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Las distintas variantes de la proteina Alfa-1 antitripsina (AAT) han sido tradicionalmente
caracterizadas mediante isoelectroenfoque (IEF), una técnica desarrollada en la etapa previa a la
revolucion molecular que sigue siendo ampliamente utilizada para el diagnéstico del DAAT.
Basicamente, las diferentes variantes de AAT presentes en el suero son identificadas con letras
mayusculas, segun su patron de migracion especifico en el gel de IEF. Las variantes de tipo M
(medium) presentan un patréon de migracion similar al observado para la AAT de referencia, mientras
que las variantes de tipo S (slow) y Z (very slow), que se asocian con el 95% de casos de DAAT, pueden
ser identificadas de una forma relativamente sencilla. Sin embargo, el continuo descubrimiento de
nuevos alelos del gen SERPINAI, hace que sea cada vez mas dificil dilucidar lo que estd ocurriendo a
nivel molecular a partir del fenotipo observado mediante IEF. Un ejemplo son las variantes M-/ike, ya
gue son sintetizadas normalmente a partir de alelos poco frecuentes del gen SERPINAI, pero
presentan un patron de migracion similar al observado para la AAT de tipo M. En este contexto, los
autores proponen mejoras aplicables al método de diagndstico mediante |EF, para caracterizar la
variante patolégica conocida como M, ... Ademas, se centran en la variante M ya que se
trata de una variante muy poco estudiada, y dificilmente detectable mediante IEF.

Whitstable'

En un primer analisis retrospectivo, los autores partieron de 76 pacientes portadores del alelo
Worzburg! genotipados segun datos previos de secuenciacion del gen SERPINAI. El analisis de estas
muestras mediante |EF les permitié detectar un patrén de migracion caracteristico para la variante
worburg QUE la diferencia del resto de variantes M-like. Para validar sus resultados, seleccionaron
otros 18 pacientes portadores de la variante M yurzbug PEIO esta vez caracterizados Unicamente
mediante |EF. Tras secuenciar el exdn V del gen SERPINAI, dos de ellos presentaron el genotipo
normal (PI"MM), un paciente presento el genotipo PI*SM,, v los 15 restantes fueron genotipados
como PIMM . El 43.8% de los portadores del alelo M habian presentado patologias
g Wurzburg
pulmonares, y el 6.3% presentd un cuadro hepatico. Teniendo en cuenta el historial de todos los
pacientes analizados en su laboratorio en los Ultimos 16 afios (10.660), los autores estiman que 6 de
cada 1000 pacientes portan el alelo M urzburg YN valor aproximadamente 10 veces superior a la
frecuencia estimada para este alelo a nivel globaly en Europa. Entre los portadores delaleloM,, .
9
el 70% de los individuos presentaron un genotipo PI*"MM,, . 'y DAAT moderada, mientras que el
30% restante presentaron deficiencia severa, al combinar el alelo l\/lWurzburg con otras variantes
decientes.
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En el caso de la variante M 36 de 7885 (0.46%) pacientes fueron identificados como

Whitstable’

portadores, segun datos de secuenciacion del gen SERPINAT (30 con genotipo PI*"MMWhitstable,

cinco PI*ZM,, ...y uno PI*SM_ ). En otros 31 pacientes, para los gue no se disponia de datos
moleculares, el alelo M, . fue detectado en 3 individuos, mediante secuenciacion del intron IV
del gen. La concentracion media de AAT en el suero de los 39 individuos portadores del alelo
M nicane TU€ de 875 mg/dL, un grado de DAAT similar al de la poblacion PI*MZ, por lo que es
necesario prestar mayor atencion a esta variante durante en el algoritmo de diagndstico.

A nivel general, este trabajo pone de manifiesto la necesidad de llevar a cabo el diagndstico
mediante IEF en laboratorios de referencia, ya que las herramientas de diagnostico rapido, por si
solas, no suelen ser capaces de detectar ciertas variantes potencialmente patolégicas. Ademas, es
necesario integrar y consolidar técnicas moleculares en el algoritmo de diagndstico de DAAT. En
este sentido, las técnicas basadas en la secuenciacion de tercera generacion presentan una clara
ventaja, ya que permiten secuenciar regiones del genoma mucho mas largas, lo que es esencial a la
hora de identificar variantes intronicas del gen SERPINAI, como es el caso delaleloM,, .
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Novel SERPINAI alleles identified through a large alpha-1 antitrypsin deficiency
screening program and review of known variants
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El 95% de los casos de deficiencia de Alfa-1 antitripsina (DAAT) estan relacionados con las variantes S
y Z del gen SERPINAI. Sin embargo, se han identificado otras muchas variantes menos frecuentes
que también pueden causar DAAT, y/o pérdida de funcionalidad de la AAT. A pesar de que estas
variantes raras no suelen estar presentes en la mayoria de pacientes con DAAT, su caracterizacion
molecular es muy importante para el desarrollo de nuevas terapias, ya que proporcionan informa-
cion valiosa sobre elementos estructurales clave de la AAT y, por tanto, sobre su papel en el desarrollo
de DAAT y en el diefo de nuevas estrategias terapéuticas.

Los autores han llevado a cabo un amplio screening en busca de nuevas variantes del gen SERPINAI,
a partir de pacientes con trastornos hepaticos, pulmonares y/o antecedentes familiares relacionados
con DAAT. Los niveles de AAT fueron estimados mediante nefelometria, y se genotipo los alelos Sy Z
del gen SERPINAT mediante PCR en tiempo real. Cuando se detectd inconsistencia entre los niveles
de AAT, el genotipo, y/o el fenotipo de AAT obtenido mediante isoelectronfoque, se estudio la presen-
cia de otras variantes del gen SERPINAI, mediante PCR de fusion y secuenciacion de los exones II-V.
Ademas, los autores utilizaron el servidor Polyphen-2 para predecir las consecuencias funcionales de
estas mutaciones a nivel proteico.

En total, se identificaron 22 nuevas variantes en el gen . La mayoria de ellas fueron detectadas en
pacientes asintomaticos. Sin embargo, tres variantes se encontraron en pacientes jovenes con sinto-
matologia pulmonar (I, . Q0. rrancisco Y QOronie)- LOS autores describen 13 nuevos alelos nulos, la
mayoria en el fondo genético M1,y uno (QO, . ) en el fondo genético M2. Curiosamente, de los siete
nuevos alelos deficientes caracterizados, solo uno (VGallipolis) se detectd en el fondo genético M1, al

igual que los dos nuevos alelos normales detectados en este trabajo (P, e Y Niriora cin)-
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Elanalisis de modelizacion a nivel de AAT reveld que una de las nuevas variantes deficitarias (Z ;. noud:
a pesar de presentar una movilidad electroforética similar a la variante clasica PI*Z, no esta relaciona-
da con el alelo Z, poniendo manifiesto la importancia de la caracterizacidn molecular. Del mismo
modo, el modelizado de la variante QO ... PErMItio a los autores obtener una posible explicacion
sobre la implicacion de esta mutacion nula en la estructura de la AAT. A partir de una amplia revision
bibliografica, identificaron articulos cientificos sobre deteccion de variantes del gen SERPINAI, reco-
pilando informacién sobre 35 variantes normales del gen SERPINAI, 53 alelos deficitarios, 48 alelos
nulos, y 48 alelos identificados mediante isoelectronfoque. Estos datos, sumados a las nuevas varian-
tes descubiertas en este trabajo, confirman la existencia de al menos 206 variantes en el gen SERPI-
NAL.

A nivel general, este trabajo pone de manifiesto dos aspectos clave para el diagndéstico de la DAAT, y
para el desarrollo de nuevas terapias. Por una parte, confirma la necesidad de continuar con la carac-
terizacion molecular de nuevas variantes de gen SERPINAIT, que debe ser llevada a cabo junto con un
registro estricto de los detalles clinicos de cada paciente. Por otra, pone de manifiesto la ventaja que
supone el uso de herramientas bioinformaticas de modelizacion para esclarecer los efectos funcio-
nales de estas variantes a nivel de la AAT, y su uso potencial para el descubrimiento y desarrollo de
Nnuevas estrategias terapeuticas.
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Unique and shared systemic biomarkers for emphysema in Alpha-1 Antitrypsin
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La deficiencia de alfa-1 antitripsina (AATD), la causa genética mas comun de enfisema, presenta una
gran heterogeneidad fenotipica en los sujetos afectados. El objetivo de este trabajo es identificar
biomarcadores plasmaticos de la AATD Unicos y compartidos con la enfermedad pulmonar obstruc-
tiva crénica (EPOC) que puedan explicar la heterogeneidad fenotipica de la AATD.

Para ello se analizd el plasma o suero de 5.924 sujetos de cuatro cohortes de AATD y EPOC en la plata-
forma SomaScan V4.0. Mediante regresion lineal multivariable, metaanalisis de efectos aleatorios de
varianza inversa y regresion del Operador de Seleccion (LASSO), se comprobd la asociacion entre
4720 proteinas individuales o combinadas en un score de proteinas con el enfisermma medido por la
densidad pulmonar del percentil 15 (PD15) o la capacidad de difusion (DLCO) en distintos genotipos
de AATD (Pi*ZZ, Pi*SZ, Pi*MZ) y sujetos con EPOC no AATD, PIMM. La precision del AAT SOMAmMer
para identificar la AATD se comprobd mediante el analisis de las curvas ROC.

En los sujetos con AATD PiZZ, 2 proteinas se asociaron con PD15y 98 proteinas con DLCO. De ellas, 68
se asociaron también con la DLCO en la EPOC y se enriquecieron para tres vias de componentes
celulares: factor de crecimiento similar a la insulina, gota lipidica y complejo de miosina. Los sujetos
con AATD PiMZ compartian proteinas asociadas a la DLCO similares a las de los sujetos con EPOC. El
score de proteinas de enfisema incluyd 262 SOMAmers y predijo enfisema en sujetos con AATD vy
EPOC. El nivel de SOMAmMer AAT <799 unidades de fluorescencia relativa (RFU) tuvo una sensibilidad
y especificidad del 100% para identificar Pi*ZZ, pero fue menor para otros genotipos de AATD.

La principal aportacién de este trabajo radica en que utilizando SomaScan, se identifican biomarca-
dores plasmaticos Unicos y compartidos entre sujetos con AATD y EPOC y generamos un score de
proteinas que se asocia fuertemente con el enfisema en EPOC y AATD. Ademas, descubren biomar-
cadores Unicos asociados con DLCO y enfisema en PiZZ AATD.
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Alphal-antitrypsin deficiency and cardiovascular disease: questions and issues
of a debated relation
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La alfal-antitripsina (AAT) es uno de los principales inhibidores que intervienen en la homeostasis de
las proteasas/antiproteasas, y es producida principalmente por los hepatocitos y las células epiteliales
pulmonares. Su deficiencia, denominada déficit de alfal-antitripsina (AATD), provoca graves
problemas hepaticos y respiratorios. Ademas, la AAT se libera en el torrente sanguineo
proporcionando efectos antiinflamatorios sistémicos. Ademas de actuar como proteina
antiinflamatoria de fase aguda, puede ser un biomarcador para controlar la evolucion de la
enfermedad. Una produccion reducida o defectuosa conlleva una pérdida de la funciéon
antiinflamatoria, un desequilibrio proteasa-antiproteasa y una congestion celular debida al depdsito
de polimeros, con repercusiones en todo el sistema. Esta revision pretende evaluar la afeccion por
AATD en los grandes vasos de cabeza y cuello, térax y abdomen. Ademas, se revisara su papel
especialmente en las enfermedades vasculares autoinmunes.

Se ha realizado una revision critica de los principales hallazgos bibliograficos desde la década de 1980
hasta la actualidad. Los estudios realizados a lo largo de los afios han aportado varias pruebas
contradictorias. La mayoria de los autores reconocen el papel protector y antiinflamatorio de la AAT
en el endotelio vascular. Sin embargo, las correlaciones entre la AATD y las principales arterias, las
afecciones cerebrales y cardiovasculares y las enfermedades autoinmunes siguen sin estar claras. La
mayoria de los estudios reconocen el papel de la AATD en las enfermedades vasculares, pero sélo
como cofactor inductor de alteraciones de la estructura celular y tisular. Sin embargo, esta condicion
por si sola no basta para determinar la aparicion de nuevas enfermedades.

Debido a los resultados opuestos comunicados a lo largo de los afos, sigue existiendo una
considerable falta de conocimientos sobre el papel que desempefa la AATD en las enfermedades
vasculares. Deberia fomentarse un interés renovado en este campo de investigacion para aportar
nuevas pruebas soélidas y validar el papel del cribado y la terapia de sustitucion de la AATD como
herramientas Utiles de diagndstico y tratamiento.
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