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S-Pi-typning (alfa-1-Antitrypsin klassning av
fenotyp)

Bakgrund

Pi-typning rekommenderas da man onskar ta reda pé huruvida en patient bér
pa anlag som kan kopplas till antitrypsinbrist. Indikationer for analysen kan
t ex vara kliniska symptom som inger misstanke om antitrypsinbrist (ex.
lungsjukdom, leversjukdom, panniculit) eller sénkt antitrypsinhalt i plasma.
En annan relativt vanlig indikation &r som ett led i en slaktutredning for
antitrypsinbrist. En antitrypsinhalt inom referensomradet utesluter inte att
patienten bér pa anlag for antitrypsinbrist [1-4]. For de som vill ldsa mer
hénvisas 1 forsta hand till det nationella vardprogrammet {or alfa-1-
anitrypsinbrist [5]. En sammanstéllning av de vanligaste Pi-typerna och
deras koppling till sjukdom aterfinns i Lakartidningen [6], och en
sammanfattning med fokus pa drftlig antitrypsinbrist och leversjukdom kan
lasas 1 ”Utredning av patologiska leverprover, Bakgrundsdokumentation”
sammanstéllt av Svensk Gastroenterologisk Forenings arbetsgrupp [7].
Onskar man ta del av publikationer som rér uppfdljning av patienter med
arftlig antitrypsinbrist kan t.ex. ”The Clinical profile of Subjects Included in
the Swedish National Register on Individuals with Severe Alpha 1-
Antitrypsin deficiency” [8], “Clinical course and prognosis of never-
smokers with severe alpha-1-antitrypsin deficiency (PiZZ) [9] och “The
Swedish al-Antitrypsin Screening Study: Health Status and Lung and Liver
Function at age 34” [10] vara av vérde.

Pi-typning bor alltid ingd som ett led i en antitrypsinbristutredning. De
vanliga allelerna M, S och Z identifieras pé ett tillforlitligt satt med Pi-
typning. Ibland kan Pi-typningen vara inkonklusiv eller inge misstanke om
en mer ovanlig antitrypsinvariant. I dessa fall dr ofta en kompletterande
DNA-analys av vérde. Den krdver EDTA-helblod och utfors pd DNA-
laboratoriet. Lds Alfal-antitrypsinbrist-utredning i Analysportalen.

Proteinasinhibitorn (Pi) a,-antitrypsin (AAT) uppvisar en uttalad

mikroheterogenitet 1 laddning som forklaras av variationer i bade peptid-
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och oligosackariddelen. Mer @n 75 kénda genetiska varianter bidrar till
heterogeniteten i peptiddelen. Genom separation enligt isoelektrisk punkt
over ett mycket sndvt pH-omrade kan genetiska varianter som ger upphov
till fordndrad laddning hos antitrypsin-molekylen detekteras.

De tva vanligaste genetiska varianterna som ar kopplad till sdnkt halt av
antitrypsin i plasma och den érftliga sjukdomen antitrypsinbrist &r Z-allelen
respektive S-allelen. Bada har sitt ursprung i punktmutationer som ger
upphov till ett aminosyraskifte men 1 olika delar av genen. Aminosyraskiftet
1 det uttryckta Z- respektive S-proteinet dr bdda pavisbara med Pi-typning.

Det finns flera alleler som anses som normala. De vanligast forekommande
av dem uttrycker antitrypsin med en mobilitet som betecknas M och séledes
betraktas Pi M som en normal fenotyp.

Det forekommer ovanliga alleler som é&r kopplade till antitrypsinbrist och
som uttrycker ett protein med fordndrade egenskaper dér mobilitet vid den
isoelektriska fokuseringen sammanfaller med det normala proteinets
mobilitet (M).

Sénkt halt av AAT i serum predisponerar for lungemfysem bland annat
p.g.a. bristande skydd mot leukocytelastas i alveolerna. Pi Z proteinet (och
vissa andra sillsynta varianter) medfor risk for leversjukdom, bade hos
nyfodda och hos vuxna, orsakad av en koncentration- och
temperaturberoende polymerisering av proteinet.

Svar/Tolkning/Bedomning

Klassning av fenotyp utfors av behorig ldkare baserat pa gelplatta,
antitrypsinhalt och tillgdnglig remissinformation.

Metodik/matprincip

Pi-typ (al-antitrypsin fenotyp) bestims med hjélp av isoelektrisk fokusering
av individens serum. Genom cysteinreduktion av al-antitrypsin 6kas
uppldsningen av de katodala a1-antitrypsinfraktionerna, vilket ar
nddviandigt for en sdker typning, framfor allt vad géiller MZ- och SZ-
fenotyperna.

For separation av al-antitrypsinfraktionen finns tva tillvigagangssitt,
isoelektrofokusering i en polyakrylamidgel som kops fardig och klar att
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anvinda eller isoelektrofokusering i en egengjuten 5 % polyakrylamidgel.

Den egengjutna polyakrylamidgelen framstélls genom polymerisering av
akrylamid i nirvaro av N, N'-metylen-bisakrylamid som tvirbindande
komponent. Ammoniumpersulfat och N, N, N, N!-tetrametyletylendiamin
(TEMED) anvindes som katalysatorer. Tvé 16sningar med individuella
amfolyter inom pH-intervallet 4,2-4,9 och 3,0-10,0 tillsdtts gelblandningen.
Polyakrylamidgelen gjuts pa plastfilm mellan glasplattor.

Den fardiggjutna gelen ér pre-polymeriserad under optimerade forhallande
for att producera en gel som ldmpar sig for isoelektrisk fokusering. Precis
som den egengjutna gelen dr den en 5 % polyakrylamidgel. Katalysatorer
och toxiska substanser har tvittats bort frdn gelens yta vilket resulterar i en
icke-toxisk gel.

Gelen innehaller en amfolytcocktail med bast mdjlighet att uppné en
optimal pH-gradient (pH 4-5). Inga elektrodldsningar och elektrodremsor
krévs och elektroderna placeras direkt pa gelytan.

For den egengjutna gelen géller att cysteinreducerat serum sétts pa
provappliceringspapper, som placerats pa polyakrylamidgelen.

Den fardiggjutna gelen innehaller 24 forpolymeriserade provbrunnar for
enkel applicering av upp till 25 ul proteinldsning.

De olika a1-antitrypsinfraktionerna fokuseras till ett 1ige, som motsvarar
deras respektive isoelektriska punkter. Efter avslutad elektrofokusering
fixeras proteinerna och firgas med Coomassie R 250. Overskottsfirgen
tvéttas bort, gelplattan far "torka" och tdcks direfter med plastfilm.

Interferenser och felkallor
Inga kénda.

Matomrade / Detektionsgrans

Saknas. Ingen kvantitativ analys.
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Matosakerhet

Kan ej faststéllas. Ingen kvantitativ analys.

Sparbarhet

Ej relevant.
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