagnédstico de

esta enfermedad, por lo que cada laboratorio utiliza su propio algoritmo de diagndstico®1%,
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Figura 15. Algoritmo de diagnéstico llevado a cabo en el laboratorio.

1.2.4.2 Determinacién de la concentracién sérica de AAT

La determinacion de los niveles de AAT en suero constituye la base del diagndstico del DAAT.
La inmunonefelometria cinética es el
recientemente la inmunoturbidimetria esta siendo adaptada en los laboratorios como
alternativa®®’, Ambas técnicas se basan en la formacién de inmunocomplejos insolubles
entre la proteina y los anticuerpos anti-AAT. La inmunonefelometria mide la intensidad de luz

dispersada por estas particulas y la inmunonefelometria la intensidad de luz absorbida, para

método mas

cuantificar la cantidad de proteina que hay en la muestra.
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Ademas de la muestra de suero, también se puede utilizar muestra de gota de sangre seca o
DBS (dried blood spot)!!!. Este tipo de muestra consiste en gotas de sangre procedentes de la
puncion del pulpejo del dedo, que se aplican sobre discos de papel de filtro. La obtencidn de la
muestra es minimamente invasiva y es de facil almacenamiento y envio, lo que las hace
especialmente Utiles para el cribado y diagndstico de enfermedades genéticas'*?. Sin embargo,
en ocasiones este tipo de muestra puede generar problemas en el diagndstico si no se ha
obtenido de forma correcta.

La cuantificacién de AAT utilizando muestras de DBS se realiza mediante la extraccién de la
proteina presente en la sangre seca, lo que provoca una dilucién de los niveles de la misma, y
por ello se requiere de métodos de medida muy sensibles. Se puede hacer una estimacion de
los niveles de AAT en suero a partir de los resultados obtenidos en muestras de DBS utilizando
una recta de regresién calculada previamente mediante la comparacién entre los valores de
AAT en suero y en DBS de los mismos pacientes. No obstante, estos calculos son tan sélo
aproximados debido a la dispersién de puntos que presentan estas comparaciones!!!. Por este
motivo, la estimacién de niveles de AAT en muestras de DBS debe considerarse tan sélo como
un método semicuantitativo orientativo o de cribado con el fin de detectar un posible déficit,
el cual posteriormente debe ser monitorizado mediante la cuantificacion de AAT en suero.
Cada laboratorio debe haber establecido previamente los valores normales de AAT en
muestras de suero procedentes de pacientes adultos sanos. Los valores de referencia del
Hospital Vall d’Hebrén estdn comprendidos entre 116-232 mg/dL'® y niveles de AAT por
debajo del 35% de la normalidad indican la posibilidad de estado homocigoto ZZ.

Se ha de tener en cuenta que los niveles de AAT pueden verse alterados en procesos

infecciosos o inflamatorios.

1.2.4.3 Determinacion del fenotipo de AAT
El método mds ampliamente utilizado para la identificacion de las variantes proteicas o

fenotipos de AAT es el isoelectroenfoque (IEF). Esta técnica consiste en la separacion
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electroforética de las diferentes isoformas de AAT en funcidn de su punto isoeléctrico, en un
gel de agarosa y en un gradiente de pH de 4.2-4.9'4, E| tipo de muestra utilizada para esta
técnica es suero. Cada variante tiene multiples bandas asociadas con su patrén fenotipico, el
cual depende principalmente de la secuencia de aminodcidos y, en menor grado, de la
heterogenicidad de las modificaciones de las tres cadenas laterales de hidratos de carbono de
la proteina. Las bandas con una tincién mds oscura se denominan bandas mayores y las de
tincién mas clara, bandas menores. Estas bandas se denominan con el nombre de la variante
seguido del numero 2 (la banda mas anddica), 4, 6, 7 o 8 (la banda mas catddica). En
ocasiones, cuando las concentraciones de AAT son bajas, como es el caso de individuos con la

variante Z o Mmalton, las bandas menores no se pueden visualizar®* (Figura 16).

+
MM MS SS MZ SZ 2z

=W -
. M4 - - —
. MG. - S4 - —

- M7 - S = — 74
Bl Y/ = - 76
1 2 3 4 - 6

Figura 16. Patron de isoelectroenfoque de los fenotipos mayoritarios de alfa-1-antitripsina (AAT). Las
diferentes variantes son clasificadas alfabéticamente en funcidn del fenotipo. La variante M migra en la
parte central, las variantes anddicas se designan de la A a la L y las variantes catddicas de la N a la Z.
Cada variante tiene multiples bandas asociadas a su patron fenotipico. Las bandas 4 y 6 son las bandas

mayores y las bandas 2,7 y 8 las menores.
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Existen dos fuentes de error preanalitico en el fenotipado. En primer lugar, se ha de tener en
cuenta que los pacientes con tratamiento sustitutivo reciben AAT con genotipo MM, por lo
gue el fenotipo serd una combinacion del fenotipo del paciente y del donante. De esta forma,
un paciente ZZ presentaria un fenotipo MZ. De forma similar, pueden producirse errores
cuando se fenotipa a individuos que han recibido recientemente una transfusién sanguinea,
donde el fenotipo del donante también apareceria.

Para cada uno de los fenotipos mayoritarios se han establecido unos valores propios de
referencia de la concentracidon de AAT. En la tabla 2 se presenta el rango de valores de AAT de
referencia para los 6 fenotipos mayoritarios (MM, MS, SS, MZ, SZ, ZZ) y las combinaciones Z-

Raro, Raro-Raro, Z-Nulo, Raro-Nulo y Nulo-Nulo**31%5,

Tabla 2. Genotipos y su respectivo rango de concentraciones de alfa-1-antitripsina medidas por

nefelometria®?®.

Genotipo Niveles de alfa-1-antitripsina (mg/dL)
MM 103-200
MS 100-180
SS 70-105
MZ 66-120
SZ 45-80
77 10-40
Z-Raro / Raro-Raro 10-40
Z-Nulo / Raro-Nulo 10-15
Nulo-Nulo ~0

En esta determinacidn, se ha de tener en cuenta que hay una serie de variantes alélicas poco
frecuentes como la Mmalton, Mduarte, Mheerlen, etc.!?®, que presentan un punto isoeléctrico
similar al alelo normal M, y por esta razén, no pueden ser caracterizadas mediante la
determinacidn del fenotipo. Ademas, esta técnica no es capaz de identificar los alelos nulos y

las variantes nuevas (Figura 17).
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Figura 17. Fenotipos y sus respectivos niveles de alfa-1-antitripsina (AAT) medidos por nefelometria. En
cada carril aparece el fenotipo y los niveles de AAT obtenidos para un individuo diferente. En los carriles
1-7 el fenotipo concuerda con la concentracion de AAT obtenida. Sin embargo, en los carriles 8 y 9 se
observa un patréon fenotipico normal MM, pero niveles de AAT deficitarios. Estas muestras fueron

caracterizadas como M/Mmalton y M/QOmattwal?®,

1.2.4.4 Determinacion del genotipo de AAT

El genotipado de AAT se realiza mediante dos técnicas diferentes. Por un lado, el genotipado
alelo-especifico de las variantes deficitarias comunes Sy Z, y por otro lado, la secuenciacion del
gen SERPINAL.

Para ambas técnicas de genotipado, generalmente se utiliza acido desoxirribonucleico (ADN)
procedente de sangre total. Sin embargo, también es posible utilizar ADN extraido a partir de
muestra de DBS'Y,

Existen diversas alternativas para efectuar el genotipado alelo-especifico!8119120

, pero uno de
los métodos mas utilizados consiste en la deteccidn de los alelos S y Z mediante PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) a tiempo real y andlisis de curvas de melting**. Esta técnica se
basa en la deteccién de la fluorescencia emitida por unas sondas unidas al ADN y permite la

discriminacidn entre los distintos alelos de un mismo gen. Las sondas utilizadas son las sondas

FRET (fluorescence resonance energy transfer)*?.,
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Las sondas de hibridacidn tipo FRET son las utilizadas en el sistema LightCycler de Roche
utilizado en nuestro laboratorio para la deteccion de las variantes S y Z. Para cada una de estas
variantes, existe una pareja de sondas FRET que consisten en dos oligos de cadena sencilla
unidos a un fluorocromo diferente, siendo una de las sondas de cada pareja complementaria a
la regidn donde se encuentra la mutacidn de interés. Para realizar la discriminacion alélica
utilizando estas sondas, las muestras ya amplificadas se someten a un aumento progresivo de
temperatura durante el cual se registra la emisién de fluorescencia. A medida que las sondas
se separan de su secuencia especifica, la fluorescencia va decayendo. La relacidon entre
fluorescencia y temperatura se denomina curva de melting y la derivada negativa de esta
misma relacidn (-dF/dT), se denomina pico de melting. El andlisis de las curvas o picos de
melting hacen posible la identificacién de los alelos Sy Z.

Esta técnica es rapida, facil de automatizar, muy sensible y puede adaptarse para la detecciéon
especifica de variantes deficitarias menos frecuentes, pero comunes en la poblacién. Sin
embargo, este tipo de genotipado sélo informa de la presencia o ausencia de los alelos

estudiados (Figura 18).
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Figura 18. Picos de melting obtenidos mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) a tiempo real
y sondas FRET (fluorescence resonance energy transfer) para la deteccion de las variantes S y Z. (A)
Deteccidon de la variante S y los diferentes genotipos posibles: (1) Homocigoto mutado S/S; (2)
Heterocigoto S/no S; (3) Homocigoto no mutado no S/no S. (B) Deteccion de la variante Z y los
diferentes genotipos posibles: (1) Homocigoto mutado Z/ Z; (2) Heterocigoto Z/no Z; (3) Homocigoto no

mutado no Z/no 73,
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El analisis molecular del gen SERPINA1 es el método de referencia para la identificacion de
variantes alélicas poco frecuentes, variantes nulas o la caracterizacion de nuevas
variantes!?2123124 Esta técnica consiste en el estudio completo de los 4 exones codificantes del
gen que codifica la AAT. Cuando la secuenciacién de estos fragmentos no es suficiente para
caracterizar una variante y por tanto obtener resultados definitivos, también se analizan los
exones promotores y las regiones intrdnicas proximales a los exones, cuyos cambios pueden
estar asociados a errores de maduracion del ARNm®2,

La secuenciacién consiste en una amplificacién de las regiones de interés mediante la técnica
de PCR seguida de una secuenciacién Sanger de los productos de la PCR (Figura 19).

El uso de esta metodologia ha permitido evidenciar una mayor prevalencia de la esperada de
las variantes deficitarias raras y nulas®. Sin embargo, la secuenciacién presenta mdltiples
pasos manuales, lo que se requiere tiempo y encarece la técnica, haciendo que no esté
disponible en todos los laboratorios.

Generalmente, para realizar el genotipado mediante secuenciacién se requiere una muestra
adicional de sangre total, ya que para llevar a cabo los primeros pasos del diagndstico del
DAAT (cuantificacion de AAT y fenotipo) se necesita muestra de suero o plasma. Esto genera
un retraso importante en el diagndstico, ya que en ocasiones la nueva extraccion de sangre

total se retrasa o incluso nunca se llega a realizar!?’,
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Exén

M/M
TATCTTCTITCTCCCCAGTGAGC

Ao

M/Mmalton
ACCAATATCTTICTTCCCCCCG :

Exén V

M/QOmattawa
CATGTTTTTTAAAGGCATTCCCC

Figura 19. Genotipado mediante secuenciacion. Fragmentos de la secuencia del gen SERPINAI
correspondientes a los exones Il y V. El panel superior corresponde a un genotipo MM, mientras que en
el panel central se observa la misma regidn pero con la mutacién Mmalton (delecién de un triplete TTC

en la posicién aminoacidica 52) situada en el exdn Il del gen. El panel inferior corresponde a la variante

QOmattawa (insercidn de una T en la posicién aminoacidica 353) situada en el exén V del gen'®,

1.2.5 Infradiagnastico del déficit de alfa-1-antitripsina

A pesar de estar clasificado como una enfermedad rara, el DAAT es el desorden hereditario
mas frecuente diagnosticado en adultos!®. Sin embargo, a nivel global, se estima que menos
del 10% de los individuos afectados han sido diagnosticados, evidenciando que el DAAT estd
considerablemente infradiagnosticado’®%¢, Entre los individuos diagnosticados, los estudios
muestran que la mayoria de estos diagndsticos se han retrasado entre 5-7 afos, periodo
durante el cual el paciente suele consultar diversos profesionales médicos'?’*?8, Existen
diversas razones que explican el desconocimiento del DAAT por la comunidad médica. Por un

lado, muchos médicos desconocen que ciertas enfermedades pulmonares o hepaticas pueden
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ser debidas al DAAT. Por otro lado, muchos sujetos con DAAT grave no desarrollan una
disminucién de la funcién pulmonar o no presentan sintomas clinicos'.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) vy la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia
Tord4cica (SEPAR) recomiendan que todos los individuos con EPOC deben ser analizados para el
DAAT, al menos una vez en la vida, mediante la cuantificacion de la proteina'®. Las guias de
ATS/ERS recomiendan testar a todos los adultos sintomaticos con obstruccidn persistente de
las vias aéreas, como EPOC, enfisema o asma con una obstruccién del flujo aéreo no
completamente reversible, individuos con enfermedad hepdtica de etiologia desconocida y
adultos con paniculitis o vasculitis®*3°,

La importancia de la deteccién temprana del DAAT se basa en poder promover intervenciones

especificas como cese tabaquico®*!3?

, tratamiento de los sintomas del enfisema vy
agudizaciones, estudios familiares, consejo genético y en los casos que esté indicado, iniciar un
tratamiento sustitutivo. Por todo esto, la evolucion de las técnicas de diagndstico de
laboratorio del DAAT y el uso de un algoritmo de diagndstico adecuado, juegan un papel muy
importante en la expansién de los programas de deteccidn del DAAT. El infradiagndstico de la
enfermedad, asi como el desconocimiento de la frecuencia de las variantes raras en la
poblacién, revelan la necesidad de desarrollar técnicas mas rapidas, sensibles y coste-efectivas

que permitan el andlisis de un mayor nimero de muestras!*® y conocer la frecuencia real e

impacto en la poblacidn de todas las variantes deficitarias.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

1. La variante Mmalton es la variante rara que con mayor frecuencia se asocia a un DAAT grave
en la poblacidn espafiola. Esta variante, al igual que muchas otras variantes raras, suele quedar
indetectada debido que requiere de la aplicaciéon de la técnica de secuenciacion para su

correcta caracterizacion, la cual no esta disponible en todos los laboratorios.

2. Es necesario el desarrollo de técnicas de caracterizacion molecular mas sencillas que la
secuenciaciéon y que puedan ser utilizadas en todos los laboratorios y asi evitar el

infradiagndstico de la variante Mmalton.

3. La determinacidn alelo-especifica mediante PCR a tiempo real con sondas FRET y curvas de
melting puede ser una técnica que cumpla con las condiciones necesarias para la deteccidn de

la variante Mmalton en la practica asistencial habitual.

4. La incorporacidén de esta técnica en el algoritmo de diagndstico empleado en el laboratorio,
debe permitir una correcta identificacién de todos los individuos portadores del alelo Mmalton

cuyas muestras lleguen al laboratorio.

5. La utilizacién de un Unico tipo de muestra durante la realizacion del algoritmo de
diagndstico del DAAT evitaria los retrasos ocasionados cuando se necesita realizar el

genotipado por secuenciacion.

6. La muestra de suero empleada en los primeros pasos del diagndstico del DAAT podria ser
utilizada para realizar la secuenciacién y asi se reduciria en gran medida el tiempo necesario

para la obtencidn de resultados definitivos.
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7. El uso de muestras poco invasivas y de fécil envio a los laboratorios de referencia, como las
muestras de DBS o de frotis bucal, facilitaria el establecimiento de cribados poblacionales o
estudios familiares, permitiendo detectar el mayor nimero posible de individuos con DAAT

para poder tomar las medidas preventivas o terapéuticas necesarias en cada caso.

2.2 Objetivos

1. Disefio de cebadores y sondas FRET especificas para la deteccién del alelo Mmalton

mediante PCR a tiempo real y curvas de melting (genotipado alelo-especifico).

2. Estudio de la aplicabilidad de la técnica de genotipado alelo-especifico de la variante

Mmalton utilizando muestras de sangre total, DBS y suero.

3. Incorporacién de la técnica de genotipado alelo-especifico de la variante Mmalton en el
algoritmo de diagndéstico empleado por el laboratorio y estudio de la utilidad de este nuevo

algoritmo en la deteccidn de esta variante.

4. Adaptacién de las técnicas de genotipado alelo-especifico y genotipado mediante

secuenciacion con el fin de utilizar muestras de suero y frotis bucal.
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3 RESULTADOS

Los resultados de esta tesis estan desarrollados en las siguientes tres publicaciones:

Estudio 1:

Belmonte |, Montoto L, Miravitlles M, Barrecheguren M, Esquinas C, Rodriguez E, Giralt
M, Rodriguez-Frias F. Rapid detection of Mmalton al-antitrypsin deficiency allele by real-
time PCR and melting curves in whole blood, serum and dried blood spot samples. Clinical

Chemistry and Laboratory Medicine. 2016 Feb; 54(2):241-8. PMID: 26154193

Estudio 2:

Belmonte |, Barrecheguren M, Lopez-Martinez RM, Esquinas C, Rodriguez E, Miravitlles
M, Rodriguez-Frias F. Application of a diagnostic algorithm for the rare deficient variant
Mmalton of alpha-1-antitrypsin deficiency: a new approach. International Journal of Chronic

Obstructive Pulmonary Disease. 2016 Oct; 11:2535-2541. PMID: 27877030

Estudio 3:

Belmonte |, Barrecheguren M, Esquinas C, Rodriguez E, Miravitlles M, Rodriguez-Frias F.
Genetic diagnosis of al-antitrypsin deficiency using DNA from buccal swab and serum

samples. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2017 Jan. PMID: 28107169
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3.1 Estudio 1: Rapid detection of Mmalton al-antitrypsin deficiency allele by real-

time PCR and melting curves in whole blood, serum and dried blood spot samples

3.1.1 Introduccion

La variante Mmalton (Phe52del), junto con la variante | (Arg39Cis), son los alelos de la AAT
deficientes raros mas frecuentes en la poblacidon espafiola®. Mientras que la variante | causa
un DAAT moderado, similar al alelo S (Glu264Val), la variante Mmalton provoca un déficit
grave, similar al alelo Z (Glu342Lys). La variante Mmalton presenta un patrén fenotipico similar
a la variante normal M, por lo que, al igual que muchas otras variantes raras, es dificil o incluso
imposible de caracterizar mediante las técnicas de diagndstico habituales como Ia
cuantificacidn de AAT en suero y el fenotipado mediante isoelectroenfoque. Para una correcta
caracterizacién de estas variantes, son necesarias técnicas de biologia molecular como la
secuenciacién. Sin embargo, esta metodologia requiere multiples pasos manuales, lo que
aumenta el tiempo necesario y el coste de esta técnica y hace que no sea accesible para todos
los laboratorios asistenciales. Este hecho ha contribuido durante afos a la clasificacion errénea
de la variante Mmalton y con ello a su infradeteccidn, al igual que ha ocurrido con otras
muchas variantes raras, con la consecuente subestimacidn de sus prevalencias reales en la
poblacion.

Una alternativa a la secuenciacién para la deteccidén de estas variantes raras podria ser la
adaptacion del método de genotipado alelo-especifico cominmente empleado en los cribados
poblacionales para la deteccién de las variantes deficientes comunes S y Z. Esta técnica
consiste en una PCR a tiempo real utilizando sondas FRET especificas y un posterior andlisis de
las curvas de melting obtenidas.

Asi mismo, seria interesante para facilitar la implementacion asistencial de la técnica, aplicar
esta metodologia rdpida a otros tipos de muestra con el fin de disminuir sensiblemente el

procesado preanalitico que conlleva. Un tipo de muestra util es la muestra de suero, ya que es
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la que se utiliza habitualmente en la cuantificacion de los niveles de AAT mediante
nefelometria o turbidimetria, asi como para los estudios del fenotipo de AAT mediante
isoelectroenfoque. En este mismo sentido, seria util la aplicacion de este método de estudio
genotipico de la variante Mmalton en muestras de DBS para su uso en protocolos de cribado
poblacional con muestras procedentes de puntos alejados de los laboratorios donde se

disponga de esta metodologia.

3.1.2 Hipétesis

Para una correcta caracterizacidn de las variantes raras de la AAT es necesaria la utilizacién de
una metodologia mas rapida, sensible y coste-efectiva que permita el analisis de un mayor
numero de muestras en un tiempo reducido y asi, poder realizar un diagndstico preciso y llegar

a conocer la verdadera incidencia e impacto de estas variantes en la poblacion.

3.1.3 Objetivos

El objetivo primario de este estudio fue el disefio de sondas especificas FRET para la deteccion
del alelo Mmalton mediante PCR a tiempo real y curvas de melting. Como objetivos
secundarios, se testd la aplicabilidad de la técnica utilizando ADN procedente de muestras de

DBS y ADN circulante procedente de suero.

3.1.4 Material y Métodos

Para el disefio de la técnica se utilizaron muestras de sangre total y DBS de 3 individuos
previamente caracterizados mediante secuenciacion y genotipados como Mmalton/M,
Mmalton/S y Mmalton/Z. Como controles de especificidad de la técnica se utilizaron muestras
de sangre total y DBS de 10 genotipos diferentes: M/M, M/S, M/Z, S/Z, S/S, Z/Z,
M/QOmattawa (Leu353Phe), M/I, M/Plowel (Asp256Val) y M/Mvalld’hebron (Pro369Ser). Para
la obtencién de un control positivo que permitiera establecer el patrén de curvas de melting,
se clond una muestra Mmalton/M. Tras este proceso, se obtuvieron 20 clones, 7 Mmalton y 13

M. Estos genotipos que se establecieron mediante la secuenciacién Sanger de un fragmento
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del exdn Il del gen de la AAT donde se encuentra la mutacién Mmalton. Para el proceso de PCR
a tiempo real se disefiaron cebadores que flanqueaban un fragmento de 171 pb. Las sondas
FRET fueron disefiadas para hibridar de forma especifica con la mutacidn causante del alelo
Mmalton, es decir, una de las sondas contenia en su secuencia la delecidn del triplete TTC, de
esta forma la curva de melting generada por el alelo Mmalton debia observarse a una
temperatura superior a la curva de melting de cualquier otra variante no Mmalton (Figura 20).
Una vez puesta a punto la técnica, se incorpord en el algoritmo de diagndstico empleado por el
laboratorio. De esta forma, se analizaron 12 muestras de fenotipo M/M vy niveles deficitarios
mediante la nueva técnica, empleando muestra de sangre total, DBS y suero de cada una de

ellas.

(A) Ausencia de Mmalton  ...CCA GCTGGCACACCAGTCCAACAGC A CCAATATCTTCTTCTCCCCAGTGAG CAT...
111 xxx
GCTGGCACACCAGTCCAACAGC CCAATATCTTC --- TCCCCAGTGAG
L )

Y
Sondas FRET

(B) Presencia de Mmalton ...CCA GCTGGCACACCAGTCCAACAGC A CCAATATCTTCTCCCCAGTGAG CAT...
111

GCTGGCACACCAGTCCAACAGC CCAATATCTTCTCCCCAGTGAG
L J

T
Sondas FRET

Figura 20. Representacion de un fragmento de la secuencia estudiada y las sondas FRET empleadas para
la deteccidn del alelo Mmalton mediante PCR a tiempo real y curvas de melting. (A) En ausencia de la
variante Mmalton existe un desapareamiento entre la secuencia estudiada y la sonda FRET especifica de
la mutacién. (B) En presencia de la mutacion Mmalton existe total complementariedad entre la

secuencia estudiada y la sonda FRET especifica de la mutacidn.

3.1.5 Resultados

En el caso de los 3 individuos heterocigotos Mmalton/M, Mmalton/S y Mmalton/Z se observo
una total concordancia entre los resultados obtenidos mediante la técnica de secuenciacion y
la nueva técnica de genotipado del alelo Mmalton. El mismo resultado se observé tras el

analisis de las 10 muestras de DBS empleadas como controles de especificidad. Las curvas de

41



| Resultados

melting muestran la relacién entre fluorescencia y temperatura, y la derivada negativa de esta
misma relacién (-dF/dT), se denomina picos de melting y da lugar a unos resultados mas féciles
de interpretar que las curvas de melting. De este modo, las muestras heterocigotas para el
alelo Mmalton mostraron dos picos de melting, uno a 50°C y otro a 62°C, mientras que las 10
muestras de DBS sin el alelo Mmalton mostraron un Unico pico a 50°C. Por tanto, el pico a 62°C
indica la presencia de la variante deficitaria Mmalton y el pico a 50°C indica la ausencia de ésta
(Figura 21). Este patrén se correspondia con la prevision de un pico de melting a mayor
temperatura para los alelos Mmalton, debido al disefio de la sonda especifica para la
mutacion. Los 20 clones obtenidos fueron analizados mediante la nueva técnica de genotipado
y los 7 clones Mmalton mostraron un solo pico a 62°C, mientras que los 13 clones M
mostraron un pico a 50°C. Una vez incorporada esta nueva técnica en el algoritmo de
diagnostico del laboratorio, las 12 muestras deficitarias pero con fenotipo M/M fueron
analizadas mediante esta metodologia. Los resultados obtenidos fueron los mismos utilizando
los tres tipos de muestras empleados (sangre total, DBS y suero). Cinco de las muestras
mostraron ambos picos a 50°C y 62°C y las 7 muestras restantes presentaron un solo pico a
50°C. Tras la secuenciacidon de la mismas, resultaron ser 5 heterocigotas Mmalton/M y 7 no

portadoras del alelo Mmalton (5 M/M, 1 M/Mvalld’hebron y 1 M/QOmattawa).
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Figura 21. Picos de melting obtenidos mediante PCR a tiempo real y sondas FRET para la deteccion de la
variante Mmalton. Los diferentes genotipos obtenidos fueron: (A) Ausencia del alelo Mmalton; (B)

Presencia del alelo Mmalton en homocigosis; (C) Presencia del alelo Mmalton en heterocigosis.

Los resultados muestran la utilidad de la técnica de PCR a tiempo real y curvas de melting para
la caracterizacion una variante deficitaria de dificil deteccidn en los laboratorios asistenciales.
Ademas, esta tecnologia permite trabajar con pequefias cantidades de ADN como las
obtenidas en las muestras de DBS o en las muestras de suero.

Como conclusidn final de este estudio, se puede afirmar que la metodologia de PCR a tiempo
real con curvas de melting permite detectar variantes deficitarias poco frecuentes en
laboratorios asistenciales, incluso con el mismo tipo de muestra que se utiliza para los demas
estudios habituales de este déficit, constituyendo una herramienta muy potente para conocer
la incidencia real de estas variantes de baja frecuencia, al menos asi consideradas hasta ahora,
en la poblacién general. Asi mismo, la facilidad y efectividad del procesado de muestras de DBS
capacita a esta metodologia para su uso en estudios poblacionales, abarcando incluso

poblaciones alejadas de los centros hospitalarios y laboratorios.
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3.1.6 Manuscrito completo
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Abstract

Background: o, -Antitrypsin deficiency (AATD) is an auto-
somal codominant disorder associated with a high risk
of developing lung and liver disease. The most common
deficient alleles are known as Z and S. However, another
deficient variant, called Mmalton, which causes a defi-
ciency similar to variant Z, is considered to be the second
cause of severe AATD in Spain. Nevertheless, the Mmalton
allele is not recognizable by usual diagnostic techniques
and therefore, its real prevalence is underestimated. We
describe a rapid real-time PCR and melting curves assay
designed for the detection of Mmalton AATD.

Methods: We tested the applicability of this new tech-
nique for the identification of the Mmalton allele in AATD
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screening using whole blood, dried blood spot (DBS) and
serum samples. Mmalton heterozygote and homozygote
samples and samples without this allele were included in
the study.

Results: This new assay is able to detect homozygous and
heterozygous genotypes in the same reaction and in a
single step, giving matching results with those obtained
by SERPINA1 gene sequencing.

Conclusions: This technology is optimal for working
with small amounts of DNA, such as in DBS and even
with residual DNA present in serum samples, allowing
improvement in routine algorithms of AATD diagnosis
or large-scale screening. This method will be useful for
obtaining more in depth knowledge of the real incidence
of the Mmalton variant.

Keywords: o -antitrypsin deficiency; dried blood spot;
FRET probes; melting curves; Mmalton variant.

Introduction

Human o -antitrypsin (AAT) is a member of the Serpin
(Serin Proteases Inhibitor) superfamily and is a secre-
tory protein mainly produced by the liver, being the most
abundant circulating serum antiprotease [1]. AAT, also
known as o, protease inhibitor (c.-PI), shows a broad
spectrum of antiserine-protease activities, including
the inhibition of free elastase from neutrophils, but also
has antioxidant, anti-inflammatory, anti-infectious and
immunomodulation effects [2, 3]. AAT is encoded by
the SERPINAI gene (PI locus: 14q32.1) which is organ-
ized into three non-encoding exons (1A, 1B and 1C) and
four encoding exons (2-5) [4]. Despite its small size
(394 amino-acid), AAT is a highly polymorphic protein
with over 120 variants, including at least 60 deficiency
alleles [5]. a-l-antitrypsin deficiency (AATD) is a heredi-
tary autosomal disorder characterized by low circulating
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AAT levels 35% (or 0.5 g/L) below the normal value as
the consequence of mutations in the SERPINAI gene.
These mutations are associated with the misfolding
of AAT molecules promoting the production of intra-
hepatic AAT polymers which can cause cell stress and
liver damage [6]. Moreover, as a result of polymerization/
retention into hepatocytes, the concentration of AAT
in blood and tissues is reduced, being associated with
lung tissue damage and emphysema due to uncontrolled
elastase activity [5].

Normal alleles are most commonly M subtypes,
which account for 95% of the gene variants. The most
common deficient alleles are PI S (rs17580: c.863A>T;
p.Glu264Val), with a prevalence of 5%-10% in Cauca-
sians and PI Z (rs28929474; c.1096G>A; p.Glu342Lys),
with a prevalence of 1%-3% [7]. PI1 S and PI Z alleles are
associated with reduced serum levels of AAT of up to 40%
and 10%-20%, respectively. Therefore, the PI Z allele is
related to severe deficiency and is the phenotype most
often associated with lung and liver disease [8]. More
than 95% of individuals with severe deficiency have the
PI ZZ genotype. Non-S and non-Z deficient variants are
called “rare” because of their low frequency. In a retro-
spective review of AATD studies performed in our labo-
ratory, a remarkably high frequency of the deficient PI 1
and PI Mmalton alleles was observed, together account-
ing for 54% of all rare AAT variants in Spain (34% for
PI I and 20% for PI Mmalton) [9]. While the PI I variant
causes moderate AATD (60%-70% of normal level), from
a clinical point of view, the PI Mmalton variant mimics
the PI Z clinical phenotype [10]. This last mutation has
been detected in many countries [9]. For example, in
Central and Southern Italy (particularly in Sardinia), the
PI Mmalton and the PI Mprocida (Leu41Pro) variants are
more prevalent than PI Z [10]. The PI Mmalton variant
consists of the deletion of an entire TTC codon in exon II,
and subsequent deletion of the Phe51 or Phe52 residue of
the mature protein [11].

The current approach to laboratory diagnosis of AATD
involves the use of a combination of serum AAT measure-
ment and phenotype characterization by isoelectric focus-
ing (IEF) or the usual allele-specific genotyping assay
included in large-scale screening programs for detecting
PI S and PI Z alleles [12]. Nevertheless, most rare variants
are difficult or even impossible to detect with the above
methods, which may have contributed to a misclassifica-
tion of many of these cases, with the subsequent underes-
timation of their true frequency. Most of these alleles can
only be detected by molecular biology techniques, such
as exonic sequencing of SERPINAI gene, which is not
available in all routine laboratories [13]. In this sense, PI
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Mmalton is characterized by a normal isoelectrophoretic
pattern (M-Like variant) [14]. Thus, the characterization
of this variant as part of routine laboratory algorithms for
AATD diagnosis is not possible using an isoelectropho-
retic pattern, making application of molecular methods
for the identification of this variant, such as Southern blot
hybridization [11], denaturing gradient gel electrophoresis
[15], DNA haplotypes [16] and SERPINA1 sequencing man-
datory. Nonetheless, this methodology is time consuming
and requires multiple manual steps and is not available
in most routine laboratories. Therefore, a more suitable,
rapid, and sensitive method is necessary to obtain in
depth knowledge of the real incidence and impact of this
variant in AATD.

In this paper we describe the design of specific
fluorescence resonance energy transfer (FRET) probes
for the detection of the PI Mmalton variant by real-time
PCR and melting curves analysis using the LightCycler
analyzer. This technique allows DNA amplification and
simultaneous detection and documentation of genetic
polymorphisms. We tested its applicability for the iden-
tification of the PI Mmalton allele in AATD screening
with dried blood samples (DBS). In addition, we deter-
mined its possible utility in the molecular detection of
this variant in residual DNA of serum samples used for
AAT levels quantification and the IEF technique, which
would allow its direct implementation in routine AATD
studies.

Materials and methods
Clinical samples

Individuals with severe AATD were recruited from the departments
of Biochemistry and Pneumology of the Vall d’'Hebron University
Hospital (Barcelona, Spain). The study was approved by the Ethi-
cal Committee Board and informed consent was obtained from all
patients for the genetic analyses. The study was conducted in accord-
ance with the principles of the Declaration of Helsinki, Guidelines
for Good Clinical Practice and in full conformity with relevant regula-
tions.

For the design of the technique, EDTA (ethylenediaminetet-
raacetate) whole blood and DBS samples were obtained from three
related individuals characterized by IEF as MM, MS and MZ, but with
clearly low serum AAT levels: 0.75, 0.45 and 0.32 g/L, respectively. In
the three cases the determination of the AAT genotype was carried
out with an exonic sequencing of SERPINAI gene in DNA isolated
from whole blood as described below.

DNA sequence analysis showed that three individuals were het-
erozygous for the PI Mmalton allele (Mmalton/M, Mmalton/S and
Mmalton/Z, respectively), which had previously been wrongly char-
acterized as a normal M allele.
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In addition, we used 10 DBS and whole blood samples from
individuals with an AAT genotype with alleles different from the PI
Mmalton variant (M/M, M/S, M/Z, S/Z, S/S, Z/Z, M/Null Mattawa,
M/1, M/Plowel and M/Mvalld’hebron) as specificity controls of the
new technique.

All DBS samples processed in this study were spotted from
whole blood samples obtained by venopuncture. The drops of blood
were applied to the AlphaKit/DBS filter paper (Grifols, Barcelona,
Spain) which were then left to dry at room temperature.

DNA extraction

DNA extraction from EDTA whole blood and serum samples were per-
formed using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
and DNA from DBS was obtained using a previously described
protocol [17].

Exonic sequencing of SERPINA1 gene

This method consists of the amplification of DNA extracted by PCR
followed by Sanger automated sequencing of the PCR products. This
determination requires a complete study of the DNA sequences of the
four encoding exons of the SERPINA1 gene. We used the same prim-
ers for both PCR and sequencing methods and these are shown in
Table 1 (GeneBank accession n.K02212).
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Obtaining homozygous Pl Mmalton

To obtain a positive control for genotyping with real-time PCR and
melting curves, molecular cloning was performed from a sample
of EDTA whole blood corresponding to a Mmalton/M heterozygote
individual, previously characterized by SERPINAI sequencing. A
fragment of 450 bp of the second AAT exon (nucleotide 7251-7700)
was amplified by PCR and cloned using the Zero Blunt TOPO PCR
Cloning Kit (Invitrogen, Carlshad, CA, USA). The clones obtained
were sequenced following the same procedure as that used with
clinical samples. The nucleotide numbering corresponds to the
human AAT gene sequence obtained from the Gene Bank (Acces-
sion no. K02212).

Design of the primers and FRET probes

SERPINA1 genotyping was performed in the LightCycler 2.0 analyzer
(Roche Diagnostic, Mannheim, Germany), which achieves rapid real-
time PCR. This thermal cycler detects mutations by analysis of the
melting point of one of the two adjacent fluorescently labeled probes.

A schematic representation of oligonucleotide primers, FRET
probes and the sequence used for genotyping the PI Mmalton allele
is shown in Figure 1. Primers were designed to flank a region of 171
bp of the second SERPINAI gene exon: Serpina 1S: 5-TTCAACAA-
GATCACCCCCAACC-3’ (nucleotide 7454-7475) and Serpina 1A: 5’-GCC-
CTCCAGGATTTCATCGTG-3" (nucleotide 7604-7624). FRET probes

Table 1: Primers sequence, position and annealing temperature for PCR and exonic sequencing of SERPINA1 gene.

Exon Sequence Position Annealing

temperature, °C

2 18Fw: 5" GATCACTGGGAGTCATCATGTGC 3" 7251-7273 54
18Rv: 5" GGTTGAGGGTACGGAGGAGT 3’ 7681-7700
19Fw: 5’CCAAGGCTGACACTCACGAT 3° 7590-7609
19Rv: 5’AGGAGAGTTCAAGAACTGATGGTT 3 8021-8044

3 3Fw: 5" TTCCAAACCTTCACTCACCCCTGGT 3 9362-9386 60
3Rv: 5" CGAGACCTTTACCTCCTCACCCTGG 3' 9889-9913

4 4Fw: 5" CCCAGAAGAACAAGAGGAATGCTGT 3/ 10882-10906 54
4Rv: 5" CATTCTTCCCTACAGATACCATGGT 3’ 11114-11138

5 5Fw: 5" TGTCCACGTGAGCCTTGCTCGAGGC 3’ 11841-11865 54

5Rv: 5" GACCAGCTCAACCCTTCTTTAATGT 3"

12155-12179

171 bp

TTCAACAAGATCACCCCCAACC CCA GCTGGCACACCAGTCCAACAGC A CCAATATC TTC TTC TCCCCAGTGAG CAT CACGATGAAATCCTGGAGGGC
//// | ik B
{ GCTGGCACACCAGTCCAACAGC-FL | | LC640-CCAATATC TTC TCCCCAGTGAG-PH
v Anchor FRET probe Sensor Del FRET probe: Mutant sequence l
| TTCAACAAGATCACCCCCAACC GCCCTCCAGGATTTCATCGTG

Primer Serpina 15

Primer Serpina 1A

Figure 1: Representation of sequence, primers and FRET probes employed in this study.
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hybridize very close together and were: Anchor: 5-AGCTGGCACAC-
CAGTCCAACAGC-3’ (nucleotide 7506-7528) labeled with fluorescein
at the 3’ end and Sensor Del: 5-CCAATATCTTCTCCCCAGTGAG-3
(nucleotide 7530-7554) labeled at the 5" end with red fluorophore
LC640. This last probe hybridizes over the mutation position and
matches perfectly with the mutated sequence (deletion of an entire
TTC codon). The theoretical melting temperatures of the primers
and probes (Tms), possible oligonucleotide dimers formation, and
self-complementarity, were calculated using the Oligo Analyzer 3.1
(Integrated DNA Technologies).

Real-time PCR conditions

The reaction was conducted at a final volume of 20 pL containing
2 mM MgCl,, 0.5 uM of each primer, 0.2 uM of each FRET probe, 2 uL
of LightCycler Fast Start DNA Master Hybridization probe mix (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) and 5 puL of genomic DNA. The
PCR program was run as follows: an initial denaturation step of
95 °C for 10 min, 45 cycles of denaturation at 95 °C for 5 s, anneal-
ing at 54 °C for 10 s and extension at 72 °C for 15 s. After amplifica-
tion, melting curves were generated by denaturation at 95 °C for 20 s,
maintaining the sample at 40 °C for 20 s and slow heating the sam-
ple at 85 °C. Fluorescent measurements were recorded during each

AAT levels

pd N
>120 mg/dL <120 mg/dL
Results are ‘

considered definitive

AAT phenotype (IEF)
/ AN

A N
%4 N
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annealing step and continuously during the heating of melting step.
Fluorescence was measured at a wavelength of 640 nm.

LightCycler software converts melting curves into melting peaks
which allows both normal and mutated alleles to be easily distin-
guished by melting temperatures.

New diagnostic algorithm

Following its design and evaluation, this technology was included
in the diagnostic algorithm of AATD (Figure 2), as follows: AAT lev-
els were determined, and in cases with concentrations <1.2 g/L, the
phenotype was determined by IEF. If AAT values were in accordance
with the phenotype observed, the laboratory results were considered
definitive [13]. However, if AAT levels did not correspond with the
phenotype, the AAT genotype was determined by an allele-specific
genotyping assay for the S and Z variants, the new real-time PCR
technique for detection of the P Mmalton allele and exonic sequenc-
ing of SERPINAL.

During a period of 6 months, 12 patients with a normal (MM)
phenotype but with low AAT levels were analyzed by SERPINAI gene
sequencing (DNA samples obtained from EDTA whole blood) and the
new real-time PCR technique (DNA samples obtained from serum,
DBS and EDTA whole blood).

Levels are in accordance with
the observed phenotype

v

Values are not in accordance
with the observed phenotype

i

S, Z and Mmalton
Results are 3
: s allele-specific
considered definitive 2
genotyping assay
/ N
7 -

/

‘ S, Z or Mmalton
|

Results are
considered definitive

Figure 2: Proposed AATD diagnostic algorithm.

Non-S, Non-Z,
Non-Mmalton
|
)
AAT genotype is
determined by
coding exons

sequencing

v

Results are
considered definitive
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Results

Processing of clinical samples

In the case of the three related individuals with a PI
Mmalton allele (Mmalton/M, Mmalton/S and Mmalton/Z),
comparative sequencing analysis showed total concord-
ance between genotyping results obtained with this new
real-time PCR assay and the encoding exons sequenc-
ing method using DBS and EDTA whole blood samples.
In the melting curves analysis, the three individuals
showed both 50 °C and 62 °C melting peaks (all samples
were Mmalton heterozygous). There was also complete
concordance between the results of both SERPINAI gene
sequencing and real-time PCR using 10 DBS and whole
blood control samples without the PI Mmalton allele. All
samples showed a single melting peak at 50 °C.

Molecular cloning

We obtained 20 clones which were characterized by
exonic sequencing of SERPINAI gene: seven clones were
PI Mmalton homozygous and 13 clones did not have this
variant (normal variant). All the clones were analyzed by
the new real-time PCR and melting curves technique. After
melting curve analysis, the 13 clones with normal alleles
showed a melting peak at 50 °C, while the seven clones
with a mutated PI Mmalton allele showed a melting peak
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at 62 °C. The original sample genotyping (heterozygous)
showed peaks at 50 °C and 62 °C (Figure 3). These three pat-
terns were confirmed by sequencing (Figure 4). Hence, the
peakat 62 °C indicates the presence of the P Mmalton allele
and the peak at 50 °C indicates the absence of this allele.

Implementation of the diagnostics algorithm

Real-time PCR and melting curves methodology for detect-
ing the PI Mmalton variant was included in the diagnostic
algorithm of AATD (Figure 2). During the 6-month study
period, we detected 12 patients with the MM phenotype
and low AAT levels. Samples obtained from serum, DBS
and EDTA whole blood were analyzed by the new real-
time PCR technique, and we detected five Mmalton het-
erozygous individuals (showing peaks at both 50 °C and
62 °C). The genotypes of the remaining seven samples
were M/M, M/Mvalld’hebron and M/Null Mattawa. The
results were identical for the three types of samples, with
total concordance between this new technique and exonic
sequencing method. Patients’ AAT levels, phenotype,
sequencing analysis and melting curves output of all the
patients are shown in Table 2.

Discussion

Our results have shown that the new technique for the
detection of the PI Mmalton variant is rapid, specific, easy to

Melting peaks

—(d/dT) Fluorescence (640)

40 42 44 46 48 50 52 54 56

8 60 62 64 66 68 70 72

Temperature, °C

Figure 3: Melting peaks obtained by real-time PCR containing the different Pl Mmalton genotype profiles.
(A) Homozygous mutated sample, (B) heterozygous, (C) wild type sample.
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A Genotype Mmalton/Mmalton

CAATATGTTC|TCCCCAGTGAGCATC

N
B Genotype M/Mmalton

CAATATC TCCCCCCGAGGATCAT

C Genotype M/M

CAATATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATC

Figure 4: Results of exonic sequencing of SERPINA1 gene.
(A) Homozygous mutated sample, (B) heterozygous, (C) wild type
sample.

Table 2: Patients’ AAT levels, phenotype, sequencing analysis and
melting curves results.

Case AATlevels, Phenotype Sequenceanalysis Melting
no. g/L curves
1 1.00 M/M M/M N

2 0.86 M/M M/M N

3 0.77 M/M M/M N

4 0.72 M/M M/Null Mattawa N

5 0.71 M/M M/Mmalton H

6 0.86 M/M m/m N

7 0.89 M/M M/Mmalton H

8 0.87 M/M M/Mmalton H

9 0.94 M/M M/Mvalld’hebron N

10 0.64 M/M M/M N

11 0.72 M/M M/Mmalton H

12 0.60 M/M M/Mmalton H

Melting curves results: H, heterozygous Mmalton; N, no Mmalton
allele.

interpret and reproducible. Therefore, the implementation
of this method in our diagnostic algorithm may contribute to
the detection of new cases of this important deficient allele.
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Little is known about the epidemiology of the non-S
and non-Z deficient AAT variants, due to their low prev-
alence. A retrospective study performed in Barcelona
showed that among these variants, PI Mmalton repre-
sented 20% of cases [9]. In the present study, we found
five PI Mmalton alleles among 12 samples with the MM
phenotype and low AAT levels. Hence, this allele may
not be as rare as previously thought. The methodological
difficulties associated with routine assays are a common
problem in the study of rare alleles [18]. For this reason,
it would be of interest to develop standardized studies
to obtain conclusive data on the prevalence of rare AAT
variants, such as real-time PCR melting curves, currently
used in screening programs for the detection of S and Z
AAT variants. Moreover, this method could be used for
the study of the most prevalent rare variants in each
region.

The use of PCR plus DNA sequencing has become an
essential tool in research and diagnostic laboratories. Nev-
ertheless, this method requires a relatively large amount of
DNA and involves multiple manual steps, making it labor
intensive. Moreover, an additional whole blood sample is
required for exonic sequencing of SERPINAI gene when
there is discordance between AAT levels and the IEF phe-
notype pattern. This last fact represents an additional
invasive blood extraction and a significant delay in AATD
diagnosis. Therefore, simpler, faster and more automated
genotyping methods are needed for routine use and popu-
lation screening. These methods must be able to perform
AATD diagnosis in DBS and in serum samples used by the
routine AAT level determination and phenotyping.

Real-time PCR is now more rapid, sensitive and repro-
ducible and has a reduced risk of carry-over contamination
[19]. The combination of PCR technology using real-time
fluorescence and analysis of differences in the melting
temperatures of specific probes allows polymorphism
to be easily detected [20]. Among the different types of
probes available, the FRET probes are increasingly used in
many applications involving nucleic acid mutation analy-
sis. This technique is highly sensitive allowing the use of
DBS specimens as described previously by our group in a
study of the PI S and PI Z AAT alleles [17]. This approach
has been reported to be particularly useful for large-scale
population studies, in which samples from different areas
are sent to a central laboratory [21]. Blood collection on
filter paper requires a small amount of sample, is mini-
mally invasive and produces a specimen that is inexpen-
sive to ship and needs no special storage conditions. The
extremely high sensitivity of this technology, which is
able to study a very low amount of DNA recovered from
DBS samples, could potentially allow similar studies in
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residual DNA which remains in standard clinical serum
samples [22].

With this objective in mind, the present study reports
the development of a new qualitative fluorescent real-time
PCR assay to detect the Pl Mmalton AATD allele using spe-
cific FRET probes and DBS specimens and also standard
serum samples. Homozygous and heterozygous Mmalton
genotypes can be detected at the same time.

Therefore, this real-time PCR for PI Mmalton genotyp-
ing, together with real-time PCR for the PI S and PI Z vari-
ants, may contribute to the detection of a more complete
range of AATD variants and determine the real frequency
of the P Mmalton variant in different populations [23]. The
utility of this new technology in serum samples is also a
very interesting result of our study. In this sense, it should
be kept in mind that routine AATD studies (AAT levels
and IEF phenotyping) are performed in serum samples.
In the case of rare AATD variants not previously correctly
characterized by these standards studies, further molecu-
lar characterization of these variants requires new EDTA
whole blood samples and their genotyping by sequencing,
with the subsequent significant delay in the obtainment
of results. The results of our study using standard serum
samples have demonstrated the utility of this new meth-
odology in the molecular characterization of the rare defi-
cient PI Mmalton variant practically within the same time
as that of standard studies. This represents an important
improvement of the algorithm for in vitro AATD studies at
clinical level. In this sense, Snyder et al. [24] reported an
improved diagnostic algorithm that initially involves AAT
quantification and allele-specific genotyping, with IEF
used as a reflex test. In our proposed algorithm, the IEF
assay is used as the initial technique and allele-specific
genotyping acts as the reflex technology. Use of IEF before
genotyping enables detection of some rare AATD alleles
without the need to design costly allele-specific genotyp-
ing assays. For example, in the Spanish population, there
is a high frequency of P11, PI Mmalton, and PI Plowel rare
AAT variants [9]. The PI I and PI Plowel variants can be
detected by phenotyping, which is more cost-effective
than genotyping.

Widespread use of this real-time PCR technology in
DBS screening and routine AATD studies could demon-
strate the real prevalence of this rare variant, and may
even allow the clinical characterization of PI Mmalton
individuals who, to date, are not well characterized.
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3.2 Estudio 2: Application of a diagnostic algorithm for the rare deficient variant

Mmalton of alpha-1-antitrypsin deficiency: a new approach

3.2.1 Introduccion

El alelo Mmalton es la variante deficiente rara asociada a un DAAT grave mas frecuente en la
poblacién espafiola. Esta variante, al igual que muchas otras variantes diferentes a las
variantes deficitarias comunes S y Z, es dificil de caracterizar mediante las técnicas de
diagndstico habituales (concentraciones séricas de AAT vy fenotipo). Por ello, en el primer

estudio de esta tesis'®*

se ha desarrollado una técnica de PCR a tiempo real y curvas de melting
(genotipado alelo-especifico) para la deteccion rapida y especifica de la variante Mmalton y se
ha incorporado en el algoritmo de diagndstico. Esta técnica permite el uso de ADN procedente
de sangre total, asi como de muestras de DBS o suero, donde la cantidad de ADN es mucho
menor. En el algoritmo de diagndstico del laboratorio, cuando existe discordancia entre los
niveles de AAT y el fenotipo de un individuo, se realiza el genotipado alelo-especifico para las
variantes S, Z y Mmalton y si ninguna de estas variantes es detectada, se realiza la
secuenciacion exdnica del gen de la AAT. Para esta Ultima técnica se necesita ADN procedente
de sangre total o muestra de DBS. En ocasiones estas muestras no estan disponibles en el
laboratorio, ya que para los primeros pasos del diagndstico (niveles de AAT y fenotipo) se

emplea muestra de suero. Por lo que es necesario realizar una nueva extraccidn de muestra, lo

que genera un retraso significativo en el diagndstico o incluso la ausencia del mismo.

3.2.2 Hipétesis

La técnica de genotipado alelo-especifico basada en PCR a tiempo real y curvas de melting para
la deteccion de la variante Mmalton es dptima para trabajar con muestras de suero. De esta
forma, cuando existe una sospecha de la presencia de un alelo Mmalton, se puede realizar el
genotipado alelo-especifico de esta variante utilizando la misma muestra de suero empleada

en la cuantificacion de AAT y en el fenotipado.
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3.2.3 Objetivos
El objetivo principal de este estudio fue analizar la utilidad de la nueva técnica de genotipado
alelo-especifico para la detecciéon de la variante Mmalton tras su incorporacién en el algoritmo

de diagndstico de nuestro laboratorio.

3.2.4 Material y Métodos

Se realizé un estudio retrospectivo de los resultados obtenidos en todos los estudios de DAAT
llevados a cabo en el laboratorio durante un periodo de dos afios. En este estudio nos
centramos en la deteccidn del alelo Mmalton, por lo que todas las muestras con niveles de
AAT deficitarios y cuyo fenotipo presentaba uno o dos alelos M y ninguna otra variante
deficitaria que explicara el déficit, fueron analizadas mediante la técnica de genotipado alelo-
especifico de la variante Mmalton. En los casos en los que el alelo Mmalton no fue detectado,

se realizd la secuenciacién Sanger de los exones codificantes del gen de la AAT.

3.2.5 Resultados

Durante los 24 meses del estudio, un total de 273 muestras presentaron un DAAT y fueron
analizadas mediante fenotipo. Las muestras con uno o dos alelos M y niveles de AAT
discordantes con este fenotipo fueron analizadas mediante la técnica de genotipado del alelo
Mmalton. Se detectaron 49 muestras con estas caracteristicas, de las cuales 44 muestras
presentaban el fenotipo M/M y 5 el fenotipo M/S. En 9 de estas muestras, se detectd la
variante Mmalton de forma heterocigota. De estas 9 muestras, 8 fueron Mmalton/M y una
Mmalton/S. A partir de dos de estos individuos se realizaron dos estudios familiares. Cada
estudio incluyé dos individuos que se incorporaron al algoritmo de diagndstico. Esto permitié
la identificacidn de 4 casos adicionales con alelo Mmalton: 3 Mmalton/M y un Mmalton/S. De
las 40 muestras restantes con fenotipo M/M o M/S, niveles de AAT deficitarios y alelo

Mmalton sin identificar, 24 muestras fueron genotipadas mediante secuenciacion exdnica. Los
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resultados mostraron 22 casos M/M y 2 M/QOmattawa. Hubo 16 casos en los que no se pudo
obtener una nueva muestra de sangre total para completar el estudio.

De este estudio se puede concluir que la técnica de genotipado alelo-especifico para la
deteccién de la variante Mmalton aplicada a estudios asistenciales, resulta mas rdpida vy
econdmica que la secuenciacién. Un resultado adicional que consideramos de gran interés es
gue este genotipado por PCR a tiempo real y curvas de melting permite trabajar con la misma
muestra de suero empleada en los primeros pasos del diagndstico, evitando el significativo
retraso producido cuando la secuenciaciéon es necesaria. La incorporacion de la técnica de
genotipado alelo-especifico en el algoritmo de diagndstico permite la facil caracterizaciéon de

individuos Mmalton que, hasta la fecha, no estaban bien caracterizados.
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Background and objectives: Alpha-I-antitrypsin deficiency (AATD) is associated with a
high risk for the development of early-onset emphysema and liver disease. A large majority of
subjects with severe AATD carry the ZZ genotype, which can be easily detected. Another rare
pathologic variant, the Mmalton allele, causes a deficiency similar to that of the Z variant, but
it is not easily recognizable and its detection seems to be underestimated. Therefore, we have
included a rapid allele-specific genotyping assay for the detection of the Mmalton variant in
the diagnostic algorithm of AATD used in our laboratory. The objective of this study was to
test the usefulness of this new algorithm for Mmalton detection.

Materials and methods: We performed a retrospective revision of all AATD determinations
carried out in our laboratory over 2 years using the new diagnostic algorithm. Samples with a
phenotype showing one or two M alleles and AAT levels discordant with that phenotype were
analyzed using the Mmalton allele-specific genotyping assay.

Results: We detected 49 samples with discordant AAT levels; 44 had the MM and five the
MS phenotype. In nine of these samples, a single rare Mmalton variant was detected. During
the study period, two family screenings were performed and four additional Mmalton variants
were identified.

Conclusion: The incorporation of the Mmalton allele-specific genotyping assay in the diagnostic
algorithm of AATD resulted in a faster and cheaper method to detect this allele and avoided a
significant delay in diagnosis when a sequencing assay was required. This methodology can be
adapted to other rare variants. Standardized algorithms are required to obtain conclusive data
of the real incidence of rare AAT alleles in each region.

Keywords: rare variant, emphysema, genotyping, phenotyping, serum levels

Introduction

Alpha-1-antitrypsin deficiency (AATD) is an autosomal recessive disorder caused
by several mutations in the alpha-1-antitrypsin (AAT) gene (SERPINAI). The most
important clinical manifestations of AATD include COPD in adults and liver disorders
in children as well as in adults.' Liver disease is mediated by aggregation of misfolded
AAT molecules to polymers that accumulate within the hepatocytes.” This results ina
reduction in the circulating levels of AAT, an excess of neutrophil elastase (the main
substrate for AAT), and therefore, pulmonary tissue destruction. The SERPINA1 gene
is located on the long arm of chromosome 14 and is organized in three nonencoding
(Ia, Ib, and Ic) exons and four (II, I1I, IV, and V) encoding exons.® At least 120 vari-
ants of the SERPINA I gene have been identified, and these variants are codominantly
inherited and closely associated with specific serum AAT levels.
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The most common normal AAT allele is the M variant, and
the most frequent deficient variants in Caucasian populations
are Z(G/A, Glu342Lys) and S (A/T, Glu264 Val).** Neverthe-
less, several AAT alleles, other than the Z and S variants, are
associated with significantly reduced or absent serum AAT
levels. These deficient variants are called “rare”, with little
being known about their epidemiology and even less about
the associated clinical phenotypes.®* The Mmalton variant
is a rare deficiency variant that differs from the normal allele
by deletion of the entire codon (TTC) for the residue Phe at
position 51/52 (exon II). It is associated with severe AATD
and hepatic inclusions due to the formation of polymers™'’
and is characterized by a normal isoelectrophoretic pattern,'!
which may, at first, be confounded with an M protein.

In a retrospective review of AATD studies performed in
our laboratory, a remarkably high frequency of the deficient
I 'and Mmalton alleles was observed, which together account
for 54% of all the rare AAT variants in Spain (34% for I and
20% for Mmalton).” While the I variant causes moderate
AATD (60%—70% of normal level), the Mmalton causes a
deficiency similar to the Z allele and is also considered the
most common cause of severe AATD in Sardinia (Italy)* and
Tunisia,'>"* where it accounts for 60% and 35% of the rare
variants, respectively. Mmalton represents 8% of the rare
variants in Switzerland.”

The current laboratory testing for AATD involves the
determination of a combination of serum AAT levels, AAT
phenotyping by isoelectrofocusing (IEF), and an allele-
specific genotyping assay for detecting the most prevalent
deficiency alleles (Z and S).'* Nevertheless, most rare variants
can only be detected by molecular biology techniques, such
as genome sequencing, which is not available in all routine
laboratories."® Moreover, since Mmalton and other rare
variants are not easily recognizable, this may contribute to
misclassification of many of these cases, with the subsequent
underestimation of their true frequency.'® For this reason,
in our laboratory, we have recently developed a rapid real-
time polymerase chain reaction (PCR) and melting curves
assay designed for the detection of the Mmalton allele."”
This method detects the Mmalton mutation by analysis of
the melting point of one of the two adjacent fluorescently
labeled probes. This last probe hybridizes over the mutation
position and matches perfectly with the mutated sequence
(deletion of an entire TTC codon). This technology is optimal
for working with small amounts of DNA, such as dried blood
spot (DBS) samples and even with residual DNA present
in serum samples. This technology has been included in
the diagnostic algorithm of AATD used in our laboratory,

as follows: AAT levels are determined, and in cases with
concentrations <1.16 g/L," the phenotype is determined
by IEF. A specific range of AAT levels was established for
each of the major phenotypes;'* therefore, if AAT values are
in accordance with the phenotype observed, the laboratory
results are considered definitive. If AAT levels are not within
the range established for their phenotype and the phenotype
contains one or two M alleles, the Mmalton genotype is
determined by the allele-specific genotyping assay. In addi-
tion, S and Z alleles are determined by the allele-specific
genotyping method in order to test possible S and Z variants
not correctly characterized by phenotyping. If these variants
are not detected, exonic sequencing of the SERPINA 1 gene
is performed.'” This method consists of amplification of the
four encoding exons of the SERPINA gene by PCR followed
by Sanger automated sequencing.

Serum samples are needed for the determination of AAT
levels and IEF, while DNA extracted from whole blood
samples is necessary for sequencing. Currently, DNA is
usually obtained from DBS samples'*?” or even from serum
samples (residual DNA). Nevertheless, when there is dis-
cordance between AAT levels and the IEF phenotype pat-
tern, an additional whole blood or DBS sample is usually
required for exonic sequencing of the SERPINAI gene. This
sample requirement represents an additional venopuncture
or finger puncture resulting in a significant delay in AATD
diagnosis. Besides, this additional sample can sometimes not
be obtained for different reasons: the patient does not return
to the doctor’s office for the results, delay between results
and new blood extraction, or disabled individuals. Therefore,
we have proposed a fast allele-specific genotyping assay for
the detection of Mmalton, the most prevalent deficient rare
variant in our population. For this purpose, the same serum
sample used for the determination of AAT levels and phe-
notyping was processed. This methodology is applicable to
all deficient alleles and can be adapted to other populations
and their more prevalent rare variants.'

The aim of this study was to test the usefulness of this new
algorithm for AATD Mmalton detection used in our labora-
tory. This is a retrospective review of all AATD determina-
tions performed at the Clinical Laboratory of Hospital Vall
d’Hebron (Barcelona) over the 2 years after this Mmalton
allele-specific methodology became available.

Materials and methods

Clinical samples

We performed a retrospective revision of the results obtained
in all the AATD studies carried out in our laboratory over
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a 2-year period. All samples were processed according to
the following algorithm: AAT serum levels were deter-
mined and samples with AAT levels below the established
cutoff (1.16 g/L) were characterized by phenotyping. In
case of discrepancy, the Mmalton allele-specific genotyp-
ing assay was performed. All discordant AATD cases were
analyzed by sequencing of the entire encoding region of the
SERPINAI gene.

Serum samples were used to complete the diagnostic
algorithm except in the case of SERPINAI sequencing in
which whole blood samples were required.

The study was approved by the Ethics Committee of the
Vall d’Hebron Hospital (Barcelona, Spain); as this was a
retrospective study, and all samples were anonymized, the
committee did not require informed consent. The study was
conducted in accordance with the principles of the Declara-
tion of Helsinki, Guidelines for Good Clinical Practice, and
in full conformity with relevant national regulations.

Detection of Mmalton variants

AAT levels were determined in serum samples by neph-
clometry (Siemens, BNII Instrument, Munich, Germany).
In order to facilitate the interpretation of the results, each
laboratory has reference values for AAT concentrations in
serum samples obtained from a healthy population.?

Phenotyping was performed using the semiautomatic
Hydrasys System and the Hydragel 18 A1AT Isofocusing kit
(Sebia, Evry, France),” designed for the qualitative detection
and characterization of the different AAT phenotypes.

Genotyping was performed when there was a discrep-
ancy between AAT levels and the phenotype observed. In
this study, we focused on the search for Mmalton variants.
Therefore, the candidate samples to be analyzed by the
Mmalton allele-specific genotyping assay were patients with
a phenotype showing one or two M alleles, deficient AAT
serum levels, and without other deficiency alleles detectable
by phenotyping.

The protocol for Mmalton allele-specific genotyping
has been described in detail elsewhere.'” In cases in which
the Mmalton allele was not found, direct sequencing was
performed after PCR amplification of all the encoding exons
(II-V) using a whole blood sample.

Results

During the 24 months from January 2014 to December 2015,
654 subjects were screened. A total of 273 AAT deficiency
studies were performed in our clinical laboratory in samples
with serum AAT levels <1.16 g/L (range: 0.18-1.15 g/L)

following the algorithm described earlier. All these samples
were characterized by phenotyping. Samples with one or two
M alleles and AAT levels discordant with that phenotype
were analyzed using the Mmalton allele-specific genotyping
assay. We detected 49 samples with these characteristics;
7.5% of the total samples and 18% of those with low AAT
concentrations. Of these, 44 had the MM and five the MS
phenotype. The AAT concentrations ranged from 0.46 g/L
to 1.02 g/L. In nine of these samples, the rare Mmalton
variant was detected in a heterozygous fashion (AAT levels
ranging from 0.46 g/L to 0.9 g/L). Of these nine Mmalton
heterozygote samples, eight also carried a normal M variant
(0.6-0.9 g/L) and one sample carried an S allele (0.46 g/L).
During the study period, family screenings of previously
detected M/Mmalton and S/Mmalton individuals were
performed. In these studies, two relatives of each patient
were included in the diagnostic algorithm. This allowed
the identification of four additional Mmalton variants in
heterozygosity: three M/Mmalton and one S/Mmalton (value
range: 0.56-0.86 g/L).

Of the 40 remaining deficient samples with the MM and
MS phenotypes and without Mmalton alleles, we analyzed
24 by SERPINAI exonic sequencing. The results showed
22 cases of MM without exonic mutations, with a range of
serum concentrations of 0.64-1.02 g/L. Nineteen of these
22 samples had AAT serum levels close to the limit estab-
lished (range of values: 0.96-1.02 g/L). We also detected two
M/Null Mattawa (range of values: 0.68 g/L and 0.94 g/L).
In the remaining 16 cases, we could not obtain a second
sample to complete the study. The results are shown in
Tables 1 and 2.

Discussion
We have introduced a new algorithm of AATD diagnosis
including the Mmalton allele-specific genotyping assay. We
determined the serum AAT concentrations and phenotypes
in all the samples attended in the hospital with a request for
AATD diagnosis over a period of 2 years. The discrepancy
between the IEF phenotype and AAT serum levels led to
suspicion of the presence of rare alleles in several cases.?**
The Mmalton allele-specific genotyping assay was applied
in samples that showed one or two M alleles and discor-
dant AAT serum levels, and we detected this rare variant
in 18% of the cases. Using this method, we avoided the
sequencing technique, which is quite labor intensive and
time consuming.

Little is known about the epidemiology of the non-S- and
non-Z-deficient AAT variants, due to their low prevalence.
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Table | Samples processed by the Mmalton allele-specific genotyping assay

Patient ID AAT concentrations Phenotype Genotype by Mmalton Genotype by SERPINAI
number (g/L) allele-specific genotyping exonic sequencing

| 071 M/M M/Mmalton Not applicable

2 0.67 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
3 0.89 M/M M/Mmalton Not applicable

4 0.87 M/M M/Mmalton Not applicable

5 0.64 MM Mmalton allele undetected M/M

6 0.73 M/S Mmalton allele undetected No additional WB sample
7 0.68 M/M Mmalton allele undetected M/Null Mattawa

8 0.76 M/S Mmalton allele undetected No additional WB sample
9 09 M/M Mmalton allele undetected M/M

10 08 M/S Mmalton allele undetected No additional WB sample
1 0.92 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
12 0.9 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
13 091 M/M Mmalton allele undetected M/M

14 0.6 M/M M/Mmalton Not applicable

15 0.84 M/S Mmalton allele undetected No additional WB sample
16 0.94 M/M Mmalton allele undetected M/Null Mattawa

17 0.72 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
18 0.96 M/M Mmalton allele undetected M/M

19 0.96 M/M Mmalton allele undetected M/M

20 0.97 M/M Mmalton allele undetected M/M

21 0.97 M/M Mmalton allele undetected M/M

22 0.98 M/M Mmalton allele undetected M/M

23 071 M/M M/Mmalton Not applicable

24 0.98 M/M Mmalton allele undetected M/M

25 0.99 M/M Mmalton allele undetected M/M

26 0.79 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
27 093 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
28 I M/M Mmalton allele undetected M/M

29 ) M/M Mmalton allele undetected M/M

30 | M/M Mmalton allele undetected M/M

31 I M/M Mmalton allele undetected M/M

32 1.01 MM Mmalton allele undetected M/M

33 08l M/M M/Mmalton Not applicable

34 08 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
35 1.01 M/M Mmalton allele undetected M/M

36 1.01 M/M Mmalton allele undetected M/M

37 083 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
38 0.76 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
39 1.02 M/M Mmalton allele undetected M/M

40 091 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
41 0.46 M/S S/Mmalton Not applicable

42 1.02 M/M Mmalton allele undetected M/M

43 1.02 MM Mmalton allele undetected M/M

44 093 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample
45 0.72 M/M M/Mmalton Not applicable

46 1.02 MM Mmalton allele undetected M/M

47 1.02 M/M Mmalton allele undetected M/M

48 0.9 M/M M/Mmalton Not applicable

49 0.65 M/M Mmalton allele undetected No additional WB sample

Note: Samples positive for Mmalton detection are shown in bold.

Abbreviations: AAT, alpha-|-antitrypsin; WB, whole blood.

A retrospective study of samples obtained in Barcelona from
1998 to 2010 showed that among these variants, Mmalton
represented 20% of cases.” It must be kept in mind that the
Mmalton variant is difficult to interpret without molecular
studies.” For this reason, it is important to complement

the diagnostic algorithm of AATD with simple molecular
biology methods such as real-time PCR melting curves.
This technique is considered one of the fastest and most
sensitive and reproducible methods.?**" Indeed, the extremely
high sensitivity of this technology allows the analysis to be
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Table 2 Mmalton heterozygote samples detected using the Mmalton allele-specific genotyping assay

Patient Origin AAT concentrations (g/L) Phenotype Genotype
| Routine 0.71 MM M/Mmalton
2 Routine 0.89 MM M/Mmalton
3 Routine 0.87 MM M/Mmalton
4 Routine 0.60 MM M/Mmalton
5 Routine 0.71 M/M M/Mmalton
6 Routine 0.8l MM M/Mmalton
7 Routine 0.46 M/S S/Mmalton
8 Routine 0.72 M/M M/Mmalton
9 Routine 0.9 MM M/Mmalton
10 Family study of patient | 0.72 MM M/Mmalton
A Family study of patient | 0.56 M/S S/Mmalton
12 Family study of patient 7 0.77 MM M/Mmalton
13 Family study of patient 7 0.86 MM M/Mmalton

Abbreviation: AAT, alpha- | -antitrypsin.

performed with the very low amount of DNA recovered
from DBS samples or with the residual DNA that remains
in standard clinical serum samples. The incorporation of the
allele-specific genotyping assay for the Mmalton variant in
the diagnostic algorithm of AATD results in a faster and
cheaper approach to diagnose this rare allele. In addition, the
use of the same serum samples available for the determination
of AAT levels and IEF avoids a new appointment by the
patient and an additional venopuncture. This practice
allows a faster diagnosis and avoids the significant delay
in AATD diagnosis when the SERPINAI gene sequencing
method is needed.

Population studies indicate that AATD is an underdiag-
nosed condition, and prolonged delays in diagnosis are
common.”® Recommendations of the World Health Organiza-
tion and the European Respiratory Society advocate screen-
ing programs for the detection of patients with AATD.*
In the Spanish population, there is a high frequency of I
and rare Mmalton AAT variants,” Mmalton being the more
deficient than the I variant. In this case, the combination
of this technique with the habitually used allele-specific
genotyping assay for detecting the S and Z variants® in
large-scale screening programs may increase the number
of individuals with AATD who are actually diagnosed with
this disease in Spain. Genotyping using real-time PCR has
the advantage that a definitive diagnosis is given, and it can
be adapted for automation. Moreover, routine genotyping
procedures may be cheaper than other methods for large
screening programs. For this reason, it would be of interest
to implement a simple allele-specific genotyping assay to
study the most prevalent rare variants in each region. This
could be done with the I variant in Ireland, in which this
allele accounts for 90% of the total of rare variants,*® or in

Finland, where the Mmalton variant has not been found, but
the F allele is the most prevalent rare variant in the Finnish
population.’* Other cases are certain regions of Italy,
where Mmalton and Mprocida are more prevalent than Z.*
Bornhorst et al** reported the M/I phenotype to be associated
with AAT levels ranging from 0.80 g/L to 1.99 g/L, with
this variant causing a moderate deficiency. However, the
F variant presents AAT levels similar to the M variant but
has reduced functional ability to inhibit neutrophil elastase
compared to the normal allele.* In our case, we found the
Mmalton variant in combination with the M allele with
AAT levels ranging from 0.6 g/L to 0.9 g/L. Most of the
M/Mmalton individuals described have normal pulmonary
functions, while Z/Mmalton patients often have a high risk
of developing emphysema, especially smokers.*3¢ Mprocida
is another rare deficiency variant with IEF mobility similar
to the M allele, which has been reported to produce 3%-4%
of the normal amount of AAT ¥

In this study, we have described a new diagnostic algo-
rithm that has been used for 24 months with the samples
received for AAT study. This new algorithm was comput-
erized and provided definitive results even using serum
samples. In this sense, it should be kept in mind that serum
samples are used for routine determination of AAT levels
and phenotyping. Therefore, the use of these samples
for specific genotyping avoids the significant delay in
diagnosis when a new whole blood sample is required for
further molecular characterizations. A new appointment
with the patient requires weeks or even months, while the
use of the same serum sample significantly accelerates the
routine diagnostic process. In fact, a significant number
of patients did not provide a second sample for analysis
in our study.
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The detection of Mmalton variants is relevant because
patients with homozygote Mmalton or Z/Mmalton genotypes
with evidence of emphysema are candidates to receive aug-
mentation therapy. Even some cases of S/Mmalton or in com-
bination with other deficient alleles that show serum AAT
levels <11 uM would fulfill the internationally accepted
criteria for initiation of this therapy.”

Conclusion

The incorporation of the Mmalton allele-specific genotyping
assay in the diagnostic algorithm of AATD could allow the
clinical characterization of Mmalton individuals who, to date,
are not well characterized. Our results show the strong need to
develop standardized algorithms to obtain conclusive data of the
real incidence of rare AAT variants in each country or region.
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3.3 Estudio 3: Genetic diagnosis of al-antitrypsin deficiency using DNA from buccal

swab and serum samples

3.3.1 Introduccion

Aunque el DAAT es el desorden hereditario mas comun en adultos, existe una falta
generalizada de conocimiento sobre esta enfermedad en la comunidad médica. Por lo que de
los individuos que se estima que presentan un DAAT tan sélo una pequefia proporcion esta
diagnosticada, evidenciado el considerable infradiagndstico de esta enfermedad. Asi mismo,
cuando se identifica un individuo con DAAT es necesario realizar estudios familiares con el fin
de detectar otros individuos deficitarios e iniciar medidas preventivas o terapéuticas. Ademas,
los retrasos prolongados en el diagndstico son comunes, debido a la complejidad y a los
numerosos pasos para realizar un diagndstico en determinados casos. En este sentido, se debe
tener en cuenta que cuando no es posible obtener un resultado definitivo mediante la
combinacion de la cuantificacion de AAT, el fenotipo y el genotipado alelo-especifico, se debe
realizar el genotipado mediante secuenciacién, para el cual es necesario ADN procedente de
sangre total o DBS. En ocasiones estas muestras no estan disponibles en el laboratorio, por lo
que se debe citar de nuevo al paciente para realizar una nueva extraccién, generando un
retraso en el diagnéstico (Figura 22). La optimizacién del proceso de diagndstico del DAAT
requiere de la posibilidad de disponer de muestras de ADN del paciente que incluso se puedan
obtener facilmente en la propia consulta médica y con la menor molestia posible para el
paciente. Las muestras de frotis bucal pueden ser una alternativa, asi como la posibilidad de

realizar el algoritmo de diagndstico completo utilizando Unicamente muestras de suero.
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Niveles AAT
(suero)

e ~

>116 mg/dl | <116 mg/d
Resultados .
definitivos Fenotipo AAT (suero)

i N

Niveles se corresponden con Niveles NO se corresponden
el fenotipo observado con el fenotipo observado

h |

Genotipado alelo-
especifico paraS, Zy
Mmalton (sangre
total, DBS o suero)

Resultados
definitivos

S, Z, Mmalton No-S, No-Z, No-
Mmalton

Genotipado de AAT
Resultados mediante - Muestra no
definitivos secuenciacion siempre disponible

(sangre total o DBS)
Resultados RETRASO

definitivos

Figura 22. Algoritmo de diagndstico del laboratorio y muestra necesaria para realizar cada una de las
técnicas. Cuando es necesario realizar la técnica de secuenciacion, se necesita sangre total o gota de
sangre seca (DBS). En ocasiones, estas muestras no estan disponibles y su obtencién genera un retraso

en el diagndstico.

3.3.2 Hipétesis

El uso de muestras faciles de obtener, almacenar y enviar, como el frotis bucal, facilitan los
programas de cribado para la identificacién de individuos con DAAT.

La muestra de suero es necesaria en los primeros pasos del diagndstico del DAAT, por tanto, el
uso de ADN procedente de este tipo de muestra reduciria el tiempo en obtener resultados
definitivos cuando se deba realizar la técnica de secuenciacidn, ya que no seria necesario
obtener una muestra adicional de sangre.

El uso del ADN procedente de ambos tipos de muestras en el diagndstico del DAAT puede

ayudar a reducir el infradiagndstico de esta enfermedad.
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3.3.3 Objetivos

El objetivo principal de este estudio fue el desarrollo de protocolos de genotipado alelo-
especifico para las variantes S, Z y Mmalton y secuenciacién exdnica del gen SERPINA1
utilizando ADN procedente muestras de frotis bucal y muestras de suero. El objetivo
secundario fue validar el uso de suero como Unico tipo de muestra empleado para realizar el

diagndstico completo del DAAT.

3.3.4 Material y Métodos

En el caso de las muestras de frotis bucal, se tomaron 16 muestras de individuos con
diferentes genotipos previamente caracterizados mediante fenotipo y secuenciacién: 2 MM, 2
M/S, 2 M/Z,35/Z,32/Z,11/S,1Z/Plowell, 1 M/Mmalton y 1 S/Mmalton. Las muestras fueron
procesadas mediante genotipado alelo-especifico para las variantes S, Z y Mmalton y mediante
secuenciacion Sanger de los exones codificantes del gen SERPINAL. Para el genotipado alelo-
especifico se utilizaron muestras de frotis bucal diluidas 1:2, 1:10 y sin diluir, empleandose un
control positivo de cada variante.

Para el disefio de los nuevos protocolos de genotipado empleando muestras de suero, se
utilizaron dos muestras previamente caracterizadas mediante fenotipado y secuenciacion
como M/M y M/S. Estos protocolos se incorporaron en el algoritmo de diagndstico y se
procesaron 19 muestras de suero que presentaban discrepancias entre los niveles de AAT y el
fenotipo obtenido para cada una de ellas y la ausencia de muestra adicional de sangre total o
DBS. Estas muestras fueron analizadas mediante genotipado alelo-especifico por PCR a tiempo
real y curvas de melting en caso de sospecha de las variantes S, Z o Mmalton o mediante
secuenciacion si ninguna de estas variantes era sospechada o detectada. En el caso de la
secuenciacioén, fueron necesarias dos rondas de PCR (doble PCR) para amplificar los exones del

gen (Figura 23).
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Figura 23. Comprobacidn en gel de agarosa de la amplificacién de los exones codificantes del gen
SERPINA1 tras dos rondas de PCR y utilizando suero como muestra inicial. En los diferentes carriles se
observa: (1) Marcador de peso molecular de 100 pb; (2) Primera mitad del exdn Il (450 pb); (3) Segunda
mitad del exdn Il (455 pb); (4) Exon IV (257 pb); (5) Exon V (339 pb); (6) Exdn Il (552 pb).

3.3.5 Resultados

En todas las muestras de frotis bucal procesadas se obtuvieron resultados concordantes con su
caracterizacion previa. Los picos de melting obtenidos en el genotipado alelo-especifico
estaban bien definidos tanto en las muestras diluidas como sin diluir. Decidimos escoger la
diluciéon 1:10 debido a la similitud de los picos con los obtenidos en los controles positivos. Este
hecho evidencia la gran cantidad de ADN que se puede obtener en este tipo de muestra. Los
resultados en la secuenciacién también fueron claros y faciles de interpretar.

Una vez se pusieron a punto los protocolos para realizar el genotipado (alelo-especifico y
secuenciacién) utilizando muestras de suero, las dos muestras previamente caracterizadas
como M/M y M/S fueron analizadas mediante estos protocolos y se obtuvieron resultados
concordantes con los previos. De las 19 muestras de suero con niveles de AAT y fenotipo no
concordantes, 14 fueron analizadas mediante la técnica de genotipado alelo-especifico para la
deteccion de los alelos S, Z y Mmalton y se obtuvieron resultados definitivos: 4 M/Z, 1 M/S, 1
S/Z,3Z/Zy 5 M/Mmalton. Tres muestras en las que no se observaron resultados concluyentes
con el genotipado alelo-especifico requirieron de un estudio de secuenciacion exdnica,
observandose: 2 M/QOmattawa y 1 M/M. Las dos muestras restantes fueron directamente

secuenciadas para confirmar la presencia del alelo Plowell detectado mediante fenotipado: 1
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M/Plowell y 1 S/Plowell. Por tanto, las 19 muestras fueron caracterizadas siguiendo el
algoritmo de diagndstico de forma completa utilizando Unicamente muestra de suero.

De este estudio se puede concluir que las metodologias descritas ayudan a promover la
expansion de los programas de deteccion del DAAT y mejorar la rapidez de su diagndstico al
permitir el uso de forma muy eficiente de muestras de suero y frotis bucal para los analisis de
genotipado. El frotis bucal permite disponer de un tipo de muestra cuya obtenciéon es no
invasiva, en la que se obtiene gran cantidad de ADN y constituye una alternativa a la muestra
de DBS, la cual tiene un rendimiento inferior en cantidad de ADN vy es algo mds invasiva. No
obstante, la muestra de DBS tiene la ventaja de su econdmica extraccion de ADN (se utiliza
agua). Asi mismo, el genotipado de DAAT utilizando muestras de suero permite completar el
algoritmo de diagndstico sin retrasos, al poder utilizarse la muestra disponible de los estudios
de cuantificacion de niveles y fenotipado de AAT. La utilizacion de ambos tipos de muestra

(frotis bucal y suero) favorece el diagndstico temprano del DAAT.
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Abstract

Background: o -Antitrypsin deficiency (AATD) is associ-
ated with a high risk of developing lung and liver disease.
Despite being one of the most common hereditary dis-
orders worldwide, AATD remains under-diagnosed and
prolonged delays in diagnosis are usual. The aim of this
study was to validate the use of buccal swab samples and
serum circulating DNA for the complete laboratory study
of AATD.

Methods: Sixteen buccal swab samples from previously
characterized AATD patients were analyzed using an
allele-specific genotyping assay and sequencing method.
In addition, 19 patients were characterized by quantifi-
cation, phenotyping and genotyping using only serum
samples.

Results: The 16 buccal swab samples were correctly char-
acterized by genotyping. Definitive results were obtained
in the 19 serum samples analyzed by quantification, phe-
notyping and genotyping, thereby performing the com-
plete AATD diagnostic algorithm.

Conclusions: Buccal swab samples may be useful to
expand AATD screening programs and family studies.
Genotyping using DNA from serum samples permits the
application of the complete diagnostic algorithm without
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delay. These two methods will be useful for obtaining more
in depth knowledge of the real prevalence of patients with
AATD.

Keywords: o.-antitrypsin deficiency; o, -antitrypsin geno-
typing; buccal swab sample; serum sample.

Introduction

o,-Antitrypsin deficiency (AATD) is one of the most
common hereditary disorders worldwide and is a well rec-
ognized genetic risk factor for pulmonary and liver disease
[1, 2]. In rare cases, skin diseases such as panniculitis and
vasculitis may occur [3, 4]. o.-antitrypsin (AAT) is encoded
by the protease inhibitor (PI) gene SERPINAI1, which is
organized into four encoding (II, I1I, IV and V) and three
noncoding (Ia, Ib and Ic) exons [5]. AAT is a highly poly-
morphic protein with over 120 alleles. The normal allele
is designated PI M and the most common deficient alleles
are PI S (p.Glu264Val) and PI Z (p.Glu342Lys) [6]. These
deficient variants are associated with AAT serum levels of
40% and 10%-20% of the normal range level, respectively.
Therefore, the PI Z allele is characterized as a severe defi-
ciency variant. PI Z homozygosity is also the phenotype
most often associated with both lung disease, attributable
to the low serum concentration, and liver disease, attrib-
utable to hepatocyte endoplasmic reticulum retention of
the polymerized variant protein [7, 8]. Nevertheless, there
are at least 30 other AAT alleles, called “rare”, which are
associated with significantly reduced or absent plasma
AAT levels [9].

Although AAT deficiency is the most common heredi-
tary disease diagnosed in adults, there is a generalized
lack of knowledge in the medical community about this
disorder [10, 11]. Many physicians are not aware that pul-
monary conditions, such as chronic obstructive pulmo-
nary disease or liver disease may actually be due to AATD
[11]. Panniculitis is another clinical manifestation of AATD
and may also be significantly underdiagnosed [4]. In addi-
tion, many subjects with severe AATD may have no clini-
cal symptoms [12].

The diagnostic algorithm of AATD used in our labo-
ratory and reported previously [13], is based on the
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quantitative measurement of AAT levels followed by
AAT phenotyping and genotyping. AAT levels are mainly
measured by nephelometry, and phenotype analysis is
performed by isoelectric focusing (IEF) on agarose gels.
This technique separates the various isoforms of AAT
based on their migration in a pH gradient of 4.2-4.9 [14].
Serum or plasma samples are needed for these techniques
[15]. Molecular analysis of the AAT gene (genotyping) is
performed using methods such as allele-specific geno-
typing or exonic sequencing of the SERPINAI gene. The
allele-specific genotyping assay is used for detecting the
more prevalent PI S and PI Z deficiency alleles and the
rare variant PI Mmalton (p.Phe52del). Direct sequencing
of SERPINAI encoding regions is carried out when the
allele-specific genotyping assay is unable to provide com-
plete identification of both AAT alleles. Additional DNA
extraction from whole blood or dried blood spot (DBS) is
usually required for AAT genotyping, causing a significant
delay in AATD diagnosis. Serum samples are required to
perform the first steps of AAT diagnosis, and thus, the use
of DNA obtained from this kind of sample would reduce
the time to obtain definitive results. Moreover, a previous
study on AATD analysis showed that polymerase chain
reaction (PCR) products obtained from serum are of the
same quality as those obtained from whole blood [16].

Our laboratory has recently focused on AATD popula-
tion screening and rapid diagnosis, including some rare
variants. We have developed allele-specific genotyping
and exonic sequencing of SERPINAI protocols using DNA
from buccal swabs and residual genomic DNA present in
serum samples. The aim of this study was to validate the
use of this kind of samples for the complete laboratory
study of AATD.

Materials and methods
AAT buccal swab samples

Catch-All Sample Collection Swabs (Epicentre, Madison, WI, USA)
were used. Patients were asked to gently brush the inside surface
of both cheeks with the brush, approximately 15 times on each side.
Samples were then packed and taken to the laboratory where the
samples were stored at room temperature. Buccal swab samples were
obtained from 16 individuals previously characterized by IEF and
exonic sequencing of SERPINAL: 2 MM, 2 MS, 2 MZ, 3 SZ, 3 ZZ, 1 1S,
1 Z/Plowell, 1 M/Mmalton and 1 S/Mmalton. Both PI I (p.Arg39Cys)
and PI Plowell (p.Asp256Val) alleles are rare variants. The genotypes
were unknown to the technician who was blinded.

The study was approved by the Research and Ethics Commit-
tee of the Vall d’Hebron Hospital (Barcelona, Spain) and written
informed consent was obtained from all the patients for the genetic
analyses.
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DNA extraction from buccal swab samples

DNA was obtained from buccal swab samples using the Quick Extract
DNA Extraction Solution 1.0 (Epicentre, Madison, WI, USA). Each
brush was placed into a 1.5 mL plastic tube containing 250 pL of the
DNA extraction solution and rotated five times. Then, it was pressed
against the side of the tube and removed from the tube to ensure
that most of the liquid remained in the tube. The sample was mixed
by vortex for 10 s and incubated at 65 °C for 1 min. The sample was
resuspended by vortex mixing and incubated at 98 °C for 2 min. DNA
samples were stored at —20 °C.

Allele-specific genotyping assay from buccal swab
samples

Genotyping was performed using a LightCycler 480 analyzer
(Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) which achieves rapid
real-time PCR. We used a commercially available kit with specific
primers and probes designed for PI S and PI Z mutation detection
(Tib Molbiol, Berlin, Germany). The protocol for PI Mmalton allele-
specific genotyping has been previously described in detail [17]. All
samples (DNA extraction from buccal swab samples) were undi-
luted and diluted 1:2 and 1: 10, and a commercial positive control
was used.

Exonic sequencing of the SERPINA1 gene from buccal
swab samples

This method consists of the amplification of DNA extracted by PCR
followed by Sanger automated sequencing of the PCR products. The
four exons that code the AAT protein were amplified by PCR using
DNA from buccal swab samples. We used the same primers for both
PCR and the sequencing methods, and these are shown in Table 1
(GeneBank accession no. K02212). PCR amplification of each encod-
ing exon was carried out utilizing 2.5 pL of Buffer 10 x with 18 mM
MgCl,, 0.2 mM of dNTPs (each), 400 mM of forward and reverse
primers, 0.25 uL of Fast Start High Fidelity Enzyme Blend (Roche

Table 1: Primer seq es for PCRand g q ing of

SERPINAL.

Exon Sequence Annealing
temperature, °C

1} A Fw: 5-GATCACTGGGAGTCATCATGTGC-3" 54

ARv: 5-GGTTGAGGGTACGGAGGAGT-3"
B Fw: 5’-CCAAGGCTGACACTCACGAT-3’
B Rv: 5"-AGGAGAGTTCAAGAACTGATGGTT-3"

1 Fw: 5’-TTCCAAACCTTCACTCACCCCTGGT-3" 60
Rv: 5-CGAGACCTTTACCTCCTCACCCTGG-3"

v Fw: 5’-CCCAGAAGAACAAGAGGAATGCTGT-3" 54
Rv: 5-CATTCTTCCCTACAGATACCATGGT-3"

\ Fw: 5-TGTCCACGTGAGCCTTGCTCGAGGC-3" 54

Rv: 5-GACCAGCTCAACCCTTCTTTAATGT-3"
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Diagnostic, Mannheim, Germany), 1 uL of genomic DNA and PCR
grade water for a total volume of 25 pL. The PCR program is shown
in Table 2. The PCR product was purified with 2 pL of ExoSAP-IT
(Affimetrix, Santa Clara, CA, USA) and subjected to 15 min at 37 °C
and 15 min at 80 °C. PCR products were directly sequenced using the
Big Dye X-Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Austin, TX, USA).

AAT serum samples

For the design of the techniques, serum samples were obtained from
two individuals previously characterized by IEF and exonic sequenc-
ing of SERPINA1 as MM and MS. The gold standard for diagnosing
AATD in our laboratory is the algorithm described in detail previ-
ously [13]. We use the combination of AAT levels, IEF and genotyp-
ing (when required) to obtain the definitive diagnosis. Therefore,
allele-specific genotyping and exonic sequencing of SERPINA1 proto-
cols using DNA from serum sample were included in this diagnostic
algorithm. Nineteen individuals were processed due to discrepan-
cies between AAT nephelometric levels and IEF phenotyping and
their serum samples were incorporated in our diagnostic algorithm.
Patients with a phenotype showing one or two M alleles, deficient
AAT serum levels, and without other deficient alleles observed by
phenotyping were analyzed by the Mmalton genotyping assay. In
addition, S and Z genotypes were determined in order to test possible
S and Z variants not correctly characterized by phenotyping. When
these variants were not detected, exonic sequencing of the SERPINA1
gene was performed.

DNA extraction from serum samples

DNA was extracted from 200 pL of serum samples using the QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) based on the spin column
technique. The manufacturer’s protocol was followed with one modi-
fication: the final elution was made using 50 pL of water. DNA extrac-
tions were stored at - 20 °C.

Allele-specific genotyping assay from serum samples

Genotyping was performed using the same instrument and protocols
for PI S, PI Z and PI Mmalton detection described for buccal swab
samples. In this case, the samples were not diluted.

Table 2: PCR program for SERPINAT amplification.
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Exonic sequencing of the SERPINA1 gene from serum
samples

Serum samples generally yield far lower amounts of DNA than
whole blood samples, making PCR amplification and sequencing
difficult. Therefore, two rounds of PCR were necessary to amplify
the SERPINAI encoding exons. PCR amplification and sequencing
were performed using the same primers used in buccal swab sample
amplification (Table 1). The reaction was conducted at a final vol-
ume of 12.5 uL containing 1.25 pL of Buffer 10x with 18 mM MgCl,,
0.2mM of dNTPs (each), 400 mM of each primer, 0.25 uL of Fast Start
High Fidelity Enzyme Blend and 7.5 pL of genomic DNA. The ther-
mocycling conditions are described above (Table 2). The second PCR
round was performed using PCR product from the first round: 2 pL
of Buffer 10x with 18 mM MgCl,, 0.2 mM of dNTPs (each), 400 mM
of forward and reverse primers, 0.2 uL of Fast Start High Fidelity
Enzyme Blend, 1 pL of genomic DNA and PCR grade water for a total
volume of 20 pL. Table 3 shows the PCR conditions. The use of two
rounds of PCR raises the risk of contamination. We therefore followed
security measures to avoid this event, including the use of four dif-
ferent rooms for DNA extraction, mix preparation, sample addition
and post amplification steps. In addition, a blank was used in each
amplification to check for the absence of contamination.

Final PCR product purification and direct sequencing are
described above.

Results

Buccal swab samples

A total of 16 buccal swab samples from previously char-
acterized individuals were analyzed using the allele-
specific genotyping assay and sequencing method. All
the samples assessed gave concordant results with the
previous characterization. Melting peaks in PI S, PI Z and
PI Mmalton specific genotyping were clear in all the undi-
luted and diluted DNA samples (1:2 and 1:10). We chose
the dilution of 1: 10 because of its similarity to the positive
control used. The PI S and PI Z genotyping results from
a SZ sample are shown in Figure 1. Buccal swab samples
recovered a large amount of DNA, resulting in easy PCR

Table 3: PCR program for second PCR round for SERPINA1 amplifica-
tion using serum samples.

Step Temperature, °C Time, hh:mm:ss  Cycles  Step Temperature, °C Time, hh:mm:ss  Cycles
Denaturation 95 00:02:00 Denaturation 95 00:02:00 1
Amplification 95 00:00:30 35 Amplification 95 00:00:30 20
Primer annealing 00:00:30 Primer annealing 00:00:30
72 00:00:30 72 00:00:40
Final extension 72 00:05:00 1 Finalextension 72 00:05:00 1
Cooling 4 o 1 Cooling 4 oo 1
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Figure 1: Melting peaks of P S and PI Z variant detection using DNA from buccal swab samples.
(A) Undiluted sample, (B) 1: 2 diluted sample, (C) 1: 10 diluted sample, (D) heterozygote positive control, and (E) blank control.

amplification and sequencing, and providing clear, easy
to interpret results (Figure 2).

Serum samples

For the design of the techniques two samples character-
ized as MM and MS were used. Once the techniques were
set up, the results obtained by allele-specific genotyping
and sequencing assays using DNA from serum samples
were totally concordant with the previous characteri-
zation of the samples. The AATD diagnostic algorithm
included PI S, PI Z and PI Mmalton specific genotyping
and direct sequencing methods using serum samples. A

70

total of 19 serum samples were processed by these tech-
niques because the AAT levels and phenotype were not
concordant and whole blood or DBS samples were not
available. Fourteen of the 19 samples were analyzed by
an allele-specific genotyping assay, achieving definitive
results: 4 MZ, 1 MS, 1 SZ, 3 ZZ and 5 M/Mmalton. Three
samples were sequenced because the results were not
conclusive after the allele-specific genotyping assay: 2 M/
QOMattawa (p.Leu353Phe) and 1 MM. The remaining two
samples were directly sequenced to confirm the P allele
detected by IEF: 1 M/Plowell and 1 S/Plowell. Thus, we
characterized the 19 samples following the complete AATD
diagnostic algorithm using only serum samples. One case
deserves special mention: case no. 4 showed discrepant
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Figure 2: Sequence fragment from one M/Mmalton (Phe52del) patient obtained by exonic sequencing of the SERPINA1 gene using DNA from

a buccal swab sample.

AAT levels (0.64 g/L) and genotype (MM). This patient was
studied in depth and no exonic or intronic mutations were
detected. At present, we have no explanation for these dis-
cordant results, and more analyses are ongoing. Table 4
shows the definitive AAT levels, and the phenotyping and
genotyping results. Figure 3 shows a sequence fragment
from one M/QOMattawa patient.

Discussion

Delay in obtaining results is one of the most important
problems in AATD diagnosis. Early detection of AATD

Table 4: AAT levels, phenotyping and genotyping of the cases analyzed

would enable individuals to make changes in their life-
style mainly with respect to smoking [18, 19] or environ-
mental or occupational pollution. The objective of our
study was to increase the number of individuals diag-
nosed with AATD. Once an index case is identified it
becomes necessary to screen siblings and other family
members to detect additional severely deficient subjects
and initiate preventive or even therapeutic measures. Cur-
rently, the use of DBS samples has significantly facilitated
the laboratory diagnosis of AATD in specialized centers
[20, 21]. The use of DBS allows easier sample preservation
and shipping [22, 23]. However, screening may be diffi-
cult in families with widely scattered members, disabled
individuals or in children and adults with needle phobia.

using serum samples.

Caseno. AAT levels, Phenotype PISandPlIZg yping lton g yping SERPINA1 Definitive
g/L sequencing results

1 0.87 MM - - Mmalton/Non Mmalton - M/Mmalton

2 0.83 MZ Non S/Non S Z/Non Z - - Mz

3 072 MZ NonS/NonS  Z/NonZ - - Mz

4 0.64 MM - - Non Mmalton/Non Mmalton MM MM

5 0.6 MM - - Mmalton/Non Mmalton - M/Mmalton

6 0.81 MP - - - M/Plowell M/Plowell

7 0.84 MZ Non S/Non S Z/Non Z - - Mz

8 0.88 MS S/Non S NonZ/NonZ - - MS

9 071 MM - - Mmalton/Non Mmalton - M/Mmalton

10 0.49 22 Non S/Non S Z/z - - 2z

11 0.68 MM - - Non Mmalton/Non Mmalton ~M/QOMattawa  M/QOMattawa

12 0.94 MM - - Non Mmalton/Non Mmalton ~ M/QOMattawa  M/QOMattawa

13 0.85 PS - - - Plowell/S Plowell/S

14 0.81 MM - - Mmalton/Non Mmalton - M/Mmalton

15 036 2Z Non S/Non S Z/Z - - 2z

16" 0.53 MZ Non S/Non S 2/ - - 2z

17 0.92 Sz S/Non S Z/NonZ = = Sz

18 0.74 MZ Non S/Non S Z/Non Z - - Mz

19 0.72 MM - - Mmalton/Non Mmalton - M/Mmalton

“This patient was studied in depth and no exonic or intronic mutations were detected. *This patient was receiving AAT augmentation
therapy. Therefore, phenotype reveals both the patient’s own AAT phenotype, as well as the normal phenotype of the protein included in the

treatment. -, Following our diagnostic algorithm of AATD, a definitive re:
unnecessary.

sult had already been obtained, and therefore this technique was
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Figure 3: Sequence fragment from one M/QOMattawa (Leu353Phe) patient obtained by exonic sequencing of the SERPINA1 gene using DNA

from a serum sample.

The current study describes a fast, simple means for col-
lecting, delivering and preparing genomic DNA using
buccal swab brushes. This kind of sample can be collected
by individuals without training, minimizes exposure to
blood borne pathogens and avoids patient distress, poten-
tially facilitating the participation of family members in
genetic studies [24]. In addition, samples are stable for
up 1 month at room temperature, are inexpensive to ship
and require no special storage conditions. DNA extraction
requires only heat treatment and centrifugation without
the use of toxic organic solvents, allowing a large number
of samples to be processed in <1 h. In this study, buccal
swab samples were assessed as an alternative to DBS
samples for AATD family studies. In this sense, Carroll
et al. [25] reported the use of buccal swab DNA samples in
a study of the prevalence of AATD in Ireland. In this case,
samples were screened to detect PI S and PI Z variants by
real-time PCR. In our study, we performed PI S, PI Z and PI
Mmalton detection using real-time PCR as well as exonic
sequencing of SERPINA1, which has not been described
previously.

The AATD diagnostic algorithm consists of four funda-
mental steps: AAT serum levels determination, IEF pheno-
typing, allele-specific genotyping and direct sequencing.
The latter technique requires EDTA whole blood or DBS
samples, which are usually not available in the laboratory,
and most of these patients do not return to the examina-
tion room for sample extraction. In this sense, it should
be kept in mind that routine AATD studies (AAT levels
and IEF phenotyping) are performed in serum samples.
In this study a total of 19 serum samples were genotyped
by the allele-specific genotyping assay or direct sequenc-
ing. Although serum samples generally result in the recov-
ery of a much smaller amount of DNA than whole blood
samples, the quantity of DNA obtained by two rounds of
amplification was adequate for sequencing and achieving
clear results. In our case, we performed exonic sequencing
because most of the mutations described of the SERPINA1
gene are located in exons [26]. However, there are some
null variants such as QOMadrid (c.-5+2dupT), QOporto

(c.-5+1G>A), QOwest (c.-4+1G>T) and QOBonny Blue
(c.-4+1Gdel) that cause mutations located in the regula-
tory regions of the gene (introns) that affect the mecha-
nisms of transcription and alternative splicing of the
SERPINAI gene [27, 28]. Intronic sequencing is necessary
in these cases, and serum samples could also be an ade-
quate source of DNA to perform this technique. Therefore,
the implementation of this protocol in the diagnostic algo-
rithm may contribute to the detection of PI1S and PI Z vari-
ants as well as rare alleles while also performing routine
studies.

This represents an important improvement of the
algorithm for “in vitro” AATD studies at a clinical level.
Similarly, Bornhorst et al. [29] reported the first protocol of
AAT sequencing from serum samples that incorporates a
commercial DNA extraction method. Our proposed meth-
odology is similar but uses different primers and ampli-
fication protocols. Moreover, we have incorporated this
method in our AATD diagnostic algorithm and have used
it with routine samples. Our method yields adequate DNA
for allele-specific genotyping and direct sequencing of all
serum samples.

Despite the accuracy of the results, one possible short-
coming of this study is the small sample size. Therefore,
future studies involving a larger number of samples are
necessary to reassert the utility of these kinds of samples
in the diagnosis of AATD. Nonetheless, this can be con-
sidered a preliminary validation study showing proof of
principle but requiring further validation.

Conclusions

Widespread use of the methodologies described above
could optimize the accuracy of AATD diagnosis and
promote the expansion of screening programs. We have
developed two methods for the early diagnosis of AATD
which are simple and easy to perform by physicians and
lab technicians and provide early results for patients.
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4 DISCUSION

El DAAT en su forma grave afecta en Espafia a 1 de cada 3000 a 3.500 personas y, por ello, es
considerado como una enfermedad rara®®>. El DAAT es un trastorno monogénico complejo y
presenta una gran variabilidad clinica. Asi, mientras algunos sujetos desarrollan enfisema
pulmonar, otros presentan cirrosis hepatica, una minoria padece vasculitis, paniculitis u otras
enfermedades de muy baja frecuencia como daino renal, y algunos pueden presentar mas de
una de estas enfermedades a la vez. Sin embargo, mas de un tercio de los pacientes con déficit
grave no presenta manifestaciones clinicas (o sélo minimas) a lo largo de su vida®3®. Esta
enfermedad pasa desapercibida en una gran parte de los portadores debido a la ausencia de
sintomas o a que son mal diagnosticados, en parte debido a la falta de conocimiento de esta
patologia por parte de los médicos generales y especialistas’®. A pesar de la disponibilidad de
programas de deteccidn del DAAT37/138139.140 "a| nimero de pacientes diagnosticados con DAAT
es mucho menor del esperado segun estudios epidemioldgicos'?>!*, lo que sugiere la falta de
seguimiento de las recomendaciones y guias de las instituciones sanitarias como la OMS,
SEPAR o ATS/ERS. Un estudio publicado en 2016'* testd mediante encuestas andnimas el
conocimiento acerca del DAAT por parte de un grupo de 376 médicos de Espafia y Portugal,
que incluia 100 neumdlogos, 100 especialistas de medicina interna y 176 médicos de atencion
primaria. Los resultados mostraron que sélo un 14% de los médicos encuestados admitid
“conocer muy bien” el DAAT y un 45,2% respondid correctamente que el valor umbral de AAT
en suero para considerar el DAAT como grave es de 50 mg/dL. Alrededor del 50% de los
participantes identificaron correctamente todas las enfermedades o condiciones asociadas o
no con el DAAT y qué requisitos se debian cumplir para recibir el tratamiento sustitutivo Asi
mismo, sélo un 15,8% de los médicos (principalmente el grupo de neumdlogos) afirmo solicitar
el estudio del DAAT en todos los pacientes con EPOC. Por tanto, este estudio demuestra la

existencia de una practica insatisfactoria y un conocimiento insuficiente sobre el DAAT por
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parte de los médicos, lo que podria explicar la baja tasa de analisis del DAAT y por tanto, el
infradiagndstico de esta enfermedad. En Espafia se calcula un promedio de 10 afios entre el
diagndstico de EPOC y el del déficit de AAT,

En 1993 se creod el Registro Espaniol del Déficit de AAT (REDAAT) con el fin de profundizar en el
conocimiento sobre el DAAT, estimular la investigacidn, contribuir a su difusiéon y mejorar el
tratamiento de las personas afectadas. Este registro recoge informacion acerca de la evolucién
de los pacientes y los tratamientos recibidos y el criterio de inclusién es la existencia de un
déficit grave de AAT, ya sea por fenotipo ZZ, SZ o alguna otra variante deficitaria menos
frecuente. Segun los datos actuales del REDAAT, en nuestro pais han sido diagnosticados unos
600 pacientes ZZ, lo que representa un 5% de los 12.000 casos que se calcula que puede haber
en Espafia’*. Estos datos muestran que, al igual que muchas otras enfermedades consideradas
raras, el DAAT presenta el gran problema del infradiagndstico. Es decir, el DAAT mas que una
enfermedad rara, debe considerarse como una enfermedad altamente infradiagnosticada.
Ademads de ser una enfermedad infradiagnosticada de forma global, diferentes estudios
muestran la existencia de un infradiagndstico importante en el caso de las variantes raras de la
AAT y estudios mds especificos demuestran que estos alelos no son tan raros como se
asume>>°7%¢_ Asi, en el centro y sur de Italia la frecuencia de las variantes Mmalton y Mprocida
es mayor que el de las variantes comunes Sy Z. La variante Mmalton representa 3 de cada 5 de
los casos de variantes raras en Tunez y es el alelo mas comun en Cerdefia, donde el alelo Z es
raramente identificado. En Suiza, donde los alelos S y Z son comunes, existe una alta
prevalencia de las variantes raras del 2,8%%. En Espafia, donde se han detectado dos nuevas
variantes raras, la Mvalld’hebron!?® y |a Ybarcelona (Pro361His)'*, se ha observado un 1,6% de
genotipos con alelos raros®. En el caso del REDAAT, el 4,7% de los casos registrados tiene
genotipos deficientes raros (el mas frecuente Mmalton) o nulos, dos de ellos especificos de

Espafia: el raro Ybarcelona y el nulo QOmadrid (c.-5+2dupT)®2.
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La mayoria de estas variantes son de dificil caracterizacion mediante el método habitual del IEF
o el genotipado alelo-especifico, comunmente utilizado en cribados para la deteccién de las
variantes deficientes Sy Z, lo que puede haber provocado la clasificacién errénea de muchas
de estas variantes, dando lugar a la infravaloracion de su frecuencia real. Teniendo en cuenta
estas limitaciones, es de gran interés la implementacién de técnicas como el genotipado alelo-
especifico para estudiar las variantes raras mds prevalentes de cada regidn, asi como
desarrollar estudios estandarizados con el fin de obtener datos concluyentes sobre la
prevalencia de estas variantes.

El diagndstico precoz de esta enfermedad permite realizar cambios en la vida del paciente,
como la deshabituacién tabaquica, con el fin de limitar la progresion del dafo pulmonar.
Ademas, da lugar a la posibilidad de realizar estudios familiares para diagnosticar otros casos
de forma precoz y dar consejo genético, o incluso considerar iniciar un tratamiento sustitutivo
especifico en los casos en los que esté indicado®.

A pesar de ser la enfermedad hereditaria mds frecuente diagnosticada en adultos, su
variabilidad clinica y el hecho de que sélo un 1-3% de los pacientes con enfisema pulmonar
presenten DAAT parecen ser las causas principales por las que algunos médicos olvidan o no
saben cdmo solicitar o interpretar el diagndstico de esta patologia en pacientes con EPOCY.
Por otro lado, una vez que los responsables clinicos solicitan las pruebas pertinentes, como son
la determinacion de niveles de AAT o incluso su caracterizacion fenotipica, la realizacidn del
diagnéstico completo del DAAT puede retrasarse durante varias semanas o incluso no llegar a
realizarse. Segln un estudio realizado en Italia y Alemania, el tiempo medio necesario para
obtener un diagnodstico definitivo una vez se ha iniciado la peticién por parte del responsable
clinico es de 3-4 semanas'*®. Uno de los principales motivos de este retraso en el diagndstico
del DAAT es la necesidad de muestras adicionales del paciente durante el diagndstico y la
complejidad de la técnica de secuenciacion requerida para el estudio genotipico, la cual es mas

complicada de realizar que el genotipado alelo-especifico. En este sentido, aunque la
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secuenciacion del gen de la AAT se considera la técnica de referencia para detectar cualquier
variante, en la gran mayoria de los casos, el fenotipado junto con el genotipado aleo-especifico
son suficientes para conocer la variante concreta responsable del DAAT. Los retrasos en el
diagndstico son mds pronunciados en lugares donde las muestras deben ser enviadas a centros
especializados de referencia. Este hecho es frecuente en estudios donde se necesita realizar un
genotipado mediante secuenciacién, técnica que sélo esta disponible en este tipo de centros.
La muestra que se utiliza con frecuencia para este tipo de estudios centralizados es el DBS, que
permite su envio por correo ordinario y resulta util para la estimacidon semicuantitativa de los
niveles de AAT, primer paso del diagndstico del DAAT. Este tipo de muestra permite informar a
los responsables clinicos de la existencia o no de un DAAT, pero una vez establecido el déficit
se necesita una nueva muestra de sangre total para completar el diagndstico. Como
consecuencia, se produce un mayor retraso provocado principalmente por los multiples pasos
gue esto conlleva, como una nueva citacion del paciente y su visita médica, una segunda
extraccién de muestra, el transporte de la misma con las condiciones de seguridad y
conservacién necesarias y la comunicacién de los resultados entre los centros. Durante todo
este proceso, existe el riesgo de que se pierda el seguimiento del paciente, situacién no
excepcional durante el diagndstico del DAAT™,

Estos datos muestran la gran importancia de aumentar la educacion sobre el DAAT entre los
responsables clinicos y el uso de técnicas mas simples y algoritmos de diagndstico bien
definidos que permitan acortar significativamente el tiempo requerido para este proceso y asi
poder combatir el infradiagndstico de la enfermedad y aumentar el nimero de pacientes
identificados.

Las técnicas de diagndstico del DAAT incluyen como primer paso la cuantificacién de los
niveles séricos de AAT, seguido del estudio del fenotipo de las diferentes isoformas de la
proteina y finalmente el analisis del gen SERPINA1 mediante genotipado alelo-especifico y/o

secuenciacion. Cada laboratorio utiliza diferentes instrumentos y tipos de muestra para
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realizar el diagndstico completo, como por ejemplo nefelometria o turbidimetria en Ia
medicion de los niveles de AAT o el uso de sangre total o DBS en el genotipado. Sin embargo,
lo mds importante es establecer un algoritmo de diagndstico que permita el andlisis de las
muestras en un tiempo minimo, de forma coste-efectiva y sin incomodar al paciente.

En esta tesis, se presentan tres estudios centrados en la mejora del diagndstico del DAAT
estableciendo un algoritmo de diagndstico y disefiando técnicas que permitan realizarlo de la
forma mas rapida posible y obteniendo resultados definitivos, independientemente de la
variante de AAT presente.

En el primer y segundo estudio, se ha adaptado la técnica de genotipado alelo-especifico,
habitualmente empleada en la deteccién de las variantes deficientes comunes Sy Z, para la
deteccion del alelo Mmalton, la variante rara de AAT responsable de un DAAT grave mas
frecuente en la poblacidn espafiola, llegando a representar hasta el 20% de todos los casos de
variantes raras. Los resultados del primer estudio han demostrado la precisién de esta
metodologia para el estudio de la variante Mmalton, mostrando una total concordancia con
los resultados obtenidos mediante la secuenciacidén de la regién estudiada para detectar esta
variante. Tras la confirmacién de su eficiencia diagndstica, esta técnica ha sido incorporada al
algoritmo de diagndstico del DAAT propuesto por nuestro laboratorio y se ha estudiado su
aplicabilidad como parte de los dos primeros estudios presentados en esta tesis.

El genotipado alelo-especifico mediante PCR a tiempo real y curvas de melting es una técnica

119 5121

muy rapida, sensible y reproducible’® que permite trabajar con muestras como DB y
suero!®, donde la cantidad de ADN es menor que la obtenida en muestras de sangre total. La
muestra de DBS es particularmente atil en estudios poblacionales a gran escala donde las
muestras son enviadas desde diferentes areas a un laboratorio central'!. Esto es debido a su
facil obtencidn, envio y almacenamiento. Por otro lado, se debe tener en cuenta que la

muestra de suero se emplea en los primeros pasos del diagndstico del DAAT que incluyen la

cuantificacion de los niveles y el estudio del fenotipo de la AAT. En el caso de las variantes
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raras no caracterizadas correctamente mediante estas dos técnicas, generalmente se necesita
una muestra adicional de sangre total para realizar el genotipado mediante secuenciacion.
Este hecho, tiene como consecuencia inmediata un retraso en la obtencion del diagndstico
definitivo. Los resultados obtenidos en los dos primeros estudios demuestran la utilidad de la
técnica de genotipado alelo-especifico en la caracterizacidn de la variante rara Mmalton
practicamente al mismo tiempo que se realizan los dos primeros pasos del diagndstico,
evitando asi la secuenciacién, que como previamente se ha comentado, es mas laboriosa. Este
resultado representa una importante mejora en el diagndstico clinico del DAAT. Asi mismo,
esta metodologia puede ser adaptada para la deteccién de otras variantes raras, de forma que
puede ser utilizada para estudiar la frecuencia real de las variantes raras mas prevalentes de
cada regién, como por ejemplo la variante Siiyama en Japén, que es la causa principal de DAAT
en esta region®,

La técnica de genotipado alelo-especifico de la variante Mmalton fue incorporada en el
algoritmo de diagndstico del DAAT utilizado en nuestro laboratorio de la siguiente manera: los
niveles de AAT son cuantificados en suero y en los casos con concentraciones menores a 116
mg/dL se realiza el fenotipo mediante IEF. Si los valores de AAT estan en el rango establecido
para el fenotipo obtenido, los resultados se consideran definitivos. Si por el contrario, los
niveles obtenidos estan por debajo del limite inferior de dicho rango y en el fenotipo se
observa uno o dos alelos M, se sospecha la variante Mmalton (por ser la mas frecuente tras la
Z segln nuestros propios datos®>). Por este motivo se realiza el genotipado alelo-especifico de
esta variante. Por otro lado, en determinados casos donde el fenotipo no esta claro y existe
sospecha de la presencia de las variantes S y/o Z, se realiza el genotipado alelo-especifico de
estas variantes. Un ejemplo de esto seria un paciente con un alelo Z y otro nulo, en cuyo
fenotipo se observaria ZZ, pero con valores de AAT inferiores al rango establecido para este
fenotipo, mientras que en el genotipado alelo-especifico se observaria la presencia de un Unico

alelo Z, demostrando asi la presencia de otro alelo no identificado mediante el fenotipo. Si con
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este tipo de genotipado no se obtienen resultados definitivos, se realiza el genotipado
mediante la secuenciacion exénica del gen SERPINAL.

Existen otros algoritmos de diagndstico del DAAT donde se utilizan las mismas técnicas pero
con un orden diferente. En este sentido, Snyder et al.l®® o Ferraroti et al.'** proponen un
algoritmo donde los primeros pasos son la cuantificacién de niveles de AAT y el genotipado
alelo-especifico de las variantes S y Z, mientras que el fenotipo se utiliza como técnica de
soporte. En nuestro laboratorio decidimos realizar el fenotipado tras la cuantificacion de los
niveles de AAT ya que en la mayoria de casos, las variantes S y Z pueden ser detectadas
facilmente mediante esta técnica. Ademds, en Espafia las variantes deficitarias raras mas
frecuentes son la |, Mmalton y Plowell y tanto la variante | como la Plowell pueden ser
identificadas mediante el fenotipo. Para la detecciéon de la variante Mmalton se utiliza el
genotipado alelo-especifico (ya que no es posible su identificacion mediante IEF), lo cual es
mds coste-efectivo que realizar una secuenciacién para identificarla. Sin embargo, como
previamente se ha comentado, lo importante es establecer un algoritmo que permita
identificar todas las variantes de la AAT y seguirlo en todos los casos, con el fin garantizar el
diagndstico molecular etioldgico de este déficit.

Para la cuantificacion de niveles de AAT y el fenotipo se utiliza muestra de suero y en los
estudios desarrollados en esta tesis se ha validado la realizacién del genotipado alelo-
especifico en muestras de suero y DBS como alternativas a las muestras de sangre total como
fuente de material genético. Por lo que llegados a este punto, y siguiendo el algoritmo
propuesto, se podria realizar el diagndstico empleando un solo tipo de muestra, como es el
suero. Sin embargo, en el caso de las variantes no caracterizadas utilizando las tres técnicas
mencionadas, seria necesario realizar un genotipado mediante secuenciacién, para el cual

S, Este hecho,

inicialmente se necesitaria ADN procedente de sangre total o DB
generalmente supone una nueva extracciéon de muestra, por lo que se debe citar de nuevo al

paciente. Una nueva cita requiere de semanas o meses, generando un gran retraso en el
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diagndstico. Incluso, por nuestra propia experiencia, un numero significativo de pacientes no
regresa para proporcionar una muestra adicional. Para evitar esta limitacién y en el sentido de
seguir el proceso de optimizacién del algoritmo diagndstico, una parte del tercer estudio se
centrd en la utilizacién del suero como Unico tipo de muestra empleado para completar el
algoritmo de diagndstico y asi reducir el tiempo necesario para obtener resultados definitivos.
Para ello, se redisend el genotipado mediante secuenciacidn para utilizar ADN circulante
procedente de muestras de suero, ya que previos estudios en el analisis del DAAT habian
demostrado que los productos de PCR obtenidos a partir de ADN procedente de suero podian
presentar la misma calidad que los obtenidos a partir de sangre total'®. La secuenciacién
consiste en la amplificacion mediante PCR de los 4 exones codificantes del gen SERPINAL y la
posterior secuenciacion automatica Sanger de los mismos. Como la cantidad de ADN en las
muestras de suero es mucho menor que la presente en muestras de sangre total, fueron
necesarias dos rondas de PCR para amplificar cada uno de los exones, realizar una correcta
secuenciacién y obtener resultados claros. Una de las desventajas de esta técnica es que el uso
de dos rondas de PCR presenta mayor riesgo de contaminacion. Por ello, es necesario el
cumplimiento estricto de las medidas de seguridad habituales en los protocolos que incluyen
etapas de PCR, como realizar los diferentes pasos de extraccién, preparacion de la mezcla de
PCR y adicion de la muestras en diferentes espacios o utilizar blancos (utilizacion de agua en
lugar de muestra) en cada una de las amplificaciones.

Una vez puesta a punto esta metodologia, se incorporo en el algoritmo de diagnédstico utilizado
en el laboratorio, consiguiendo completar el algoritmo y obtener un diagndstico definitivo
utilizando la misma muestra de suero empleada en los primeros pasos del diagndstico. De esta
forma, se evita volver a citar al paciente para una nueva extraccion y es posible obtener un
diagndstico definitivo en un periodo de tiempo muy reducido.

Con el objeto de validar otra posible muestra como fuente de material genético que pudiera

obviar una puncién en el dedo (necesaria para obtener una muestra de DBS) y poder ser
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aplicada en pacientes en los que la extraccién de sangre total o la obtencién de DBS pudiese
ser compleja, se planteé la realizacién de los estudios de genotipo de la AAT en muestras de
frotis bucal. Este proceso se realizd en el tercer estudio de esta tesis, en el que se pusieron a
punto las técnicas de genotipado alelo-especifico de las variantes S, Z y Mmalton y la
secuenciacion exdnica del gen SERPINA1. Este tipo de muestra consiste en la obtencion de
células del interior de la boca de forma indolora mediante un bastoncillo o hisopo, con el cual
se ha de frotar alrededor de 15 veces el interior de cada una de las mejillas. Este tipo de
muestra es estable hasta un mes a temperatura ambiente, muy fécil de enviar o transportar y
no requiere condiciones especiales de almacenamiento. Ademas, la extraccion de ADN a partir
de esta muestra sélo necesita de dos incubaciones y centrifugaciones sin el uso de ningun
solvente organico tdxico, permitiendo el procesado de un gran nimero de muestras en un
tiempo reducido. El frotis bucal puede ser obtenido por cualquier persona sin necesidad de
una formacidn previa y evita el contacto con patégenos de transmisidon sanguinea, lo que
facilita su uso en estudios familiares genéticos. Este dato es muy relevante puesto que cuando
es detectado un caso con DAAT debe realizarse un estudio familiar con el fin de detectar otros
individuos con déficit e iniciar medidas preventivas o incluso terapéuticas. Por ello, en el tercer
estudio, el frotis bucal se presenta como alternativa a la muestra de DBS para realizar el
genotipado, sobre todo en estudios familiares donde los miembros estan muy dispersos, en
personas que presenten algun tipo de discapacidad y en individuos con fobia a las agujas. Cabe
destacar su uso en pediatria, ya que en neonatos y nifios el DAAT es la causa genética mas
comun de enfermedad hepatica y en este tipo de pacientes la obtenciéon de una muestra
sanguinea puede ser complicada. Por todo esto, el frotis bucal facilita en gran medida la
participacién de los miembros de una familia en un estudio genético. Los resultados obtenidos
utilizando el frotis bucal muestran una manera facil y simple de obtener y enviar una muestray
extraer ADN para realizar el genotipado de la AAT. Con este tipo de muestra se consigue una

gran cantidad de ADN, que se evidencid al obtenerse resultados éptimos con diluciones del
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ADN extraido de hasta 1:10. Este hecho permite realizar el genotipado alelo-especifico tanto
de las variantes comunes S y Z, como de la variante Mmalton y una amplificacion vy
secuenciacion de los exones codificantes del gen de la AAT de forma equiparable a cuando se
utiliza ADN procedente de sangre total. La desventaja que este tipo de muestra presenta con
respecto a la muestra de DBS es su coste, ya que para la extraccion del ADN se requiere un
tampdn de extraccion comercial, mientras que para la extraccién de ADN a partir de DBS se
necesita tan solo agua estéril. Sin embargo, las muestras de frotis bucal presentan ventajas con
respecto al DBS, como es la sencilla obtencidn de la muestra, la rapidez de la extraccion y la
gran cantidad de material genético obtenido. Sin olvidar que la obtencién de la muestra DBS
requiere de una puncion ligeramente dolorosa en el pulpejo del dedo y cierta habilidad para la
colocacién de las gotas de sangre en el papel de filtro, evitando artefactuar la muestra como
por ejemplo con el alcohol utilizado para limpiar la piel del dedo antes de la puncidn.

Asi, en el tercer estudio se ha desarrollado la metodologia para realizar el genotipado con dos
tipos de muestra adicionales a las muestras con las que habitualmente se trabaja en el
diagndstico del DAAT, como son el suero y el frotis bucal. Esto, por un lado permite completar
el algoritmo de diagndstico sin retrasos y por otro, facilita la expansidon de los estudios
familiares y poblacionales de una forma facil de realizar por los clinicos, por los técnicos de
laboratorio e incluso los propios miembros de la familia con una sencilla explicaciéon del
procedimiento y siempre de la manera mas cdmoda para el paciente.

En el presente trabajo, se presenta un algoritmo de diagndstico donde el ultimo paso, el
genotipado mediante secuenciacién, se realiza mediante la amplificacion y secuenciacion
Sanger de los exones codificantes del gen SERPINA1, ya que la mayoria de las mutaciones
descritas estan localizadas en los exones®3. Sin embargo, aunque muy poco frecuentes, existen
algunas variantes nulas como la QOMadrid, la QOPorto (c.-5+1G>A)*>?, QOwest (c.-4+1G>T)**3
o QOBonny blue (c.-4+1Gdel)®® que causan mutaciones en los intrones o en las regiones

reguladoras del gen (exones promotores) que afectan a los mecanismos de transcripcién o al
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empalme (splicing) alternativo del gen SERPINA1. Estas variantes no serian detectadas
mediante el algoritmo propuesto en esta tesis que incluye como etapa final la secuenciacion
exonica. En estos casos, es necesario realizar una secuenciacion de los exones promotores y de
los intrones, la cual no esta descrita en este trabajo, aunque seria perfectamente practicable
con las muestras descritas: suero y frotis bucal. Unicamente seria necesario el disefio de un
conjunto de cebadores que permitiera la amplificacidon de varios fragmentos que cubrieran la
totalidad del gen SERPINA1. No obstante, por la baja frecuencia de estas variantes y el gran
numero de amplificaciones necesarias no resultaria coste-efectivo, ya que presenta una
complejidad de procesado no compatible con el flujo asistencial. Por este motivo, cuando se
completa el algoritmo propuesto y no se obtiene un diagndstico definitivo, la muestra del
individuo a genotipar se envia a un laboratorio que presente la metodologia necesaria para
realizar la secuenciacién de estas regiones, algo que, como se ha indicado, ocurre con una
frecuencia minima. En la actualidad, esta actividad se centraliza en Espafia en el Instituto de
Investigacion en Enfermedades Raras (IIER) del Instituto de Salud Carlos Il (ISCIll) de Madrid,
en colaboracidn con el REDAAT. En todo caso, el ADN utilizado para amplificar y secuenciar los
exones es valido para realizar la secuenciacion intrénica. Por tanto, el ADN obtenido a partir de
suero y de frotis bucal podria utilizarse para secuenciar los intrones del gen SERPINA1. De este
modo, el algoritmo de diagndstico del DAAT propuesto podria implementarse con un ultimo
paso afiadido que seria la secuenciacion intrénica en los casos en los que con la secuenciacién
exonica no se obtuviese un resultado definitivo.

El algoritmo propuesto en el presente trabajo, permite realizar un diagndstico completo del
DAAT evitando dos problemas principales del diagndstico de esta enfermedad, como son el
significativo retraso producido una vez el clinico realiza la peticion de diagnéstico y el
infradiagndstico de las variantes raras de la AAT.

El algoritmo diagndstico propuesto presenta una limitacion que escapa del alcance del

laboratorio clinico y esta directamente relacionada con la realizacidn del genotipado. Cuando
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se realiza una peticion de diagnéstico del DAAT por parte del médico, el primer paso en el
algoritmo de diagndstico es la cuantificacidon de los niveles de AAT en suero. Si estos niveles
son deficitarios, se realiza la prueba de fenotipado y si el fenotipo obtenido concuerda con los
valores de AAT, se considera como resultado definitivo. El fenotipo, al ser una prueba donde se
analizan las diferentes isoformas de la proteina, legalmente no se considera una prueba
genética, a pesar de que proporcione un diagndstico definitivo. Sin embargo, cuando los
niveles de AAT y el fenotipo no son concordantes, se necesita realizar el genotipado alelo-
especifico y/o el genotipado mediante secuenciacion. En este caso, se trabaja con ADN y se
realiza la caracterizacion molecular de un gen, por lo que es considerado como prueba
genética. Segun la ley de Investigacion Biomédica 14/2007 del 3 de Julio , la realizacion de
cualquier estudio genético, como es el caso del genotipado de la AAT, necesita de un
Consentimiento Informado (Cl) del paciente: “la Ley se construye sobre los principios de la
integridad de las personas y la proteccion de la dignidad e identidad del ser humano en
cualquier investigacion biomédica que implique intervenciones sobre seres humanos, asi como
en la realizacion de andlisis genéticos, el tratamiento de datos genéticos de cardcter personal y
de las muestras bioldgicas de origen humano que se utilicen en investigacion. En este sentido,
la Ley establece que la libre autonomia de la persona es el fundamento del que se derivan los
derechos especificos a otorgar el consentimiento y a obtener la informacion previa” (BOE-A-
2007-12945). Las pruebas genéticas proporcionan resultados que son para toda la vida y que
tienen implicaciones no solo para el individuo sino para la familia, debiendo ir siempre
acompafiadas de un Cl y consejo genético. El CI debe ser tomado por el facultativo que
prescribe la prueba y es una forma de garantizar que la persona sea informada y entienda el
propdsito de la prueba genética, asi como las implicaciones de los resultados. Ademas,
garantiza su derecho a recibir el consejo genético, ya que le da la oportunidad de hacer
preguntas y también de manifestar su derecho a decidir qué informacidn quiere conocer y cual

no quiere conocer en cualquier momento del proceso.
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Cuando se realiza el algoritmo de diagndstico y se necesita el genotipo, el laboratorio no puede
llevarlo a cabo hasta que exista un Cl por parte del paciente. En la mayoria de casos, cuando el
clinico realiza la peticién del diagndstico del DAAT no adjunta el Cl, ya que en muchas
ocasiones con los primeros pasos del diagndstico (niveles de AAT y fenotipo) es posible
obtener un resultado definitivo sin andlisis genético. Sin embargo, si se necesita realizar el
genotipado, el laboratorio debe informar al clinico que pidié la prueba y este a su vez, al
paciente para obtener el Cl. Esto genera un retraso en el diagndstico similar al generado
cuando era necesaria una muestra adicional de sangre total para realizar el genotipado
mediante secuenciacidn. Por tanto, a pesar de haberse disefiado en esta tesis doctoral un
algoritmo de diagndstico capaz de trabajar con un Unico tipo de muestra y asi evitar los
habituales retrasos generados en el diagndstico, la necesidad de disponer de un CI limita la
aplicaciéon de dicho algoritmo. Para evitar este retraso y poder obtener los beneficios
diagndsticos de la metodologia desarrollada en esta tesis, es necesario que todo responsable
clinico que solicite un estudio del DAAT obtenga al mismo tiempo el Cl del paciente. Dada la
utilidad de la cuantificacion de los niveles de AAT para evitar el infradiagnostico del DAAT, la
solicitud de esta prueba podria efectuarse como forma de cribaje de cualquier paciente que
acude a una visita médica y del cual no se dispone de ninguna informacién previa de sus
niveles de AAT, incluso en ausencia de ningun tipo de sospecha. En una estrategia de este tipo,
siempre que se plantee solicitar estos niveles, seria adecuado obtener el Cl ante la posibilidad
de que sea detectado un DAAT y poder aprovechar el potencial de la metodologia propuesta.
Cuando determinadas pruebas genéticas son solicitadas, el propio sistema informatico del
centro adjunta un formulario del Cl para que el médico lo entregue en ese momento al
paciente. Una soluciéon al problema al que nos enfrentamos seria ligar la peticién de
diagndstico del DAAT con un formulario del Cl en el sistema informatico de todos los centros,
tanto primarios como hospitalarios. De esta forma, si fuese necesario realizar un genotipado,

no se produciria ningln tipo de retraso en el diagndstico.
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5 CONCLUSIONES

1. El genotipado alelo-especifico para la deteccidon de la variante Mmalton mediante PCR a
tiempo real y curvas de melting es una técnica rapida, sensible y reproducible que permite
trabajar con pequenas cantidades de ADN como las obtenidas en las muestras de DBS o en las

muestras de suero.

2. Esta metodologia permite una identificaciéon facil y rapida de individuos Mmalton que, hasta
la fecha, no estaban bien caracterizados y puede ser adaptada para la deteccién de las

variantes raras mas prevalentes de cada regién.

3. La técnica de genotipado alelo-especifico para la deteccidon de la variante Mmalton aplicada

a estudios asistenciales resulta mas rapida y econdmica que la secuenciacion.

4. La posibilidad de realizar la técnica de secuenciacion utilizando la misma muestra de suero
empleada en los primeros pasos del diagndstico, evita volver a citar al paciente para una nueva

extraccién y permite completar el algoritmo de diagnéstico sin retrasos.

5. El uso de una muestra de frotis bucal como alternativa a la muestra de DBS para los andlisis
de genotipado ayuda a promover la expansion de los programas de deteccién del DAAT. Su

obtencidn no es invasiva y permite disponer de gran cantidad de ADN.

6. El algoritmo de diagndstico propuesto en el presente trabajo permite realizar un diagndstico
completo del DAAT evitando dos problemas importantes, como son el significativo retraso
producido una vez el clinico realiza la peticion de diagndstico y el infradiagndstico de la

variante rara Mmalton.

7. El algoritmo de diagndstico se podria implementar con la secuenciacién intrénica y de los
exones promotores como paso final para aquellos casos en los que no se obtuviese un

resultado definitivo mediante la secuenciacidon exdnica.
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8. La necesidad de disponer de un consentimiento informado (Cl) por parte del paciente para
la realizacion del genotipo puede suponer un retraso en el diagndstico. Para poder obtener los
beneficios diagndsticos de la metodologia desarrollada en esta tesis, es necesario que todo
responsable clinico que solicite un estudio del DAAT obtenga al mismo tiempo el Cl del

paciente.
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