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SANTRUMPOS

AAT - alfa-1 antitripsinas.
AATD - alfa-1 antitripsino deficitas.

ALSPAC — Avon Longitudinal Study of Parents and Children, liet. Eivono
tévy ir jy vaiky ilgalaikis tyrimas.

BA — bronchy astma.

FDR - klaidingo atradimo koeficientas (angl. false discovery rate).
IEF — izoelektrofokusavimas.

IAPS — ikimokyklinio amZiaus protarpinis (pasikartojantis) vokstimas.
LOPL — létiné obstrukciné plauciy liga.

MAIS — mokyklinio amZiaus i§liekantis §vokstimas.

NS — nuolatinis §vokstimas.

NVS — niekada / vienkartinis §vokstimas.

PresWeezAging LT — angl. Cohort of Preschool Children with Wheezing
Syndrome for the Study of Aging-Related Diseases, liet. Ikimokyklinio
amZiaus vaiky, kuriems nustatytas $vokstimo sindromas, kohorta nuo amziaus
priklausomy ligy tyrimams.

PSA — prostatos specifinis antigenas.

rs — 1sID numeris (,,rs“, po kurios eina skaiCius) yra unikali etiketé, kurig
tyréjai ir duomeny bazés naudoja konkreCiam VNP (vieno nukleotido
polimorfizmui) identifikuoti.

rs6647 — M1-Ala213; M1-Val213 fenotipas.
rs11832 — 3’neisverstas regionas.

rs17580 — S Glu264Val fenotipas.

rs709932 — M2 Argl01His fenotipas.
rs1243160 — introno variantas.

rs2854254 — introno variantas.

rs8004738 — 5’neiSverstas regionas.
rs17751769 — introno variantas.

rs28929470 — F Arg223Cys fenotipas.



rs28929474 — 7 Glu342Lys fenotipas.

SR — santykiné rizika.

SS — 3ansy santykis.

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas.

VVIS — vélyvos vaikystés isliekantis §vokstimas.

VVPS — vidurio vaikystés protarpinis (pasikartojantis) §vokstimas.



IVADAS

1. Problemos aktualumas

Ikimokyklinio amziaus vaiky §vokstimo sindromas yra viena dazniausiy ir iki
Siol mazai tyrinéty vaiky sveikatos problemy, varginanciy daugiau kaip 50 %
vaiky iki SeSeriy mety (1) ir stipriai veikianciy vaiko bei jo Seimos sveikata,
gyvenimo kokybe, didinanciy iki hospitalinés bei hospitalinés sveikatos
priezitiros i§laidas. Svokstimas gali bati Gminis, protarpinis (pasikartojantis)
arba létinis. Jis atsiranda dél jvairiy priezasCiy, jskaitant anatominius
sutrikimus ir aplinkos veiksnius. Genetiniai veiksniai gali lemti mazy vaiky
polinkj j §vokstima, sergant kvépavimo taky virusine infekcija (2). Ankstesni
tyrimai parodé, kad maziems vaikams, turintiems ORMDL3 (sfingolipidy
biosintezés reguliatoriaus rizikos alelj) ir GSDMB (gasdermino B) rizikos
alelj, Svokstimo rizika yra didesné (3, 4). Manoma, kad ikimokyklinio
amziaus vaiky Svokstimas yra heterogeninis sutrikimas, tik kai kuriems i8 Siy
vaiky $vokstimas islieka ir vélesniame amziuje i$sivysto | bronchy astma (BA)
ir, galbit, kitas obstrukcines kvépavimo taky ligas (5). Naujausi tyrimai
koncentruojasi j Svokstimo sindromo fenotipus, endotipus kaip tiesiausig kelig
i personalizuota medicing ir efektyvy $io sindromo valdyma (6-8). Sios
problemos aspektas yra §vokstimo sindromo ilgalaiké prognoze, $io sindromo
evoliucija j vyresniy vaiky ir suaugusiyjy bronchy astmga, 1éting obstrukcing
kvépavimo ligg ir kt. Iki Siol néra patikimy prognostiniy faktoriy, kurie leisty
prognozuoti, kuriems vaikams pasikartojantys §vokstimo epizodai pasibaigs
sulaukus 6-7 m., o kuriems vyresniame amziuje jie kartosis, ir kaip ankstyvo
amziaus vaiky Svokstimy prognoze keicia jvairios terapinés intervencijos.

Mazy vaiky $vokstimo sindromo diagnostiniy ir prognostiniy (vidutings,
ilgalaikés trukmés) Zymeny paieska priklauso nuo keliy aplinkybiy, t. y. apima
klinikinius poZymius (9), virusy rasj (RV vs RSV) (10), Seiming, pirmiausia —
atopiniy ligy, anamnezg¢ (11), periferinio kraujo ir (ar) nosies sekreto
eozinofilija (12), bendra ir specifinius imunoglobulinus E (13), azoto oksido
koncentracijg iSkvepiamame ore (14), jvairias iSkvépto oro kondensato
frakcijas (15, 16) ir kt.

Zinoma, kad alfa-1 antitripsino deficitas (AATD), kuris yra vienas
dazniausiy retyjy sveikatos bukliy Europoje, kliniskai manifestuoja jvairiais
simptomais, taciau dazniausiai pazeidziamos kepenys ir plauciai (17). Kita
vertus, Siandien AATD diagnozuojamas maziau kaip 10 % tikétinai paveikty
asmeny (18). [rodytas rySys tarp AATD ir létinés obstrukcinés plauciy ligos
(LOPL). Tiek homozigotiniy, tiek heterozigotiniy mutaciniy aleliy Pi*Z ir
Pi*S dazniai yra kur kas didesni LOPL pacienty, palyginti su sveikais
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suaugusiais bendraamziais (19). AATD genotipy rysj su LOPL patvirtina dar
ir tai, kad esant Siems genotipams, LOPL, kuri $iuo metu laikoma iSimtinai
senyvo amziaus zmoniy liga, pasireiSkia daug jaunesniame suaugusiyjy
amziuje (20).

Epidemiologiniuose ir ilgalaikio populiacinio naujagimiy kohorty
stebéjimo tyrimuose buvo patvirtinta, kad pasikartojantis $vokStimas
ankstyvoje vaikystéje yra susijes su pasikartojanciais arba nuolatiniais
kvépavimo ligy simptomais, daznesne bronchy astmos (21) ir LOPL diagnoze
(22, 23) suaugus.

IS kitos pusés, AATD statistiskai reikSmingai buvo susij¢s su ankstyva
LOPL diagnoze suaugusiyjy amziuje ir spartesniu ligos progresavimu,
ankstyvesne negalia, trumpesne gyvenimo trukme (24, 25).

AATD yra pagrindinis ir kol kas vienintelis jrodytas paveldimas LOPL ir
emfizemos rizikos veiksnys (26).

Tolesni tyrimai parodé, kad AATD mutaciniai variantai, tokie kaip PiMZ,
yra susije su SvokStimo epizodais, taciau iki $iol nebuvo bandyta susieti
Svokstimo sindromo fenotipy su AATD genotipais, lemianciais mutacijas, ir
i8skirti atskiroms vyresniy vaiky ir suaugusiyjy létinéms kvépavimo taky
ligoms bidingy nuo AATD genotipy priklausomy ikimokyklinio amziaus
vaiky $vokstimo sindromo fenotipy ir (ar) endotipy.

Nors retrospektyviai vertinant pirmaja AATD naujagimiy kohortg
Svedijoje (1973 m. gime naujagimiai, atrinkti naujagimiy visuotinés patikros
metu) nebuvo pastebéta sasajy tarp AATD ir vyresniy vaiky sergamumo
bronchy astma ar kity kvépavimo taky ligy, AATD genotipai tapo miisy
tyrimy taikiniu §voksc¢ianciy ikimokyklinio amziaus vaiky kohortoje. Mums
nepavyko rasti kity perspektyviyjy tyrimy, kuriuose biity bandoma susieti
jvairius AATD genotipus ir ikimokyklinio amziaus vaiky §vokstimo sindromo
fenotipus ir (ar) endotipus, kurie galéty biiti LOPL prognostinis zymuo ar net
pirmas LOPL klinikinis pasireiskimas. Skirtingi AATD genotipai galéty buti
susije su skirtinga pirmojo §vokstimo epizodo rizika, didesniu ar mazesniu
kvépavimo nepakankamumu $vokstimo epizodo metu, daZnesniu ar retesniu
§iy epizody pasikartojimu ikimokykliniame amziuje, taip pat skirtinga
vyresniy vaiky ir suaugusiyjy létiniy ligy rizika.

Irode ry$j tarp AATD homozigotiniy ir heterozigotiniy genotipy ir
Svokstimo sindromo, galétume jveiklinti bronchy astmos ir LOPL rizikos
valdyma ir taikyti ankstyvus tikslinés prevencijos ir (ar) gydymo metodus,
kurie uztikrinty tiek ankstyvaji vaiko vystymasi, tiek Pasaulio sveikatos
organizacijos (PSO) prioritetu laikoma sveika sen¢jima.
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2. Darbo mokslinis naujumas

Disertacinis darbas yra naujas ir pazangus dél keliamy tiksly, tyrimo
metodologijos ir rezultaty bei jy praktinio pritaikymo.

Mokslinis tyrimas koncentravosi | dazniausig, bet iki Siol labai
fragmentiSkai tyrinétg ikimokyklinio amziaus vaiky sveikatos problemg —
pasikartojancio Svokstimo sindromg ir jo ry$j su bronchy astma paauglystéje
bei létine obstrukcine plauciy liga (LOPL) suaugusiyjy amziuje. Iki tol atlikti
epidemiologiniai tyrimai parodé, kad kas treCias vaikas iki savo treciojo
gimtadienio turi nors vieng kvépavimo taky obstrukcijos, t. y. Svoks€iancio
kvépavimo, epizoda, daZzniausiai iiminés kvépavimo taky infekcijos metu
(27). 30 % siy vaiky Svokstimo epizodai véliau kartojasi.

Anksciau atlikti naujagimiy kohorty ilgalaikio stebéjimo tyrimai
patvirtino, kad ikimokyklinio amziaus vaiky $voks§timo sindromas susijes su
véliau diagnozuojama bronchy astma ir LOPL, taciau iki Siol nezinoma, kas
lemia, kad vienam S$voks$cianc¢iam vaikui diagnozuojama létineé obstrukciné
kvépavimo liga, o kitam §vokstimo epizodas biina vienetinis arba, pasikartojes
keleta karty, negriztamai iSnyksta vyresniame ikimokykliniame amziuje.
Misy tyrimo tikslas buvo §vokstimo sindromo dekonstrukcija — bandymas
ieskoti su viena ar kita létine liga susijusiy $vokstimo fenotipy ir (ar) endotipy,
taCiau ne retrospektyviai, kaip buvo daroma iki tol, vertinant savaiming
pasikartojan¢iy Svokstimy eigg ir jy evoliucijg  léting kvépavimo liga, o
perspektyviai vertinant Zinomy vyresniy vaiky ar suaugusiyjy létinés
obstrukcinés kvépavimo ligos Zymeny, misy atveju alfa-1 antitripsino
genotipy varianty, daznj S$voks¢ian¢iy ikimokyklinio amziaus vaiky
populiacijoje ir atskirose Svokstimo sindromo subpopuliacijose (klinikiniy
fenotipy grupése).

Tyrimai atlikti nespecializuotoje ALSPAC (angl. The Avon Longitudinal
Study of Parents and Children, liet. Eivono tévy ir jy vaiky ilgalaikis tyrimas)
kohortoje (Bristolis, JK) ir specializuotoje PresWeezAging LT (angl. Cohort
of Preschool Children with Wheezing Syndrome for the Study of Aging-
Related Diseases, liet. Ikimokyklinio amZiaus vaiky, kuriems nustatytas
Svokstimo sindromas, kohorta nuo amziaus priklausomy ligy tyrimams)
Lietuvos ikimokyklinio amziaus vaiky su $vokstimo sindromu kohortoje,
kurig mes ir surinkome. ALSPAC yra keliy karty, geografiniu pozitiriu
pagristas nespecializuotas kohortinis tyrimas, kuriame dalyvavo 14 541
néscioji ir véliau jy gimes vaikas (-ai), i tyrima jtraukti 1990-1992 m. Eivono
regione, Jungtingje Karalystéje. Buvo atlikta keletas tyrimy, kuriais siekta
jvertinti, ar ALSPAC imtis, kurios dalyviai 1991 m. pildé klausimynus, yra
reprezentatyvi, palyginti su visais Eivono regiono gyventojais ir su visa
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DidzZigja Britanija. Tévy ir vaiky, gyvenusiy tiriamojoje teritorijoje 1970 m.,
populiacija i§ esmés buvo panasi j likusios DidZiosios Britanijos populiacija.
1991 m. gyventojy suraSymo duomenys buvo naudojami siekiant palyginti
DidZiosios Britanijos populiacija. Paaiskéjo, kad Eivone kiidikiy motinos Siek
tieck dazniau nei likusioje Didziosios Britanijos dalyje gyveno nuosavame
biiste, turéjo automobili ir buvo baltaodés. Taigi, norint sudaryti
reprezentatyvig imtj ir duomenis lyginti su likusia DidZiosios Britanijos
populiacija, Siame tyrime Siek tiek triiko nepasiturinciy Seimy (gyvenanciy
nuomojamame buste, neturin€iy automobilio, vieniSy ar nesusituokusiy
sugyventiniy) ir etniniy mazumy atstovy.

Lietuviskoji kohorta buvo specializuota, jg sudaré tik Svokstimo sindromu
sergantys ikimokyklinio amziaus vaikai ir kontroliné grupé (i§ viso 219
vaiky), surinkta 2019-2023 metais. Dvipakopis tyrimo metodas leido jvertinti
AAT genotipy su mutacija rysj ne tik su Svokstimo sindromo fenotipais, bet ir
su létinémis obstrukcinémis kvépavimo ligomis tiek tiesiogiai (Svokstimo
sindromas plius AAT genotipas, kai yra jvykusi mutacija vs bronchy astma
paauglystéje), tick netiesiogiai (Svokstimo sindromas plius AAT genotipas,
kai yra jvykusi mutacija vs 1étiné obstrukciné plauciy liga suaugusiyjy
amziuje).

Misy tyrimai leido nustatyti statistiSkai patikimg ryS$j tarp SERPINA1
geno polimorfizmy ir §vokstimo fenotipy bei bronchy astmos. IS kitos pusés,
patvirtintas AAT Pi*Z ir Pi*S genotipy rySys ne tik su bronchy astma, bet ir
su LOPL, kuri iki 8$iol buvo iSimtinai suaugusiyjy liga, paprastai
diagnozuojama vyresniems negu 50 mety pacientams. Nors ilgalaikiai vaiky
kohortiniai tyrimai jau anksciau buvo patvirting, kad $vokstimo sindromu
ankstyvoje vaikyst¢je sirge zmones du ir daugiau karty dazniau suserga LOPL
suaugusiyjy amziuje, vaikams LOPL iki Siol nebuvo diagnozuojama, galbit
klaidingai simptomatika jvardijant kaip vaiky Iétinj (obstrukcinj) bronchita,
leting nepatikslinta kvépavimo taky liga. Miisy rastas rySys tarp SERPINA1
geno polimorfizmy, §vokstimo sindromo fenotipy ir vyresniy zmoniy létiniy
kvépavimo taky ligy leidzia AAT genotipus, kai yra jvykusi mutacija, vertinti
ne tik kaip prognostinius Zymenis, bet LOPL atveju ir kaip pirmg LOPL
kliniking manifestacija ankstyvoje vaikystéje. Tai, kad AAT Pi*Z alelj
turintiems ir §voksStimo sindromu sergantiems vaikams @iminés kvépavimo
taky obstrukcijos epizodo metu AAT koncentracija buvo sumazéjusi, taciau
koncentracijos sumazg¢jimas Siame amziuje nesukélé sunkesnio klinikinio
kvépavimo funkcijos sutrikimo, liudijo, jog ligos mechanizmai, kvépavimo
sistemos kompensaciniai rezervai vaikams ir suaugusiesiems yra skirtingi,
nenulemti tik kiekybiniy rodikliy. Zinoma, reikia tolesniy tyrimy, kurie galéty
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padéti atskleisti kitus nei AAT koncentracija AAT homo- ir heterozigotiniy
mutaciniy genotipy poveikio mechanizmus létiniy kvépavimo taky ligy
etiopatogenezéje.

Misy tyrimy rezultatai turi svarbig pritaikomajg verte. Vaikai, kuriuos
vargina §vokstimo sindromas, kad ir kokio jie biity amziaus, turéty biiti tiriami
dél AATD tiek nustatant alfa-1 antitripsino koncentracijg, tiek atlickant
fenotipavima, nes tai gali turéti jtakos ne tik SvoksStimo sindromo eigai
(iminis, protarpinis, létinis), bet ir sergamumui bronchy astma bei létine
obstrukcine plaudiy liga. Seimos vaiky, kuriems nustatytas AAT genotipas
esant mutacijai (tiek homozigotinis, tiek heterozigotinis variantai), turéty
zinoti  kvépavimo  obstrukcinéms ligoms specifinés  profilaktikos
reikalavimus, tokius kaip aktyvaus ir pasyvaus rikymo, jskaitant elektronines
cigaretes, visisko eliminavimo, namy ir ugdymo jstaigy oro tarSos kontrolés,
ir jy laikytis, taip pat atsakingai rinktis blisima vaiko profesijg ir darbo aplinka.
Taigi, remiantis miisy duomenimis, LOPL, anks¢iau iSimtinai senyvo amziaus
suaugusiyjy létinés ligos, specifiné profilaktika turéty prasidéti ankstyvoje
vaikystéje.

3. Darbo tikslas

Istirti alfa-1 antitripsino genotipy ir SERPINA1 geno polimorfizmy daznj
Jungtinés Karalystés Bristolio ALSPAC (angl. The Avon Longitudinal Study
of Parents and Children, liet. Eivono tévy ir jy vaiky ilgalaikis tyrimas)
populiacinéje vaiky ilgalaikio stebé&jimo ir specializuotoje PresWeezAging LT
(angl. Cohort of Preschool Children with Wheezing Syndrome for the Study of
Aging-Related Diseases, liet. Ikimokyklinio amziaus vaiky, kuriems nustatytas
svokstimo sindromas, kohorta nuo amziaus priklausomy ligy tyrimams)
Lietuvos ikimokyklinio amziaus vaiky, kuriems nustatytas Svokstimo
sindromas, kohortose ir jvertinti §vokstimo sindromo ry§j su sergamumu
bronchy astma bei létine obstrukcine plauciy liga.

4. Darbo uzdaviniai

1. Istirti SERPINAT1 geno polimorfizmy daznj populiacinégje ALSPAC
vaiky kohortoje bei jvertinti rysj tarp alfa-1-antitripsino varianty ir
ikimokyklinio amziaus vaiky §vokstimo sindromo fenotipy.

2. Istirti nuo SERPINA1 geno polimorfizmy priklausomy ikimokyklinio
amziaus vaiky Svokstimo sindromo fenotipy rysj su mokyklinio
amziaus bronchy astma.
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3. Surinkti specializuotg Lietuvos ikimokyklinio amziaus vaiky su
Svokstimo sindromu kohortg ilgalaikiams su zmogaus senéjimu
susijusiy ligy tyrimams (PresWheezAging LT) ir iStirti alfa-1
antitripsino deficito Pi*Z ir Pi*S aleliy daZznj specializuotoje
Svokscianéiy vaiky kohortoje bei palyginti su dazniu vaiky be
kvépavimo obstrukciniy ligy (kontrolinéje) grupéje bei tarp LOPL.

4. Vaikams iki 72 ménesiy amziaus Svokstimo epizodo metu istirti alfa-
1 antitripsino koncentracijg kraujyje ir jvertinti jos galimg ry$j su
kvépavimo funkcijos sutrikimo sunkumu.

5. Jvertinti nuo SERPINA1 geno polimorfizmy priklausomy
ikimokyklinio amziaus vaiky S$vokstimo fenotipy galimg ryS$j su
mokyklinio amZziaus vaiky bronchy astma ir suaugusiyjy létine
obstrukcine plauciy liga.

5. Teoriné¢ ir taikomoji darbo reikSmé

Alfa-1 antitripsinas yra kraujyje cirkuliuojantis baltymas, kurio pagrindiné
funkcija — neutralizuoti jvairiy baltymus skaidan¢iy fermenty (proteaziy)
aktyvumg (28). Pagrindiniai alfa-1 antitripsino taikiniai fermentai yra
neutrofilin¢ elastaze, tripsinas, chimotripsinas, bakterijy proteazés ir
katepsinas G.

Alfa-1 antitripsing koduoja SERPINAT1 genas. Iki Siol nustatyta per 130
skirtingy aleliy mutacijy, kai kurios i§ jy lemia alfa-1 antitripsino
koncentracijos sumazéjima (deficitg). Irodytos alfa-1 antitripsino deficito
sasajos su plauciy emfizemos ir 1étinés obstrukcinés plauciy ligos atsiradimo
rizika suaugusiesiems ir kepeny ligomis tiek suaugusiesiems, tiek vaikams.
Taciau alfa-1 antitripsinas organizme atlieka ir kitas funkcijas (29), taip pat
dalyvauja moduliuojant uzdegiminj procesa (30). Buvo pastebéta, kad
oksidacinio streso rodikliai rySkesni vaikams, turintiems deficiniy alfa-1
antitripsino aleliy (31), o Pi*Z alelis pasizymi uzdegima skatinan¢iomis
savybémis (32). Svarbi yra alfa-1 antitripsino savybé slopinti azoto oksido,
kuris yra uzdegimo ir netiesioginis kvépavimo taky eozinofilijos rodiklis
bronchy astmos atvejais, gamyba (33). Manoma, kad proteaziy inhibitoriai
(iskaitant alfa-1 antitripsing) turi jtakos bronchy astmos patiméjimams (34).
Atsizvelgiant j Siuos pastebéjimus, alfa-1 antitripsinas taip pat gali buti
reikSmingas ikimokyklinio amziaus vaiky §vokstimo metu.

Pagal véliausia Europos respiratology draugijos ikimokyklinio amziaus
vaiky Svokstimo klasifikacijos ir gydymo atnaujinima (35), vaiky $§vokstimo
skirstymas ] epizodinj virusinj §vokstima ir dauginiy dirgikliy Svokstimg yra
supaprastintas ir turéty buti naudojamas labai atsargiai. Kita vertus, kai kurie
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Svokstimo bruozai (pvz., sunki ligos eiga) gali prisidéti prie S$vokstimo
fenotipo savitumo ir prognostinés vertés (36). Taip pat pastebéti Siy Svokstimo
tipy patogeneziniai ypatumai ir galimas skirtingas atsakas ] gydyma (37).
Manoma, kad individualus organizmo kvépavimo taky atsakas ir klinikiné
iSraiSka virusiniy kvépavimo taky infekcijy metu galbtit lemia kvépavimo taky
ligy rizikg vélesniame amziuje.

Buvo tiriamos galimos mokyklinio amziaus vaiky AAT fenotipy
asociacijos su bronchy astma, taciau néra apraSyta tyrimo, kuriame biity
tiriami ikimokyklinio amziaus vaiky §voksStimo ypatumai ir rySys su alfa-1
antitripsino koncentracija bei genotipais. Alfa-1 antitripsino genotipai, kai yra
jvykusi mutacija, gali biiti susij¢ su didesne Svokstimo rizika ikimokykliniame
amziuje ir alfa-1 antitripsino koncentracija $vokstimo epizodo metu gali
skirtis nuo jprastinés sveikiems vaikams, nes alfa-1 antitripsinas didéja tiek
alerginio (eozinofilinio), tiek jprasto uzdegimo metu (38).

Kadangi alfa-1 antitripsinas priklauso tmios fazés baltymy grupei,
skirtingas atsakas (AAT koncentracijos didéjimas ir (ar) pokyciai) gali turéti
itakos SvokStimo klinikinei eigai, tod¢él kuo iSsamesnis ligos klinikinio
pasireiSkimo vaizdas padéty tiksliau atrinkti rizikos grupes.

Testiniy tyrimy metu buvo jtartas SvokStimo epizody rySys su alfa-1
antitripsino genotipais, turin¢iais mutaciniy aleliy (PiMZ). Taip pat nustatytas
rySys tarp ankstyvo praeinancio Svokstimo fenotipo ir létinés obstrukcinés
plauciy ligos rizikos geny (39). Tai rodo, kad pradiné létiniy kvépavimo taky
ligy patogenezés grandis yra pazeidimai, jvyke iki gimimo ar pirmaisiais
gyvenimo metais. Nustacius alfa-1 antitripsino genotipy rysj su Svokstimo
fenotipais biity galima anksti jvertinti létinés obstrukcinés plauciy ligos rizika
ir taikyti ankstyvos prevencijos priemones.

AATD turintys pacientai susiduria su trimis pagrindinémis problemomis: a)
nepakankamai gerai diagnozuojama liga; b) didelis klinikinis kintamumas; c)
specifinio ligos gydymo galimybiy triikumas. Viename i§ epidemiologiniy tyrimy
buvo apskaiciuotas Pi*S ir Pi*Z aleliy daznis 97 pasaulio Salyse. Manoma, kad
daugiau nei 180 000 (0,1 %) ir 1,2 milijono (0,7 %) asmeny atitinkamai turi PiZZ
ir PiSZ fenotipus, i§ kuriy daugiau nei 90 % lieka nediagnozuoti (40). Kadangi
ankstyvieji ligos simptomai yra panasts ] kity kvépavimo taky patologijy
simptomus, pradiné klinikiné diagnozé yra sudétinga, ypac¢ naujagimiams ir
vaikams. Be to, nepakankamas ligos diagnozavimas, kai vidutinis diagnozés
vélavimas yra 5-10 mety, gali neigiamai paveikti pacienty ligos prognoze (41,
42).

Pacienty, kuriems diagnozuotas AATD, simptomy sunkumo ir galimy
baigéiy skirtumai yra reik§mingi, nes nei AAT koncentracija serume, nei
genotipas nesuteikia tiksliy prognoziy dél sunkios plauciy ar kepeny ligos
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issivystymo. Sie duomenys rodo, kad papildomi veiksniai, jskaitant genetika,
epigenetika, aplinkg ir gyvenimo biidg, gali turéti jtakos ligos sunkumui.
Todél bitina taikyti naujoviskus metodus, kad biity galima anksCiau
diagnozuoti AATD ir nustatyti naujus prognostinius bioZymenis, ir taip
pagerinti pacienty ligos iSeitis ir sumazinti sergamuma bei mirtinguma (43).

AAT truakumo (AATD) paplitimas Jungtinése Amerikos Valstijose yra nuo
118 2857 iki 1 i§ 5097, daugiausia Europos kilmés baltyjy populiacijose, o
sergamumas panasus ] sergamumg cistine fibroze. Bendroje populiacijoje taip
pat yra matoma, kad AATD daZnis miisy regione yra gana didelis, todeél
epidemiologinis milsy tyrimo kontekstas yra ne maZziau svarbus nei klinikinis.

Yra zinoma, kad cigare¢iy rikymas labai pajaunina ligos pradzios amziy
ir padidina rizikg sirgti létine obstrukcine plauciy liga asmenims, turintiems
AATD (44). Ankstyvas ir savalaikis AATD nustatymas leidzia Siems
asmenims laiku suZinoti apie savo biikle, priimti tinkamus sprendimus dél
gyvenimo buido pasirinkimo, numatyti draudimo ir medicininius poreikius bei
jvertinti karjeros pasirinkimo galimybes. Tac¢iau svarbiausias sprendimas gali
buti susijes su rukymu. Kadangi riikkyti daznai pradedama paauglystéje, ir,
deja, bet vaiky amzius jaunéja, Sis faktorius tampa dar svarbesnis, nes
genetinis tyrimas dél AATD gali turéti jtakos jy ateities jpro¢iams, gyvenimo
budui ir sveikatai (45).

Per pastargjj deSimtmet] rySkéja naujos AAT pakaitinés terapijos (angl.
augmentation therapy) indikacijos, nes tyrimai rodo saugy, prieSuzdegiminj,
imunomoduliuojant] ir audinius apsaugantj AAT funkcinj poveikj. Nors $is
pakaitinés terapijos metodas sukélé daug diskusijy, tai yra kol kas vienintelis
patvirtintas farmakologinis gydymas, skirtas konkreciai gydyti sunkia plauciy liga
AATD sergantiems pacientams. Kadangi $iuo metu néra jokios farmakologinés
metodikos su AATD susijusiai kepeny ligai gydyti, mokslininkai tiria naujus
gydymo budus, tokius kaip geny terapija, indukuotos pluripotentinés kamieninés
lgstelés ir geny ,,nutildymo™ strategijos, kad buty iSvengta AAT polimerizacijos
hepatocituose (43).

AAT atliecka daug funkcijy organizme, tad ir $io baltymo poveikis
jvairioms organizmo sistemoms bei organams yra neabejotinas. Ir apie tai
kalba vis daugiau naujy tyrimy.

Be to, tyrimai rodo, kad taikant pakaiting AAT terapija AATD
neturintiems asmenims, patirtas teigiamas poveikis transplantato pries
Seimininka ligy atvejais (46), taip pat bakteriniy infekcijy sergant cistine
fibroze atvejais (47) ir esant autoimuniniam 1 tipo cukriniam diabetui (48, 49).

Ikiklinikiniai tyrimai taip pat rodo AAT naudg sergant sepsiu (50), iSsétine
skleroze (51), opiniu kolitu (52), reumatoidiniu artritu (53), osteoartritu (54),
sistemine raudongja vilklige (49), tminiu miokardo infarktu bei insultu (55)
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ir apskritai mazina kardiovaskuliniy ligy rizika (56), taip pat svarbus iSemijos-
reperfuzijos pazeidimams ir komplikuotiems zaizdy gijimo procesams (57).

Neseniai buvo nustatyta sgsaja tarp AAT deficito ir sgnariy dislokacijos
bei skoliozés vaikams, kuriems nustatytas Wiliamso sindromas (WS) (58).

Miisy tyrimo stiprybé yra problemos aktualumas, informacijos apie AATD
platinimas, buitinybé geriau suprasti sutrikimo paplitima ir genetinj pasiskirstyma.
Taip pat svarbu geriau suprasti heterozigotiniy (Pi*S, Pi*Z) ir rety mutacijy
vaidmenj. Tai padés pasirinkti tinkamas ligos valdymo strategijas ir galimas
ankstyvas prevencijos priemones, nes tik tiksli ir greita alfa-1 antitripsino
diagnozé bei genotipo, lemiancio mutacija, nustatymas padés imtis pirminiy
prevenciniy priemoniy, pavyzdziui, mesti rikyti, iSvengti aplinkos poveikio ir
zalingos profesinés aplinkos poveikio, taip pat taikyti antring prevencija gydant
susijusias plauciy ligas bei skiriant pakaiting terapijg. Be to, §io darbo metu gauti
duomenys papildys epidemiologing statistika, ypac¢ Centrinés ir Vakary Europos
duomeny baz¢ (CEE AIlAT Network), ir padés suformuluoti klausimus
tolesniems tyrimams.

6. Ginamieji disertacijos teiginiai

Pi*Z ir Pi*S genotipy atvejais alfa-1 antitripsino koncentracija kraujo
plazmoje yra sumazéjusi, tai turi jtakos timinio §vokstimo epizodo klinikiniam
sunkumui.

SERPINA1 geno polimorfizmai yra atsakingi uz tam tikro $vokstimo
sindromo fenotipo ir (ar) endotipo atsiradimg ikimokyklinio amziaus vaikams.

SERPINA1 geno polimorfizmai yra rizikos veiksniai, kurie nulemia
ikimokyklinio amzZiaus vaiky $vokstimo sindromo evoliucijg j bronchy astma
paauglystéje.

Vaikams, kuriuos ikimokykliniame amziuje vargina $§vokstimo sindromas,
AAT genetiniy varianty daznis su Pi*Z ir Pi*S aleliais yra didesnis nei
bendrojoje populiacijoje ir panasus | daznj LOPL serganciy suaugusiyjy
grupéje.

AAT genotipy variantai reikSmingi tiek LOPL, tiek ikimokyklinio amZiaus
vaiky $vokstimo sindromo etiopatogenezéje.
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LITERATUROS APZVALGA

7. Alfa-1 antitripsino deficito istorinés detalés

Pirma kartag AAT stokg kraujo plazmoje ligoniams, sergantiems degeneracine
plauciy liga, dél kurios jie miré vidutiniame amziuje, apras¢ Laurellis ir
Erikssonas 1963 m. Malmo laboratorijoje pastebéjes, kad penkiy pacienty
serumo baltymy elektroforezés méginiuose nerasta alfa-1 juostos. Trims i$ Siy
penkiy pacienty buvo nustatyta anksti atsiradusi plauc¢iy emfizema, taip pat
Seiminé létiniy plauciy ligy anamnezé. Nuo tada pradéta gilintis | AAT,
nustatyta alfa-1 antitripsino struktiira, pagrindiné funkcija, biocheminiai
ypatumai, reikSmé emfizemai ir 1étinei obstrukcinei plauciy ligai vystytis. Bell
(1970) nurode, kad plauCiy patologijai biidinga emfizema, pirmiausia
apatiniuose plauciy segmentuose. Gans ir kt. (1969) aprasé Seimyning kepeny
ciroze, kaip buvo sp¢jama, AAT stoka turintiems homozigotams. Gherardi
(1971) aprasé AAT stoka suaugusiam ligoniui, kuris sirgo ir kepeny, ir plauciy
liga.

Aagenaes ir kt. (1972) aprasé naujagimiy cholestaze, kaip sunkaus AAT
deficito (PiZZ genotipo) klinikinj pasireiSkimg. Rastas rySys tarp AAT
deficito ir panikulito, vaskulito ir kity ligy. Pastaruoju metu aktyviai tiriami
AAT genetiniai ypatumai, kitos AAT funkcijos organizme ir pakaitinés
terapijos iSgrynintu AAT taikymo galimybés (59).

Lietuvos mokslininky darbai, kuriuose buvo plétojami AAT stokos
diagnostikos metodai, ieSkoma ryS$io tarp AAT stokos ir jvairios patologijos
i8sivystymo, tiriamas AAT stokos daznis ir genotipai lictuviskojoje
populiacijoje, prasidéjo netrukus po to, kai pasirodé pirmosios publikacijos
apie 8ig ligg uzsienyje, jau 1979 metais.

AAT deficito jtaka vaiky ir suaugusiyjy sveikatai placiai nagrin¢jo V.

Basys habilitacijos disertacijoje 1989 metais. Taip pat publikuoti
biocheminiy, eksperimentiniy ir klinikiniy alfa-1 antitripsino tyrimy
duomenys. Tirti neiSneSioty naujagimiy alfa-1 antitripsino fenotipai. V.Basys
kartu su P. Kalteniu tyré alfa-1 antitripsino deficito reik§me vaiky kepeny ligy
etiopatogenezei.

D. StakiSaitis daktaro disertacijoje nagringjo alfa-1 proteinaziy inhibitoriy
reik§me vaikams, sergantiems $lapimo organy infekcijomis, inksty akmenlige,
nefroziniu sindromu ir kitomis $lapimo organy ligomis. Publikuoti ir D.
StakiSaicio, V. Basio ir kt. AAT reikSmés kardiovaskulinéms ligoms tyrimo
rezultatai (60), taip pat V. Kuéinsko ir bendraautoriy pateikti AAT aleliy
pasiskirstymo duomenys Lietuvoje iStyrus per 1500 suaugusiy asmeny (61).
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S. JancCiauskienés plétoti molekuliniai AAT tyrimai, disertacijoje
nagrinétas monokloniniy antikiiny prie§ Zzmogaus alfa-1 proteaziy inhibitoriy
gavimas, charakteristika ir pritaikymas.

I. Kuliesiené ir kt., Vilniaus universiteto Vaiky ligoninéje (dabar VS]
Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos) iStyre kepeny ir inksty
ligomis sergancius vaikus, nustaté gerokai didesnj Pi*Z alelio daznj. Aprasyta
alfa-1 antitripsino stokos reikSmé vaiky hepatopatijoms (62).

D. Serapinas daktaro disertacijoje 2009-aisiais nagringjo alfa-1 antitripsino
jtaka monocity aktyvumui ir AAT genotipo jtaka sergantiesiems LOPL.
Publikuoti spontaninio pneumotorakso ir AAT stokos tyrimo duomenys (63).
Nustatytas AAT, kaip sisteminio uzdegimo rodiklio, vaidmuo sergantiesiems
létine obstrukcine plauciy liga (LOPL) (64). Taip pat jgyvendintas Leonardo
da Vinci ,,Alfa-1-Qual®“ projektas, kurio metu sukurta Centrinés ir Ryty
Europos alfa-1 antitripsino deficito duomeny bazé, siekiant gerinti ankstyva
AAT stokos diagnostika ir gydyma (28).

8. Alfa-1 antitripsinas, SERPINA1 genas ir alfa-1 antitripsino deficitas

8.1 . Alfa-1 antitripsinas kaip antiproteazinés sistemos dalis

Alfa-1 antitripsinas (AAT), dar vadinamas alfa-1-proteinazés inhibitoriumi
(P1), yra labiausiai paplites proteazés inhibitorius Zmogaus plazmoje (65). Tai
vienas seniausiai atrasty serpiny (serino proteaziy inhibitoriy), Seimos nariy
daugiafunkcis plazmos baltymas (66). Norint suprasti proteaziy inhibitoriy
reikSme, reikia kalbéti apskritai apie proteaziy ir antiproteaziy sistemag.
Proteaziy ir antiproteaziy sistema dalyvauja palaikant homeostaze. Sios
sistemos vaidmuo svarbus virSkinimo procese, kre$éjimo, uzdegimo ir
imuniniuose procesuose. Yra S$eSios proteaziy grupés: serino, cisteino,
treonino, aspartato, glutamino riigSties proteazés ir metaloproteazés. Viena
didziausiy grupiy yra serino proteaziy. Pagrindiniai serino proteaziy atstovai
yra: chimotripsinas, elastazé, komplemento faktorius Cls, trombinas,
plazminas, tripsinas, kalikreinas III, PSA (prostatos specifinis antigenas).
Proteaziy nustatymas naudojamas jvairiy ligy diagnostikoje, pavyzdZziui,
iSmaty elastazés nustatymas svarbus diagnozuojant 1étinj pankreatitg ar cisting
fibrozg, prostatos specifinio antigeno tyrimas biitinas, norint jvertinti prostatos
veézio rizika, kres¢jimo faktoriy vertinimas svarbus nustatant hemoragines ar
trombofilines biikles.

Sistema, kuri palaiko pusiausvyrg ir reguliuoja proteaziy aktyvuma, yra
antiproteaziné (proteaziy inhibitoriy) sistema. Tai jprastinés kraujo
sudedamosios dalys, kuriy specifiné funkcija — neutralizuoti atitinkamy
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fermenty proteolitinj aktyvuma. Sioje grupéje yra ir mums svarbi natiiraliy
serino proteaziy inhibitoriy $eima — serpinai. Siuo metu gamtoje yra nustatyta
daugiau kaip 1500 serpiny atstovy, i§ kuriy Zmoniy organizme aptinkami tik
37 (67) , i§ jy geriausiai Zinomi: alfa-1 antitripsinas, antitrombinas,
komplemento C1 inhibitorius, alfa-1 antichimotripsinas, kasos tripsino
inhibitorius. Dauguma minéty antiproteaziy inhibuoja keletg skirtingy
proteaziy, taciau svarbiausiu poveikiu pasizymi prie§ konkreCig proteaze.
Pavyzdziui, antitrombino III poveikis nukreiptas prie§ trombing, Cl1
inhibitoriaus — prie§ komplemento faktoriy Cls, kasos tripsino inhibitoriaus —
prie§ tripsing, alfa-1 antichimotripsino — prie§ chimotripsing ir alfa-1
antitripsino — prie§ neutrofily i§skiriama elastaze. Sie fermentai iSsiskiria
uzdegiminiy ar infekciniy procesy metu i§ aktyvuoty neutrofily ir skaido
elasting, bazing membrang ir kitus ekstralgstelinio matrikso komponentus.
AAT taip pat yra susij¢s su zelatinazés B (MMP-9) slopinimu neutrofiluose
(molekuléje, kuri prisideda prie neutrofily ekstravazacijos ir kamieniniy
lasteliy mobilizavimo, skaidant bazinés membranos kolagenus) (68).
Neutralizuodamas proteaziy pertekliy, AAT padeda iSvengti pernelyg didelio
elastino ir kolageno IV skaidymo plauciy jungiamajame audinyje (69).

Be to, kai kurie naujausi tyrimai patvirtina hipoteze, jog AAT, be to, kad
turi klasikinj antineutrofily proteazés aktyvuma, galbiit dar ir atlicka
imunomoduliacines funkcijas (70). Visy pirma, sumazina naviko nekrozés
faktoriaus-a (TNF-o) ir interleukino-8 (IL-8), kurie dalyvauja skirtinguose
uzdegimo procesuose, i$siskyrimg (29).

AAT produkcija ir ekspresija neutrofiluose ryskéja paskatinus reakcija
lipopolisacharidais. AAT funkcija priklauso nuo molekulinés formos
(natyviné, latentiné, polimeriné, nutraukta, peptidiné, oksiduota, nitrozilinta,
variabilus glikozilinimas) ir gali biiti modifikuojama ta formg keiciant. AAT
molekulés funkcija taip pat kinta jai susijungus su kitomis molekulémis
(proteaziy, defensiny, citokiny, chemokiny, leukotrieny, hemo, komplemento
faktoriy, laisvy riebaly rigsciy, lipoproteiny, surfaktanto, pro-hepcidino,
imunoglobuliny) (71).

AAT strukturiskai yra 52 kDa alfa-1 glikoproteinas, kuris susideda i§ 394
aminoriigs¢iy grandinés ir daugiausia sintetinamas hepatocituose (apie 80 %
normos), o mazesniais kiekiais ir kitose lastelése: Zarnyno Paneto, kvépavimo
taky epitelinése lastelése, monocituose ir makrofaguose (72) (1 paveikslas).
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1 paveikslas. Alfa - 1 antitripsino kiekis skirtinguose organuose (72).

21



Esant normalioms fiziologinéms saglygoms, monocitai gamina vos 1 %, o
plauciy alveoliy epitelinés lastelées — 1,4 % viso AAT kiekio (73). Tai yra
mazdaug 200 karty maziau nei iSskiria hepatocitai, ir yra nedidelé bendro
AAT kiekio dalis, taciau prisideda prie koncentracijos didéjimo, ypac esant
uzdegimui. AAT per dieng pagaminama 34 mg/kg, o fiziologiné koncentracija
vaikams yra nuo 17,1 iki 46,2 mkmol/l (93 251 mg/dl), suaugusio Zmogaus
serume koncentracija svyruoja nuo 18,4 iki 50,2 mkmol/l (100 iki 273mg/dl)
(74). lvairiy literaturos $altiniy duomenimis, koncentracijos ribos Siek tiek
skiriasi, taciau nedaug. Didesni ir reikSmingesni svyravimai priklauso nuo
AAT fenotipo. 1 lenteléje parodytas rySys tarp alfa-1 antitripsino fenotipy,
koncentracijos plazmoje ir susijusios plauciy ar kepeny ligos iSsivystymo
rizikos (41).

1 lentelé. RySys tarp alfa-1 antitripsino fenotipy, koncentracijos plazmoje ir
susijusios plauciy ar kepeny ligos i$sivystymo rizikos.

Fenotipas AAT Kkoncentracija Emfizemos Kepenuy ligy
serume® rizika® rizika®
mg/dL pM
MM 103-200 20-39 Nepadidéjusi Nepadidéjusi
MS 100-180 19-35 Nepadidéjusi Nepadidéjusi
SS 70-105 14-20 Nepadidéjusi Nepadidéjusi
MZ 66—120 13-23 Nedidelé rizika Nedidelé rizika
SZ 45-80 9-15 Nedidelé rizika Nedidelé rizika
77 10-40 2-8 Didelé rizika Didelé rizika
Null 0 0 Didelé rizika Nepadidéjusi

bKoncentracija matuota nefelometrijos metodu; ® palyginti su bendra populiacija.

8.2. Alfa-1 antitripsino baltyma koduojantis SERPINA1 genas

Alfa-1 antitripsino baltymg koduoja SERPINA1 genas. AAT koduojantis
SERPINA1 genas (anksCiau vadintas Pi — proteazés inhibitoriumi) yra 14
chromosomos ilgojo peties q31-32.1 segmente ir pasizymi dideliu genetiniu
polimorfizmu (72). Jj sudaro septyni egzonai (IA, IB, IC ir II-V) ir Sesi
intronai (2 paveikslas) (19). IA ir IB egzonuose yra elementai, specialiai skirti
makrofagy specifinei transkripcijai, o egzonas IC yra apripintas
promotoriumi, kuris yra bitinas hepatocity transkripcijai (75). Tame paciame
chromosomos lokuse lokalizuojasi ir kitus serpinus (antichimotripsing-1,
antitrombing I1I, proteino C inhibitoriy) koduojantys genai (66).
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2 paveikslas. SERPINA1 geno genominé organizacija. ,,Egzonas1* turi tris
subregionus, zymimus EIA, EIB ir EIC. Sios trys sritys veikia kaip
promotorius skirtingose lastelése. E2, E3, E4 ir E5 yra keturi egzonai,
koduojantys alfal antitripsing (AAT). M2, Ml ir M3 yra normalios
polimorfinés padétys, esancios skirtinguose egzonuose, kurios koduoja tris
normalius AAT baltymo variantus (PiM1, PiM2 ir PiM3). AAT trikuma
sukeliancios taSkinés mutacijos (S ir Z mutacijos) yra SERPINA1 geno E3 ir
ES5 egzonuose.

8.2.1. SERPINA1 geno mutacijos ir alfa-1 antitripsino gentiniai variantai

Izoelektrinio fokusavimo metodu Siuo metu yra nustatyta per 200 skirtingy
aleliy mutacijy (67).

M raide Zymimas normalus AAT variantas (raidés M reikSmeé: angl.
medium mobility — vidutinio judrumo), o normalus fenotipas biity Zymimas
PiMM. Dazniausi AAT stoka lemiantys aleliai yra Pi*S ir Pi*Z (1étai ir labai
létai migruojantys). Kitos svarbios genetinés mutacijos yra Pi*Null ir
Pi*Pittsburgh aleliai.

Genetiniai variantai klasifikuojami j keturias bazines grupes — normalius,
deficitinius, nulinius ir disfunkcinius (65). Normaliis aleliai nesukelia nei
koncentracijos, nei funkcijos pakitimy. DaZniausiai pasitaikantys AAT aleliai
yra M variantai, kuriuose AAT koncentracija normali. D¢l deficitiny aleliy
AAT koncentracija paprastai yra gerokai mazesné ir biina maziau nei 20
mmol/l, o tai sumazina ir AAT funkcinj aktyvumg. Deficitiniai aleliai
dazniausiai sukelia plauciy ar kepeny ligas, o turintys nulinius alelius yra
susije tik su plauciy ligomis (65). Disfunkciniy aleliy atvejais (pvz., Fand
Pittsburgh aleliai) AAT koncentracija biina normali, taciau yra sutrikusi
baltymo funkcija. Antroje lenteléje iSvardyti kai kurie jprasti AAT aleliy
variantai. Pastaruoju metu yra priecinami méginiai, kuriais tiriami 14
deficitiniy aleliy (76).

2 lentelé. Dazniausiai pasitaikantys normalis ir mutacijas lemiantys aleliai.

Egzonas Komentaras
M1 (Ala213) | III Dazniausi M aleliai
M1 (Val213) | III
M2 I

23



Egzonas Komentaras
M3 v
Normaluas M4 II
aleliai M5 II 2 aleliai: M5pertin it MSkarisruhe
Mo II
L H, IH, A\ 2 aleliai: L frankfurt ir Loffenbach
\Y I,V 3 aleliai: V, Vdonauworth 1 Vinunich
X III, V 2 aleliai: X ir Xchristchurch
B Nezinomas | Bathambra
P I, v 2 aleliai: Pg. 1ouis it Palbans
Z v Dazniausias sunkaus deficito
alelis
S 1T Mazesni deficito laipsniai nei Z
alelio, bet daznesni
Deficitiniai M aleliai ILV Mieerlen s Mmatton » Mmineral springs »
aleliai Mprocida s Mbethesda s Mpalermo 1T
Mhuichinan
w v
I II Beveik normali serumo
koncentracija
P 1T 2 aleliai: Piowel it Pauarte
Disfunkciniai | F I Maza ir normali serumo
aleliai koncentracija kai baltymai
disfunkciniai
Pittsburg v
QOLaPalma II AAT koncentracija
neiSmatuojama arba labai maza
QOLisbon II rs1490133295, koncentracija
Nuliniai aleliai labai maza
QO0Devon II rs11558261, p.Glyl15Ser,
QONewport I koncentracija labai maza
QOPorto Intronas 1C | c¢.-5+ 1G > A, koncentracija
neiSmatuojama arba labai maza
QOMadrid Intronas 1C | c.-5 + 2dubT, koncentracija
labai maza
QOFaro II M1Val, koncentracija maza

AAT genetiniy varianty mutacijas

aminoriigsciy pasikeitimai, pavyzdziui, PI*Z alelis salygoja Glu342

PI*S — Glu2%?

— Val, PI*Null — Try

160

dazniausiai

lemia pavieniy

— Lys,
358

iSkrita, PI*Pittsburgh — Met™™ —

Arg. Dauguma AAT varianty nesukelia nei funkcijos, nei kiekio poky¢iy (77).
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AAT Pi*Z alelio mutacija lemia baltymo pakitimg: sutrinka rySys tarp
reaktyviojo centro kilpos ir beta vijos A, dél to vienos AAT molekulés
reaktyvusis centras jsiterpia ] kitos AAT molekulés beta vija A, taip
suformuojamas dimeras, kuris gali formuoti polimery grandines. Kai
reaktyvusis AAT molekulés centras yra susijunges su kita AAT molekule, jis
negali jungtis su proteaze. Pi*S ir Pi*Z aleliy koduojami baltymai suformuoja
polimerus kepenyse, kurie yra kaupiami hepatocity endoplazminiame tinkle.
Minéti intralgsteliniai AAT polimerai sglygoja hepatitus vaiky amziuje ir
didina kepeny vézio rizika vyresniame amziuje (66). Pi*S baltymo variantas
kur kas maziau linkgs formuoti polimerus, palyginti su Pi*Z variantu, tai
saglygoja mazesn] kaupimasi endoplazminiame tinkle ir kartu mazesnj AAT
trikuma serume (78).

Penki reti aleliai MMalton, MPalermo, MNichinan, Q0LaPalma ir Sliyama
yra susij¢ deél jy gretimy 51-53 aminortigsciy liekany poky¢iy, kur Phe-Phe-
Ser aminortig§¢iy seka yra esminé norint islaikyti stabilig srities konformacija.
Fenilalanino delecija — p.Phe52del (rs775982338), aptinkama MMalton,
MPalermo arba MNchinan variantuose, o serino aminoriigsties pakeitimas
fenilalaninu p.Ser53Phe (rs55819880) aptinkamas Sliyama mutacijos
atvejais. Sios mutacijos, panasiai kaip Pi*Z alelio atvejais, padidina
polimerizacijos procesa ir polimery kaupimasi hepatocituose (72). Sliyama
alelis yra labai retas, nustatytas vos keliose Seimose i$ Japonijos, kiti aleliai,
kuriems budinga delecija p.Phe52del, yra nustatyti keliems asmenims i§
Europos ir Siaurés Afrikos, ir, kaip rodo kontroliniy populiacijy genomikos
tyrimai, randami retai arba labai retai (< 0,01-0,04 %).

Kaip minéta pirmiau, alfa-1 antitripsino deficito Pi*Z, MMalton, Sliyama
aleliai yra susij¢ su pakitusiy baltymy — polimery kaupimu kepenyse. Pi*Z
alelis gali buti nustatomas izoelektrinio fokusavimo (IEF) metodu, o Mmalton
ir Sliyama, taikant §j metoda, gali biiti praleisti, nenustatyti arba neteisingai
diagnozuoti, ypa¢ kai yra Mmalton alelis, nes IEF lauke jis panasus | M2
potipj. Todél, norint juos nustatyti, biitina atlikti molekuline analize (79).

Iki Siol tik keliuose tyrimuose atliktas klinikinis MMalton jvertinimas,
rodantis rysj su plauciy ir kepeny ligomis. Nustatytas M3MMalton genotipas,
rodantis didelj p.Phe52del varianto patogeniskuma ir heteropolimerizacijos
potencialg (80). Taip pat AATD turintiems pacientams kepenyse rasta
MMaltono mineralizuoty granuliy, kurios turi kalcio, o tai gali daryti jtaka
Mmalton alelio sglygotos ligos patogenezei, kuri skiriasi nuo Pi*Z ir Siiyama
aleliy. Buvo iskelta hipotezé, kad Sie pakitimai skatina lasteliy nekrozg. Yra
zinoma, kad kalcis yra pagrindinis lasteliy nekrozés veiksnys dél padidéjusios
intralgstelinés jo koncentracijos (79).
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Yra maziausiai 10 kity rety aleliy varianty, turinéiy polimerogeniniy
savybiy, jei kalbama apie jy rysj su kepeny liga. IS ju I (p.Arg39Cys;
rs28931570) ir MWurzburg (p.Pro369Ser; rs61761869) aleliai yra labiausiai
paplite i§ labai mazo daznio varianty Europoje (atitinkamai 0,2—-0,05 %) (81).

Svarbu tai, kad, miisy Ziniomis, tik I ir MWurzburg aleliy polimerogeninés
savybés yra kruopséiai ir eksperimentiskai patvirtintos (82). Yra zinoma, kad
I variantas yra funkcinis S alelio atitikmuo. Be to, I ir MWurzburg
aminoriig§¢iy sekos pakitimai taip pat gali prisidéti prie polimery kaupimosi
padidindami AAT hidrofiliSkuma, nors ir maZesniu mastu nei Pi*Z ar
Mmalton atvejais, atsizvelgiant i tai, kad jy rySys su kepeny liga priklauso nuo
stipresnio polimerogeninio aktyvumo. Nors mazas Siy aleliy paplitimas gali
trukdyti tiksliai jvertinti jy poveiki AATD klinikinei reik§mei, jy aptikimas
tarp simptominiy atvejy rodo tam tikros sgsajos su kepeny ir plauciy ligy rizika
tendencijg (83).

Geriausias disfunkcinio alelio pavyzdys yra Pittsburgh, kuriam buidingas
p.Met358Arg aminoriigitiy sekos pasikeitimas (rs121912713). Sis pokytis
AAT proteazés afiniteta nukreipia link trombino, o ne j jprastg antielastaze
variantu, néra susij¢ su AAT funkcijos praradimu, o susij¢ su sutrikusia
kres¢jimo kaskady kontrole. IS tiesy, §i mutacija pirmg kartg buvo apraSyta
jaunam berniukui, kuris miré dél nukraujavimo. Sis alelis yra labai retas ir
buvo pranesta vos apie kelis pavienius atvejus ir vienoje Seimoje, kur mutacija
atsirado kaip de novo (84).

Pi*F alelis yra dar vienas gerai zinomas disfunkcinio varianto pavyzdys.
Siuo atveju, lyginant su normaliu Pi*M aleliu, Pi*F variantas pasizymi kur
kas maZesniu neutrofily elastazés ir proteinazés 3 slopinimu. Sis disfunkcinis
alelio variantas atsiranda dél p.Arg223Cys (1s28929470) a.r. sekos
pasikeitimo. Manoma, kad Sis alelis didina emfizemos rizika, taciau tai gali
buti taikoma tik PiFZ heterozigotams, nes PiFF pacientui, kurio genotipas
homozigotinis, nebuvo aptikta elastazés sukelto plauciy pazeidimo pozymiy
(85). Svarbu tai, kad PiFF pacientams kvépavimo taky pazeidimas i$sivysto
ne dél mazesnés AAT koncentracijos, nes sekrecija yra nesutrikusi. Pi*F alelis
yra palyginti retas variantas, aptinkamas daugiausia tarp europieciy, ir
didZiausias jo daZnis yra Svedijoje — 0,9 % (72). Atsizvelgiant j tai, kad AATD
labai svarbus siekiant iSsiaiskinti, ar PiFF pacientams yra padidéjusi rizika
sirgti plauciy ligomis, ar ne. Yra praneSimy apie papildomus disfunkcinius
variantus, taCiau jy retumas neleidzia iS§samiau tirti ir jvertinti jy rySio su
AATD liga (86).
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Nuliniai variantai lemia, kad AAT plazmoje neaptinkama, todél jie zymimi
QO0, o ne Pi. Koduojancioje srityje iskritimas, jsiterpimas arba bazés (-iy)
pasikeitimas lemia QO genotipa, todél atsiranda ankstyvas stop kodonas ir
nestabili mRNA. Asmeny, turin¢iy nulinj fenotipa, yra maziausia ir jie serga
sunkiausia ligos forma. Jy rasta visose populiacijose, tafiau itin retai.
Apskaiciuota, kad tarp baltaodziy nuliniy varianty daznis yra mazesnis nei 0,1
% (87).

QOLisbon (p.Thr68lle; rs1490133295) nulinis alelis yra pavyzdys, kai
gaminamas visas baltymas, bet lgsteléje jis neaptinkamas kaip granulés ir
prastai iSskiriamas i§ lasteliy, taigi serume yra neiSmatuojamas, dél to
vadinamas nuliniu variantu (88). Tai, kartu su Mheerlen deficitiniu aleliu,
tikétina, yra labiausiai paplites nulinis alelis europieciy ir ,tikryjy*
amerikieciy populiacijose (atitinkamai apie 0,01 % ir 0,02 %). Piety Azijos
gyventojams panasi situacija yra su p.Glyl15Ser (rs11558261) a.r. sekos
pasikeitimu, kuris apibrézia Q0Devon ir QONewport nulinius aleliy variantus
(0,07 %) (72).

Sujungimo vietos pakeitimas yra dar viena nuliniy aleliy priezastis. Jdomu, kad
kai kurie i§ nedaugelio literatiiroje apraSyty atvejy yra susije su SERPINAI
ekspresijos pazeidimu, apsiribojanciu tik hepatocitais. QOPorto (rs775786225),
QOFaro ir QOMadrido aleliai priklauso $iai susijungimo vietos mutacijy kategorijai.

Kad ir kokie biity pagrindiniy nuliniy aleliy molekuliniai mechanizmai, jie
pagal nutyl¢jima yra kliniSkai susij¢ su funkcijos praradimu, o véliau ir su
AATD plauéiy pazeidimu. Cia svarbu pabrézti, kad jie yra grieztai susije su
neutrofily elastazés ir kity proteaziy neslopinamu aktyvumu.

8.3. Alfa-1 antitripsino deficitas

Taigi AAT deficitas — tai buklé, kai plazmoje esan¢io AAT koncentracija
nepakankama arba yra sutrikusi baltymo funkcija. Jei AAT koncentracija
serume didesné negu 20 umol/L, mazai tikétina, kad pacientas turés kliniskai
reik§minga AAT trukuma. Taciau pacientai, kuriy AAT koncentracija serume
yra mazesné nei 18,4 umol/L (100 mg/dL), turéty biiti toliau tiriami atliekant
izoelektrinj fokusavimg arba genotipavimg. PiZZ genotipas lemia labai mazg
AAT koncentracija serume (tik 10-15 % nuo normos), o PiSZ, PiSS ir PIMZ
genotipai — mazg ir viduting AAT koncentracija serume — nuo 35 % iki 70 %
nuo normos (89). AAT, kaip timios fazés reagento, koncentracija plazmoje
greitai padidéja (3—4 kartus) reaguojant j uzdegima ar infekcija, o audiniuose
AAT koncentracija padidéja iki 11 karty uzdegiminio atsako metu (90).

AAT deficitas yra reta autosominiu recesyviniu biidu paveldima liga
(ORPHA:60). Jeigu abu tévai yra Pi*Z alelio neSiotojai, t. y. heterozigotai
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(moteris — PIMZ, o vyras — PIMZ), tikimybé, kad kidikis gims turédamas
PiZZ homozigotinj gena, bus 1 i$ 4 (3 paveikslas).

Mama,
PI*Z geno

P nesiotoja
1
l

u u@ e

3 paveikslas. Alfa-1 antitripsino deficito (PiZZ) paveldéjimo schema.

Manoma, kad Pi*Z ir Pi*S aleliai lemia daugiausia AAT stoka sglygojanciy
ligy, jskaitant LOPL, kepeny ligas (létinj hepatita, kepeny ciroze,
hepatoceliuling karcinoma), kartais vaskulita, nekrozinj panikulitg ar kitas

Tevas, (
PI*Z geno
nefiotojas

létinio uzdegimo sukeltas ligas (91, 92).
9. Alpha-1 antitripsino deficito diagnostikos galimybeés

Siuo metu yra ne vienas AATD nustatymo algoritmas. Nors §ie algoritmai
Siek tiek skiriasi, dauguma jy remiasi AAT koncentracijos periferiniame
kraujyje nustatymu (93). Jdomu, kad AAT nustatymas periferiniame kraujyje
turi tam tikry techniniy ypatumy, kurie yra svarbiis norint tinkamai
interpretuoti rezultatus. Taciau daugelis tyréjy i Siuos skirtumus neatsizvelgia
ir paprastai manoma, kad AAT koncentracijos kraujyje nustatymas yra
vienodai teisingas, kad ir koks laboratorinis metodas biity taikomas (94).

Diagnostikos gairése pirmenybé teikiama nefelometrijai ir turbidimetrijai
(95).
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9.1. Alpha-1 antitripsino koncentracijos nustatymas nefelometrijos metodu

Nefelometrija — tai Zzmogaus baltymy biologiniuose skysciuose, tokiuose
kaip kraujo plazma, serumas, smegeny skystis, Slapimas, kiekybinis
nustatymas. Turbidimetrija ir nefelometrija — tai optinés analizés metodai,
kuriais matuojama labai smulkiy daleliy koncentracija skys¢iuose. Jis
pagrjstas antikiiny ir antigeny netirpiy kompleksy, kurie nuséda ir iSsklaido
Sviesos intensyvuma, kai perméginj pereina stiprus Sviesos pluostas,
susidarymu. Nefelometras matuoja i$sklaidytg Sviesg, kuri yra proporcinga
antigeno kiekiui. Galima naudoti kraujo serumo arba plazmos méginius,
taciau tikrai svarbu vengti hemolizés, lipemijos ar uzsaldymo-atsildymo cikly,
nes §ie procesai turi jtakos drumstumui ir gali turéti jtakos rezultatams (96).

Jei imami sauso kraujo laSo méginiai, svarbu apskaiciuoti teorinj kraujo
praskiedimg. Kad biity galima atlikti tyrima, kraujo serumas ir plazma
paprastai skiedziami mazdaug 1:20, o kraujas, i$skirtas i§ sauso kraujo laSo
méginio kortelés (Alfa-Kit), gali buti skiedziamas iki 1:64 (97). Méginiai ir
standartiniai praskiesti sumaiSomi su polikloniniu zmogaus AAT antikiino
tirpalu ir AAT koncentracija matuojama nefelometru. Tada, atsizvelgiant |
atlikta praskiedimg, nubraizoma standartiné kreivé, pagal kurig
ekstrapoliuojamos méginio koncentracijos vertés (98).

9.2. Alpha-1 antitripsino koncentracijos nustatymas turbidimetrijos metodu

Turbidimetrija veikia tuo paciu fizikiniu principu kaip ir nefelometrija, taciau
Siuo atveju matuojamas praleistos Sviesos intensyvumo (absorbcijos)
sumazgjimas, kurj sukelia antikiiny ir antigeny kompleksy sukelta sklaida.
Taigi Sviesos kiekis, praleistas be sklaidos, yra atvirk$¢iai proporcingas
meéginyje esanciam AAT kiekiui (99).

AAT koncentracija galima matuoti serume arba plazmoje, taciau sauso
kraujo laSo méginiams rekomenduojama taikyti nefelometrija, o ne
turbidimetrija, nes ji yra tinkamesné mazos koncentracijos nustatymui (97).

9.3. Alpha-1 antitripsino fenotipavimas ir genotipavimas

Kiekybinio AAT koncentracijos serume nustatymo AAT deficitui diagnozuoti
nepakanka, nes AAT yra timios fazés reagentas, kurio kiekis gali padidéti dél
uzdegimo, todél diagnozé gali biiti klaidinga. Todél biitina taikyti kitus
metodus, tokius kaip fenotipavimas ir genotipavimas.

Kaip minéta, AATD daugiau kaip prie§ 50 mety atrado Laurellis ir
Erikssonas, kai pastebéjo, kad pacientams, sergantiems plauciy emfizema,
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kraujo plazmos méginiy elektroforezés juostelése néra AAT atitinkancios
baltymo juostelés (100). Véliau buvo sukurtos kitos elektroforezés sistemos,
kuriy juosty skiriamoji geba buvo geresné, ir jos buvo naudojamos norint
nustatyti baltymus kraujyje, jskaitant AAT. Siy baltymy aleliai buvo Zymimi
kaip F (greiti) ir S (1éti) pagal jy elektroforetinj judrumg krakmolo, agarozés
ar poliakrilamido geliuose (72). Tyrimo principas remiasi kriivj turinCiy
molekuliy (baltymo), judéjimu elektriniame lauke, kurio pH gradientas 4-5.
Elektroforezinis baltymy judrumas priklauso nuo molekulés kriivio, masés ir
formos. Izoelektriniame taske baltymy molekulés yra nejudrios, nes neturi
kriivio. Kai terpés pH didesnis uz izoelektrinj taska, baltymai jgauna neigiamg
kriivj ir juda link anodo, o kai maZesnis — jgauna teigiamg kriivj ir juda
link katodo. Kuo terpés pH yra labiau nutoles nuo izolelektrinio tasko, tuo
baltymai judresni elektriniame lauke. Elektriniame lauke kraujo serumo
baltymy miSinys iSsiskirsto  frakcijas, nes, kai yra tam tikras pH, jvairiis
baltymai skirtingu grei¢iu juda anodo arba katodo link. Cia aleliai
klasifikuojami nuo A iki Z, t. y. A yra greitesni (ar¢iau anodo — teigiamo [EF
gelio galo), M — esantys viduringje srityje, o Z — [é¢iausiai migruojantys aleliai
(4 paveikslas) (101).

Bendrai yra septyni vyraujantys baltymo aleliai: M1 (M1Ala arba M1Val),
M2, M3, M4, S ir Z. M1-M4 laikomi normaliais aleliais, esanciais centrinéje
IEF geliy dalyje, o S ir Z yra trikumo aleliai, susij¢ su silpnesnémis juostomis,
esanCiomis arc¢iau katodo (4 paveikslas).

Taigi, kalbant apie alfa-1 antitripsino fenotipa, kitaip nei yra jprasta, Sis
terminas reiskia ne klinikinius ligos ar ligonio i$skirtinius iSorinius poZymius,
o baltymo judéjima, tiksliau, judéjimo greitj elektriniame lauke, i§siskirstyma
] atitinkamas frakcijas, ir pagal tai yra nustatomas ne Zzmogaus, o baltymo
fenotipas.
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4 paveikslas. AAT fenotipai, gauti atlikus IEF poliakrilamidiniuose geliuose
(kairéje pus¢je), ir pagrindiniy AAT aleliy diagnostiniy juosty scheminis
pavaizdavimas (deSinéje puséje) (72).

Kitas terminologijos ypatumas yra susijes su ,,Q0“ vartojimu nuliniams
aleliams zyméti: tai variantai, kai IEF geliuose negalima aptikti jokios juostos.
Be to, Sioje nomenklatiiroje galima naudoti ir susietg miesto pavadinima, kad
biity galima atskirti alelius, pasizyminc¢ius panasiu elektroforeziniu judrumu,
bet turin€ius skirtingy mutacijy (pvz., MMalton, ZAugsburg arba Q0Ourém).
Tai dazniau taikoma klasifikuojant retus variantus, kai miesto pavadinimas
atitinka pirmojo nustatytos mutacijos nesiotojo gimimo vietg (102).

Nors fenotipavimas leidzia nustatyti daugybe skirtingy aleliy (jprasty ir
rety), Sis metodas reikalauja daug laiko, o rezultatams interpretuoti reikia
dideliy techniniy galimybiy, jgiidziy ir patirties. Be to, fenotipavimo biidu
sudétinga nustatyti Pi nulinius alelius, nes néra cirkuliuojanc¢io baltymo ir
reikia specialiy laboratoriniy procediiry. Be to, daznai fenotipavimo klaidy
atsiranda dél prastos méginio kokybés. SERPINA1 geno genotipo nustatymas
leidzia atskleisti dazniausiai pasitaikanc¢ius Pi*Z ir Pi*S alelius. Nors
genotipuojant galima praleisti 1 i§ daugiau kaip 30 rety aleliy, dél kuriy
sumazéja AAT kiekis, taciau § genotipo nustatymo metodg svarbu jtraukti |
AAT deficito diagnozavimo algoritmus, nes jis sumaZzina brangiai
kainuojanciy IEF arba sekos nustatymo (sekvenavimo) tyrimy poreikj (103).
Taigi fenotipy nustatymas, naudojant izoelektrinj fokusavima, leidzia aptiki
mutacijg, nustatyti ja lemiantj alelj ir patikrinti brolius ir seseris ar kitus
Seimos narius, kurie tuo metu gali biiti besimptomiai. AAT genotipo analizé
sitloma kaip priedas prie fenotipy nustatymo, nes yra galimyb¢ greitai
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patikrinti, ar yra Pi*Z ir Pi*S aleliy, nustatyti mutacijy homozigotiskuma arba
heterozigotiSkumg. Gtnotipavimas Taip pat padeda nustatyti nulinius ir retus
alelius, tyrimas palyginti nebrangus (iSskyrus sekos nustatymg). Neabejotinai
yra nustatomos specifinés mutacijos, genotipavimas taip pat tinka pacientams,
kuriems jau taikoma pakaitiné terapija (104). Egzoninés DNR sekos
nustatymas, kitaip sekvenavimas, atlickamas tais atvejais, kai turimais
metodais nepavyksta nustatyti tikslios diagnozés, tikslaus genotipo.

10. Epidemiologija

Nustatyta, kad Pi*Z alelis atsirado Siaurés Europoje apytikriai pries 6000
mety (105), o Pi*S — pries 6000-9000 mety (300—450 kartili) pietvakarinéje
Europos dalyje, Iberijos pusiasalio regione (66). Nuo to laiko abu aleliai buvo
aptinkami visose pagrindinése rasinése grupése.

Ivairiais metodais apskaiCiuotas ligos daznumas kiek skiriasi. Vieny
tyrimy duomenimis, AATD daznis yra mazdaug 1 i§ 1600 naujagimiy. Siaurés
Amerikos tyrimy duomenimis, ligos daznumas yra 1 i§ 2800—-5000 naujagimiy
(106). Europoje, ypa¢ Skandinavijoje ir Baltijos Salyse, nustatytas gana didelis
Pi*Z ir Pi*S geny paplitimas ir svyravimas jvairiose Salyse — jy daznis yra
atitinkamai 1-3 % ir 5-10 % (107).

Epidemiologiniy tyrimy duomenimis (108, 109), Baltijos Saliy regionas ir
konkreciai Lietuva iSsiskiria kaip Salis, kurioje AATD jtaka daranciy Pi*Z ir
Pi*S genotipy paplitimas yra gana didelis (jo daznis svyruoja nuo 11 iki 16
aleliy tiikstanciui aleliy), palyginti su kitomis Vakary Europos ar juo labiau
Amerikos, Australijos Zemyny Salimis. Manoma, kad tai susij¢ su vikingy
invazija i Sias Salis.

Nors kai kurie autoriai siiilo jvairiy Pi*Z mutacijos kilmés teorijy, labai
tikétina, kad mutacija jvyko Svedijoje ir i§plito j Europos zemyng jiry ir
vidaus vandeny keliais per Baltijos $alis. Pi*Z mutacija atsirado palyginti
neseniai tarp Siaurés Europoje gyvenanéiy baltosios rasés Zmoniy, gyvenusiy
mazdaug pries 2000 mety, arba 66 kartas. Vélesniais Simtmeciais emigrantai
i§ Europos platino geng ne Europos $alyse, | kurias jie emigravo. Jdomu, kad
atliekant epidemiologinj tyrima sukurty Pi*Z pasiskirstymo zemeélapiy
duomenys sutampa su $ia hipoteze (108).

Nedidelis PiZZ genotipo daznumas bendrojoje populiacijoje apsunkina
tiksliy duomeny surinkima. Patikslinti naujagimiy sergamumg $ia liga padéjo
kai kuriose Salyse vykdoma visuotiné naujagimiy patikra. Svedijoje tokia
patikra vyko 1972—1974 m. IS 200 takst. tirty naujagimiy tik 120 turéjo PiZZ
genotipa (110). Tai vienas didZiausiy tokio pobtidzio tyrimy. ,,Tokie tyrimai,
kaip $is, yra informatyvis, tac¢iau gali buti pernelyg brangis, todél visos
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populiacijos atranka buvo taikoma ribotai“, — ra$é autorius. Ekonominis
veiksnys yra pagrindiné priezastis, kodél neatlickama daugiau atrankiniy
tyrimy net ir dél kity ligy. Be to, visos populiacijos atranka turi savo tritkumy,
pavyzdziui, galimg diskriminacijg dél lyties ir daroma neigiama psichologinj
poveikj, pavyzdziui, gauti informacija, kurios neieskojo ir nesitikéjo, stresas
laukiant rezultaty, neapibréZtos prognozés ar ribotos gydymo ir profilaktikos
galimybés.

Visuotinés patikros metodu gaunami tiesioginiai AAT aleliy daznio
tiriamoje populiacijoje duomenys, taciau visuotinés naujagimiy patikros ir
kity placiy epidemiologiniy tyrimy pagrindiniai trikumai yra dideli mastai,
dél to kylantys logistikos sunkumai ir taip pat didelés islaidos.

Tikslingesni yra mazesnio masto Siy aleliy paplitimo tyrimai tikslinése
grupése, kai taikomos specialios programos, tiriami kraujo donorai arba,
pavyzdziui, tiriamas AAT tarp serganciyjy LOPL ar kitomis kvépavimo taky
ligomis. Vykdant tiksliniy grupiy analizés programa, Turkijoje iStyrus 169
serganc¢iuosius LOPL, nustatytas vos 1 PiZZ atvejis, t. y. PiZZ daznis tarp
serganciyjy LOPL — 0,51 %, ir vyravo reti genotipai, kurie sudaré 4,6 % (111).
Ispanijoje, La Palmos saloje, buvo istirti 1493 plauciy ligomis sergantys
pacientai, neatsizvelgiant j kvépavimo taky simptomus, ir 465 naujagimiai.
Serganciyjy grupéje homozigotinis PiZZ genotipo daznis buvo tik 1,2 %,
taciau tai buvo 5 i§ 7 LOPL serganciyjy, o tai yra 71,4 %. Heterozigotiniy
genotipy PiMZ ir PiSZ daznis buvo didesnis bronchine astma (6,3 % ir 1,9 %)
ir bronchy hiperreaktyvumu (5,1 % ir 2,1 %) serganciyjy grupése nei LOPL
(4,6 % ir 0,5 %) (107). Tokj didelj AAT stokos daznj gal¢jo lemti ir tiriamyjy
kontingentas, nes | tyrimg jtraukti tik sergantieji plauciy ligomis, kuriems ir
kliniskai buvo galima jtarti AAT stokg. Danijos LOPL ligoniy grupéje PiZZ
AAT deficito daznis buvo 0,8 % (112).

Specialios patikros biidu nustatoma daugiau AATD atvejy nei vien jtarus
kliniskai. Tokiy tyrimy tikslas — nustatyti didesnés rizikos atvejus ir kuo
anksciau pradéti taikyti prevencines priemones.

11. Alfa-1 antitripsino deficito klinikiné reikSmeé

Asmenims, turintiems alfa-1 antitripsino trikuma, budinga jvairi
simptomatika ir klinikiné ligos iSraiSka labai varijuoja — nuo besimptomio
varianto iki progresuojancio organy nepakankamumo, reikalaujancio net
transplantacijos (113, 114).

Kvépavimo taky pazeidimas sergant AATD gali pasireiksti kaip bronchy
astma, létinis bronchitas arba bronchektazé (115). Genetiskai nustatytas AAT
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trikumas taip pat yra susijes su emfizema, ypa¢ asmenims, kurie riikko arba
yra veikiami kity jkvepiamy daleliy ir (arba) gary (116).

Klasikiné AAT stoka siejama su didesne emfizemos ir LOPL atsiradimo
rizika suaugusiems Zmonéms ir kepeny ligomis tiek suaugusiesiems, tiek
vaikams (17). Tai pagrindinis §iuo metu nustatytas genetiSkai paveldimas
LOPL ir emfizemos rizikos veiksnys (117).

Asmenims, turintiems alfa-1 antitripsino trikuma, plauciy pazeidimo
patofiziologija 1étinés obstrukcinés plauciy ligos (LOPL) atveju pirmiausia
siejama su proteaziy ir antiproteaziy disbalansu plauciuose (118).

Paprastai AAT slopina neutrofily elastazés aktyvuma — proteaze, kurig
uzdegimo metu i$skiria imuninés lgstelés, kad suardyty pazeistus audinius.
Esant AAT trikumui, proteazés aktyvumas nekontroliuojamas. D¢l to
sunaikinamas plauc¢iy audinys, ypa¢ alveolés, o tai sukelia LOPL biidinga
emfizemg ir obstrukcijg (19).

Nuolatinis proteazés ir antiproteazés disbalansas palaiko uzdegiminj
procesa, tesiasi audiniy pazeidimas ir biina sutrikes atkiirimo mechanizmas.
Be to, jautrumas aplinkos veiksniams, tokiems kaip cigareCiy diimai, dar
labiau padidina §iy asmeny plauc¢iy pazeidimo progresavima (119).

Kaip minéta pirmiau, AATD yra iSskirtiné buklé tuo, kad tai yra
proteinopatija, kuri skirtingais mechanizmais veikia ne tik plaucius, bet ir
kepenis (87).

AATD yra pagrindiné genetiné vaiky kepeny ligy priezastis. Kepeny ligos
vystymosi mechanizmas dél AATD yra baltymy struktiirinis pakitimas,
susijes su toksiniu poveikiu hepatocitams (120). Hepatocituose formuojasi
polimerai, kurie kaupiasi endoplazminiame lastelés tinkle ir sukelia létinj
uzdegima, o tai sglygoja kepeny fibroze, ciroze ir didesng kepeny lasteliy
karcinomos rizikg. Siuo atveju hepatocitai sekretuoja labai nedidelj AAT
kiekj, ir net iki 85 % susintetinto AAT lieka lastelése (120).

Kepeny pazeidimas pasireiskia apie 10-15 % PiZZ genotipa turinCiy
asmeny, o ir Sioje grupéje biidinga kliniking¢ bei patologiné jvairové — nuo
besimptomio kepeny fermenty padaugéjimo iki visiSko, galutinés stadijos
kepeny nepakankamumo (121).

Yra atliktas ne vienas tyrimas, kuris daugiausia nagringjo prieSuzdegiminj
AAT poveikj organizmui: Zhu su bendraautoriais (122) nustaté, kad AAT turi
apsauginj poveikij dirbtinés plauciy ventiliacijos sukelto plauciy pazeidimo
i§sivystymui. Ziurkéms, gydomoms didelio kvépuojamojo tiirio ventiliacija,
buvo matuojamas citokiny kiekis BAL skystyje ir pastebéta, kad
prieSuzdegiminiy citokiny (TNF-a, IL-1f ir IL-6) buvo kur kas maziau, kai
ziurkéms | veng buvo leidziamas AAT, o prieSuzdegiminio IL-10 lygis buvo
labai pakiles. Todé¢l autoriai padaré iSvada, kad AAT gali sumaZinti

34



ventiliacijos sukeltg plauciy pazeidima, slopindamas uzdegiminiy mediatoriy
gamyba, ir teigia, kad AAT skyrimas gali biiti intervencinis metodas Gminiu
respiraciniu distreso sindromu (URDS) sergantiems pacientams, kuriems
reikalinga mechaniné ventiliacija.

Apsauginio AAT vaidmens bronchy uzdegimui hipoteze patvirtina ir kiti
du tyrimai, vienas atliktas su pelémis (123), o kitas su Zzmonémis (124).
Pirmasis nustaté, kad AAT+/+ transgeninéms peléms, kurios i$skiria Zmogaus
AAT plauivose, mirtingumas nuo Pseudomonas aeruginosa sukeltos
pneumonijos sumazéjo 90 %, palyginti su netransgeniniais kontroliniais
gyvinais. Be to, netransgeninéms peléms papildomas egzogeninio Zzmogaus
AAT paskyrimas taip pat reikSmingai sumazino mir§tamumg nuo P.
aeruginosa pneumonijos. P. aeruginosa infekuotoms AAT-+/+ peléms,
palyginti su infekuotomis netransgeninémis pelémis, sumazéjo plauciy
audinio pazeidimas, sumazéjo bakterijy koncentracija plauciuose ir kraujyje
ir sumazéjo cirkuliuojanciy citokiny koncentracija. Antrasis tyrimas rodo, kad
tarp tiriamyjy, kuriems nustatytas humoralinis imunodeficitas ir reikalinga
pakaitiné terapija gama-globulinu, bronchektaze serganciy pacienty vidutine
AAT koncentracija buvo mazesné nei tiems, kuriems bronchektazés nebuvo,
taigi daroma iSvada, kad AAT trikumas gali paskatinti bronchektazés
vystymasi (124).

Kitas jdomus atradimas pateiktas, atlikus analiz¢, JAV bronchektazés
tyrimy registre, kurig atliko Eden ir kt. (125) apie netuberkulioziniy
mikobakterijy (NTM) infekcijos daznj pacientams, sergantiems bronchektaze
ir AATD. Zinoma, kad NTM infekcijos yra daZznos pacientams, sergantiems
bronchektaze, taCiau $is daznis dar didesnis AATD serganciy pacienty
grupéje: AATD ir bronchektaze serganciyjy ir ty, kuriems NTM skrepliy
pasélis buvo teigiamas, pacienty procentas buvo didesnis, palyginti su
serganéiyjy idiopatine bronchektaze (62,8 % vs 44,9 %). Sis tyrimas papildo
jau anksciau publikuotus duomenis, kad AAT slopina greitai auganciy
mikobakterijy infekcijg (126).

Per pastarajj deSimtmet] AAT terapiné nauda iSsiplété ir atrodo, kad jo
savybés neapsiriboja vien plauciy audinio apsauga (127, 128). Nemazai
tyrimy atliekama naudojant pakaiting AAT terapija gydant jvairias ne
kvépavimo taky ligas ir gaunami teigiami rezultatai. Sergant transplantato
pries Seimininka liga, pasireiskiancia Zarnyno pazeidimu, AAT terapija davé
fenomenaliy teigiamy rezultaty tiek ikiklinikiniy, tiek klinikiniy tyrimy metu
(129, 130). Gavus ijspudingus ikiklinikiniy tyrimy duomenis (131-133),
teigiama tendencija taip pat matyti pacientams, patyrusiems timinj miokardo
infarkta, kuriems buvo skirta AAT (134). Organizmo nesugebéjimas tinkamai
padidinti endogeninio AAT kiekio yra susijes su néStumo komplikacijomis
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(135, 136). Organy ir lgsteliy transplantacijos tyrimai su gyviinais taip pat
rodo teigiamus rezultatus, kai jie papildomi egzogeniniu AAT (137). AAT
Siuo metu yra vertinamas keliuose klinikiniuose tyrimuose. Kitos su imunitetu
susijusios buklés, kurias patiriantieji ikiklinikiniy tyrimy metu teigiamai
reaguoja j} AAT, yra reumatoidinis artritas (138), sisteminé raudonoji vilkligé
(139), i8sétiné sklerozé (140), 1 tipo autoimuninis cukrinis diabetas (141) ir
opinis kolitas (142), buvo jvardijamos kaip gretutine AATD liga (143).
tendencija apsaugoti kasos lasteles nuo zuties, taciau rezultatai vertinami
kontroversiskai dél imties dydzio ir didelés pacienty jvairovés (48, 144, 145).
O atitinkamy tyrimy su gyviinais metu, iSemijos ir reperfuzijos pazeidimo
atvejais, pavyzdziui, iminés inksty kanaléliy nekrozés ir smegeny insulto
atvejais, gauti teigiami rezultatai gydant egzogeniniu AAT (146—-148).

12. Alfa-1 antitripsino deficito rySys su LOPL ir emfizema

Alfa-1 antitripsino deficitas buvo pirmasis aprasytas genetinis létinés
obstrukcinés plauciy ligos (LOPL) rizikos veiksnys. Per daugiau nei 50 mety
nuo jos apraSymo ir toliau pateikiama naujy jzvalgy apie LOPL formas (115).

Yra pastebéta, kad plauciy audiniy homeostaze reguliuojantys genai
dalyvauja ir sudétinguose plauciy vystymosi procesuose. Manoma, kad AAT
arba §j baltyma koduojancio geno SERPINA1 pakitimai turi jtakos plauciy
audinio struktiirai, o kartu kvépavimo funkcijai (149). Maksimali kvépavimo
funkcija suaugus pasiekiama 25-30 gyvenimo metais ir yra svarbus
mir§tamumo ir sergamumo LOPL veiksnys. Véliau, senstant, plauciy funkcija
palengva maZzéja. Sveiki asmenys senatvéje paprastai nepasiekia simptomais
pasireiskiancio kvépavimo funkcijos sumazéjimo, taciau tam tikri zalojantys
veiksniai néStumo metu ir ankstyvuoju gyvenimo laikotarpiu gali paveikti
kvépavimo sistemos vystymasi. Tuo atveju yra nepasieckiama maksimali
kvépavimo funkcija, o dar ir dél natiiralaus mazéjimo, dazniau ir anksciau
pozymiai (150).

Siekdami nustatyti FEV1 trajektorijas, Danielle C M Belgrave su
bendraautoriais i§tyré tris populiacines kohortas: dvi (MAAS ir ALSPAC),
kuriose nuo vaikystés iki ankstyvosios pilnametystés buvo atlickama
pakartotiné spirometrija (1046 dalyviai nuo 5 iki 16 mety ir 1390 dalyviy nuo
8 iki 24 mety) ir trecia kohorta (PIAF), kurioje buvo atliekami pakartotiniai
plauciy funkcijos matavimai kidikystéje (V'maxFRC) ir vaikystéje (FEV1I;
196 dalyviai nuo 1 ménesio iki 18 mety). Sie autoriai iskélé hipoteze, kad
populiacija sudaro kelios skirtingos grupés asmeny, kuriy plauciy funkcijos
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trajektorijos nuo ikimokyklinio amziaus, t. y. jaunesniy nei penkeriy mety, iki
paauglystés yra panasios ir t¢siasi iki jauny suaugusiyjy amziaus, ir kad Sios
trajektorijos i§ dalies susiformuoja gimimo metu. Analizé parodé, kad
pagrindiniai autoriy jvertinti mazesniy plauciy funkcijos rodikliy rizikos
veiksniai buvo pasikartojantys S$vokstimo epizodai, ankstyva alerginé
sensitizacija ir tabako diimy ekspozicija.

Pi*Z ir Pi*S yra dazniausiai pasitaikantys sunkaus deficito aleliai Europos
populiacijoje (107). Naujausi tyrimai rodo, kad vieno Pi*S alelio (PiMS)
nesiotojai dazniausiai yra funkcionaliai normalts. PrieSingai, vieno Pi*Z
alelio (PiMZ) nesiotojai turi didesne LOPL rizika, jei jie riiko, palyginti su
normaliais PIMM variantais (151). Be to, tyrimai, kuriuose vertinami su
LOPL progresavimu susij¢ genai, parod¢, kad PiMZ genotipai nepriklausomai
koreliuoja su ligos progresavimu (152). Tai, kad niekada neriikantiems PiMZ
heterozigotams nepasireiské plauciy liga, rodo geny ir rikymo sgveikos
svarbg LOPL patogenezei (153). Reikia nepamirsti ir nagrinéti jvairius tyrimy
metodologinius  klausimus, jskaitant atrankos SaliSkumo pasalinima
nejtraukiant PiIMZ probandy, objektyviy spirometriniy kriterijy taikyma
LOPL diagnozei nustatyti ir kruop$¢ig amziaus, lyties, etninés grupés ir
cigareCiy rikymo kontrolg. Tada nustatoma didesné rizika PiMZ
heterozigotams susirgti LOPL (154).

Neseniai buvo aprasyti panasis ritkanciy ir neriikanciy asmeny, kuriy PiSZ
genotipas heterozigotinis, rezultatai. Teigiama, kad PiSZ rukantys
heterozigotai turi didesn¢ emfizemos rizikg (155), taciau Kkity tyrimy
duomenys pateikia kontroversiskus rezultatus (151, 156).

Maziausiai penkiuose tyrimuose apraSytas spirometrijos rodikliy
mazéjimas sergant LOPL (157-161), bet néra pastovaus veiksnio
suaugusiesiems, neskaitant rikymo, kuris nurodyty tokj pagreitéjusj rodikliy
mazéjima. PrieSingai yra su vaikais. Europoje atliktame tyrime nustatyti penki
veiksniai vaikystéje, kurie susij¢ su prastesne plauciy funkcija, spartesniu jos
blogéjimu ir LOPL (162). Sie veiksniai apima motinos astma ir rikyma, tévo
astma, astmg vaikystéje ir sunkias kvépavimo taky infekcijas. Genetiniai
veiksniai, ypa¢ vystymosi genai, pavyzdziui, ADAM33 polimorfizmai, taip
pat yra svarbiis (163, 164). Taigi duomenys galbiit rodo tendencija, kad LOPL
iStakos yra antenataliniame ir ankstyvos vaikystés laikotarpyje, kai nulemiama
eiga link mirtinos ligos arba link sveiky plauciy.
dazniausiai pasireiskia anksc¢iau nei LOPL klinika, ir daznai atrodo, kad ji yra
neproporcinga pacienty rilkymo istorijai (17). Skundy turintiems pacientams
plauciy funkcijos tyrimai daznai rodo padidéjusj plauciy turj ir obstrukcija bei
perfuzijos sutrikimg. Taciau kartais kompiuterinés tomografijos (KT) tyrimo
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metu yra stebima sunki kvépavimo taky obstrukcija ir ry$ki emfizema, o dujy
perfuzija gali buiti normali.

Pacientams, sergantiems AATD, gali baiti labai ribotas oro srauto
judéjimas, kuris daznai yra nesusijgs su jy rukymo istorija ir jiems néra
kvépavimo taky obstrukcijos (17). Be to, ne visada obstrukcija ir parenchimos
pazeidimas yra vienu metu. Daznai oro srauto apribojimas néra pastovus, todél
§iy pacienty atsakas j bronchus pleciancius vaistus labai skiriasi. Plauciy
funkcijos sutrikimo laipsnis gali labai skirtis pacientams, turintiems tg patj
AATD fenotipa / genotipa, ir gali netgi skirtis broliams ir seserims, turintiems
ta patj fenotipa / genotipg. Rizikos veiksniai, galintys turéti jtakos plauciy
funkcijos pokyciy greiciui sergant AATD, yra panasis | tuos, kurie buvo
nustatyti sergant LOPL (rikymas, patiméjimai, aplinkos poveikis, atsakas |
bronchus pleciancius vaistus, amzius ir baziné plauc¢iy funkcija) (17).

Su AAT trikumu susijusios LOPL plauciy pazeidimo patofiziologijos
supratimas pabréZzia ankstyvos diagnostikos, tinkamy valdymo strategijy ir
intervencijy, skirty atkurti proteazés ir antiproteazés pusiausvyra, siekiant
susSvelninti ligos progresavimg ir pagerinti klinikinius rezultatus, svarba.

13. AATD ir bronchy astma suaugusiesiems ir vaikams

AATD gali sukelti kvépavimo sutrikimo simptomus, kurie daznai yra panasiis
sergant bronchy astma. Asmenims, sergantiems AATD, gali pasireiksti ir
kosulys, ir Svokstimas, ir dusulys, ir obstrukcija, kurie taip pat budingi
bronchy astmai (165). Dél $io sutapimo kartais pateikiama klaidinga diagnozé
arba pavéluotai nustatoma teisinga AATD diagnozé (166).

Ir bronchy astma, ir AATD yra susij¢ su kvépavimo taky uzdegimu. Taciau
AATD atveju uzdegiminis procesas yra dél nekontroliuojamo fermento
neutrofily elastazé veikimo, kas gali sukelti plauciy audinio pazeidimg ir
prisidéti prie 1étinés emfizemos vystymosi (65), o bronchy astma paprastai
apima eozinofilinj uzdegimg ir bronchy hiperreaktyvuma (167).

Nemazai daliai vaiky, kuriems ikimokykliniame amziuje btuna daznai
besikartojantis S$vokstimo sindromas, véliau paauglystéje diagnozuojama
bronchy astma (168).

Yra duomeny apie didelj SvoksStimo sindromo ir bronchy astmos
paveldimumo rysj (169), todél §vokstimo ir su mokyklinio amziaus bronchy
astmos iSsivystymo rizika susijusiy geny tyrimai gali biiti svarbis.

Perspektyvusis tyrimas, j kurj buvo jtraukti ikimokyklinio amziaus vaikai,
kuriems ankstyvame amziuje pasireiské trumpalaikis Svokstimas, ir jvertinta
plauciy funkcija sulaukuas SeSeriy mety, parode, kad kvépavimo taky funkcija
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yra sumazéjusi (170). Kitame tyrime buvo stebimi 11 ir 16 mety $§vokstimo
sindromu sergantys vaikai ir prieita prie tos pacios iSvados (171). Be to, yra
jrodymy, kad SvokStimas vaikystéje gali sukelti pasikartojancius ar
nuolatinius kvépavimo taky simptomus suaugus, tod¢l nuolatinis Svokstimas,
susijes su plauciy funkcijos sutrikimais, dazniausiai atsiranda pirmaisiais
gyvenimo metais (23, 172). Be to, Zinoma, kad riikymas yra labai svarbus
veiksnys, bloginantis suaugusiyjy plauciy funkcija ir lemiantis léting
obstrukcine plauciy ligg (LOPL), tadiau suaugusiyjy plauciy funkcijos
pablogéjima taip pat gali lemti veiksniai, su kuriais susiduriama ankstyvuoju
gyvenimo laikotarpiu (162, 173). Ankstesn¢ apzvalga taip pat parode, kad
vystymosi veiksniai, susij¢ su jvairiais biologiniais mechanizmais, blogina
kvépavimo taky funkcijg augimo metais, todél didina LOPL rizika (174).
Velingtone atlikto tyrimo tikslas buvo istirti jvairiy zinomy LOPL rizikos
veiksniy rys§j, kuris parodé stipriausia ry$j tarp bronchy astmos vaikystes ir
LOPL (175).

Vaikai, kuriems pasireiSkia $voksStimas, gali turéti esminiy genetiniy
veiksniy, galin¢iy sukelti jy ankstyvojo gyvenimo kvépavimo taky sutrikimus
ir LOPL iSsivystymg véliau. Tam tikri genetiniai variantai, tokie kaip
SERPINA1 geno polimorfizmai, gali prisidéti prie Svokstimo vaikystéje ir
suaugusiyjy kvépavimo taky sutrikimy.

Remiantis Svedijos naujagimiy patikros duomenimis, 16 ir 22 mety
pacientams ikimokyklinio amziaus pasikartojantis Svokstimas ir gydytojo
diagnozuota bronchy astma vélesniame amziuje buvo daznesné tarp PiZZ
genotipg turinfiy asmeny, nei tarp tokio paties amziaus neturinCiy AAT
sutrikimy asmeny (176). PrieSingai, kituose tyrimuose nepavyko rasti rysio
tarp SERPINA 1 polimorfizmy ir pasikartojanc¢io Svokstimo ar bronchy astmos
(177), todél vis dar diskutuojama apie AATD ir vaikystés bronchy astmos rysj
(178, 179).

Virusinés infekcijos ir aplinkos terSalai (pvz., rikymas) yra pagrindiniai
Svokstimo ligy priezastiniai veiksniai ankstyvoje vaikystéje. Daugeliui vaiky,
kuriems pasireiskia ikimokyklinis S$vokstimo sindromas, mokykliniame
amziuje i$sivysto atopiné alerginé bronchy astma (180). Tiksliau, nuolatiniai
Svokstimo fenotipai (mokykliniame amziuje prasidéjes ir iSliekantis, vélyvoje
vaikystéje prasidéjes ir iSliekantis bei nuolatinis SvokStimo fenotipai) yra
susije¢ su bronchy astmos diagnoze. Nepaisant to, virusinés infekcijos ar
aplinkos poveikis ne visiems vaikams sukelia Svokstimo sindroma arba visais
atvejais dél svokstimo iSsivysto bronchy astma (181, 182), o tai rodo, kad
genotipas vaidina svarby vaidmenj. Be to, dél AAT trikumo plauciy
nesugebéjimas tinkamai apsisaugoti gali sustiprinti bronchy astmos
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simptomus ir sukelti daznesnius bei sunkesnius priepuolius, dél to kyla
sunkesniy kvépavimo taky komplikacijy rizika (183).

Homozigotiniams AATD asmenims dél Pi*Z alelio (PiZZ) vaikystéje
paprastai nediagnozuojama emfizema, nors jiems gali padidéti astmos
i8sivystymo tikimybé (41). Taciau emfizema ir bronchy astma gali pasireiksti
suaugusiyjy gyvenime.

Yra suaugusiyjy tyrimy, kurie parodé rySj tarp AATD ir bronchinés
astmos, ypa¢ jos sunkumo ir patiméjimy (165, 184, 185), taciau daugiau
tyrimy, kuriy rezultatai kontroversiski (186—188).

Kaip minéta anksciau, aplinkos terSaly poveikis plauciams, profesiné
aplinka ir rikymas gali prisidéti prie negrjztamos ir progresuojancios plauciy
ligos (189). Buvo pranesta, kad pasyvaus rikymo ir aplinkos oro terSaly
poveikis vaikystéje yra reikSmingas suaugusiyjy su AATD susijusios
emfizemos i$sivystymo rizikos veiksnys (190, 191).

14. AATD ir kepeny ligos suaugusiesiems ir vaikams

Su AAT susijes kepeny pazeidimas pasireiskia dél nenormaliy AAT baltymo
sankaupy hepatocituose (192). Sia liga susergama tik dél genotipy, susijusiy
su patologine AAT polimerizacija hepatocity endoplazminiame tinkle.
Dauguma pacienty, serganCiy su AAT susijusia kepeny liga, yra
homozigotiniai Pi*Z aleliui (PiZZ genotipas). Kepeny liga nenustatoma
nulinéms homozigotoms, turinCioms dideli AAT trukuma, nes joms
nenustatomas polimery kaupimasis hepatocituose (77).

Mutaves Pi*Z AAT baltymas yra tinkamai transkribuojamas ir
transliuojamas, taCiau S§i mutacija paveikia baltymo konformacija
reaktyviosios vietos srityje ir trukdo tinkamai susilankstyti (193). Sékmingai
i$siskiria tik 15 % tokio baltymo. Like 85 % molekuliy niekada nepasiekia
sekrecijai tinkamos konformacijos ir licka hepatocite. Tokiu atveju kepeny
pazeidima sukelia Pi*Z baltymo polimery kaupimasis, kuris inicijuoja kepeny
lasteliy ziities, apoptozés, kompensacinés proliferacijos ir fibrozés kaskada,
lemian¢ig vézinius pokycCius (194). Taciau ne visiems PiZZ fenotipa
turintiems pacientams iSsivysto kepeny cirozé ir kepeny ligos. Ligos
progresavimui didele jtaka turi genetiniy ir aplinkos veiksniy visuma.

Nors PiZZ genotipg lemia vieno geno defektas, kepeny liga, kaip ir
kvépavimo taky paZeidimas, pasireidkia labai jvairiai. Si liga gali pasireiksti
bet kokiame amziuje ir gali buti pastebima jau praéjus 1-2 ménesiams po
gimimo. 4-10 % alfa-1-antitripsino trikuma turin¢iy vaiky per pirmuosius
dvidesimt gyvenimo mety iSsivysto kliniSkai reikSminga kepeny liga, todél
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alfa-1-antitripsino triilkumas yra daZniausia genetiné vaiky kepeny ligy
priezastis ir dazniausia paveldima kepeny transplantacijos indikacija vaiky
populiacijoje (195-197). Kasmet dél alfa-1 antitripsino trilkumo Jungtinése
Amerikos Valstijose atliekama apie 50 kepeny transplantacijy vaikams (198).

Kudikiams per pirmuosius du gyvenimo ménesius daznai pasireiSkia
uzsitesusi cholestaziné gelta. Dél sutrikusios tulzies tékmés gali sutrikti
maisto jsisavinimas ir prastai augti svoris, atsirasti pilvo ptimas, niezulys,
hepatosplenomegalija, ascitas, hipercholesterolemija arba lengvai atsirasti
kraujavimas ir mélynés (195). Atlikus laboratorinius tyrimus gali buti
nustatytas padidéjes alaninaminotransferazés (ALT),
aspartataminotransferazés (AST), bendrojo ir tiesioginio bilirubino, Sarminés
fosfatazés ir gama glutamiltranspeptidazés (GGT) kiekis. Be to, gali
pasireiksti riebaluose tirpiy vitaminy triikumas (mazas vitamino D, vitamino
A, vitamino K ir vitamino E kiekis), hipoalbuminemija ir koagulopatija. Nors
nedidelei daliai serganciy kuidikiy kiaidikystéje iSsivysto kepeny cirozé, portiné
hipertenzija ir kepeny nepakankamumas (197), 80 % alfa-1 antitripsinu
serganciy kidikiy, kuriems nustatyta cholestaze, ji iSnyksta savaime ir iki 18
mety jie atrodo sveiki, neturintys klinikiniy létinés kepeny ligos pozymiy
(199, 200).

J.Teckeman ir kt. (201) nustaté, kad AATD naujagimiy cholestazés atveju
dominuoja vyriskoji lytis (65 % vyry, p = 0,04), naujagimiy gama-
glutamiltranspeptidazés padidéjimas siejamas su sunkesne ligos pradzia, o
naujagimiy cholestazés progresavimas j porting hipertenzijg yra daznesnis nei
anksciau (41 %) ir pasireiskia 5 ménesiy amziaus. Pacientams, kuriems buvo
naujagimiy cholestaze ir kuriems véliau buvo atlikta kepeny transplantacija,
jos metu buvo gerokai jaunesni nei tie, kuriems naujagimiy cholestazé nebuvo
nustatyta (4,1 ir 7,8 mety, p = 0,04, bendras intervalas 0,3—17 mety). Pries
transplantacija buvo dazna koagulopatija ir veny varikozg, taciau kraujavimas
i§ vir§kinimo trakto — ne. Naujagimiy cholestazé taip pat turéjo neigiama jtaka
augimo parametrams.

AAT truakumas dazniausiai pasitaiko europietiSsko gymio asmenims. XX a.
septintojo desimtmecio pradzioje Svedijoje atliktas svarbiausias naujagimiy
patikros tyrimas suteiké svarbios informacijos apie §ig liga. Atlikus daugiau
nei 200 000 Svedijos naujagimiy atrankine patikra, tyrimo metu buvo nustatyti
127 kidikiai, turintys PiZZ varianta (110). Juos iStyrus nustatyta, kad daugiau
kaip 80 % sirgo naujagimiy cholestaze, kuri spontaniskai iSnyko ir tie vaikai
buvo sveiki sulauke¢ 18 mety amziaus. Tik apie 3 % pacienty kepeny liga
progresavo iki sunkios, gyvybei pavojingos kepeny ligos (199). Daugumos Siy
kiidikiy fizinio istyrimo duomenys buvo normalis, kai kuriy kepeny funkcijos
fermenty koncentracijos padidéjimas buvo nedidelis, o tai rodo, kad, neatlikus
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nesaliSkos naujagimiy patikros, Siems kiidikiams liga grei¢iausiai nebiity
diagnozuota. Panasiis, bet ne tokie iSsamiis tyrimai JAV patvirtino S§ias
i8vadas. Taciau neaisku, ar tie patys rezultatai buty gauti heterogeniskesnéje
populiacijoje, susijusioje su kitokiu modifikuojan¢iy geny rinkiniu,
pavyzdziui, tyrimai Jungtinéje Karalystéje ar Piety Amerikoje (202). Taip yra
todél, kad daugelyje retrospektyviyjy PiZZ genotipg turinéiy vaiky tyrimy
apraSyta nedaug atvejy, kai vaikams véliau vaikystéje, iskaitant paauglyste,
i8sivysté sunki kepeny liga, o tarp jy yra tik keletas vaiky, nesirgusiy
naujagimiy cholestaze, bet kuriems iSsivysté sunki liga (203). Gali buti, kad
Siose populiacijose yra genetiniy skirtumy ir kad sunki kepeny liga vélesnéje
vaikystéje pasitaiko reciau nei 1 i§ 127 (204). Kiti reti simptomai kadikiams,
i§skyrus naujagimiy cholestazg, yra koagulopatija dél vitamino K trukumo,
prastas apetitas, kraujavimas i§ vir§kinimo trakto ir Uminis kepeny
nepakankamumas. Sie retai pasitaikantys simptomai taip pat nebuvo pastebéti
Svedijos tiriamyjy grupéje.

Vyresniy vaiky, serganc¢iy AAT trikumu, buiklé taip pat yra labai jvairi ir
gali biiti atsitiktinai nustatyta atliekant kraujo tyrimg arba esant kepeny ligos
pozymiy ar simptomy, jskaitant maitinimosi sunkumus dél prasto apetito,
sulétéjusj vystymasi, augima ar besimptomg hepatosplenomegalija, nustatyta
iprastiniy tyrimy metu. Retais atvejais kai kuriems vaikams gali net Gimiai
pasireiksti portinés hipertenzijos simptomai ar pozymiai, pasireiskiantys
kraujavimu i§ virskinimo trakto, trombocitopenija ar kitais Giminio kepeny
nepakankamumo poZymiais. Daznai gerai atrodantiems homozigotinj PiZZ
variantg turintiems vaikams biina epizodinis, bet daugelj mety besitesiantis
nezymus ALT padidéjimas, nesant jokiy kity kepeny pazeidimo pozymiy.
Nors dazniausiai biopsijos nereikia, bet jei ji atlickama, vyresniems vaikams
kepenyse paprastai aptinkama dideliy globuliy periportaliniuose
hepatocituose, lengva mikrovezikuliné steatozé ir lengvas lobulinis
uzdegimas (200).

Vaikams, anksCiau sirgusiems naujagimiy hepatitu ir spontaniSkai
pasveikusiems, véliau, pirmajame ar antrajame gyvenimo deSimtmetyje,
kartais iSsivysto sunki kepeny liga, kai yra kompensuota, bet stabili kepeny
ciroze ir portiné hipertenzija (205-207).

Jauniems ir vidutinio amziaus suaugusiems zmonéms, kuriems yra PiZZ
mutacija, retai pasitaiko naujy sunkiy kepeny ligy (66). Taciau sunkios kepeny
ligos ir cirozés rizika didéja su amziumi. Visg gyvenima rizika susirgti kepeny
ciroze gali siekti net 40 % (208).

Suaugusiesiems kepeny liga daznai nepastebima, kol neisrySkéja kepeny
cirozé arba hepatoceluliné karcinoma. Amerikos kriitinés 1gstos draugija ir
Europos respiratology draugija rekomenduoja reguliariai vertinti PiZZ
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serganc¢iy asmeny kepeny funkcijos tyrimy rezultatus (66). Ta¢iau neaisku, ar
Sie kepeny funkcijos tyrimai gali buti naudojami kepeny ligos prognozei
nustatyti (209).

Suaugusiesiems, sergantiems AAT trukumu, gali i$sivystyti progresuojanti
kepeny liga, kurios vystymasi skatina rizikos veiksniai (210). Sie rizikos
veiksniai yra infekcijos (CMYV ir virusiniai hepatitai B ir C) (211), genetinés
ligos (cistiné fibroze), amzius >50 mety ir kitos gretutinés ligos, tokios kaip
cukrinis diabetas, metabolinis sindromas ir nutukimas (209, 212). Alkoholio
vartojimas ir hepatotoksiniy medikamenty, ypa¢ nesteroidiniy vaisty nuo
uzdegimo, vartojimas gali sustiprinti §iy asmeny kepeny fibroze, nors tiksli jy
jtaka ligos progresavimui lieka neaiski (213), kaip ir dél virusinio hepatito yra
kontroversisky nuomoniy bei publikacijy, kurios nerodo, kad virusinis
hepatitas  didinty AAT trokumu sergantiems asmenims kepeny
nepakankamumo rizikg (210).

Idomu, kad daugiau nei du trecdaliai visy pacienty, kuriems reikia kepeny
transplantacijos dél AATD, yra vyrai, o tai rodo, jog vyriskoji lytis galimai
yra vienas i§ rizikos faktoriy (214). Lyties jtaka taip pat buvo jrodyta
transgeniniuose AATD peliy modeliuose, kur peliy pateliy alfa-1 antitripsino
Pi*Z mutacijos salygoty ir endoplazminiame tinkle besikaupianéiy polimery
buvo daug maziau, palyginti su patinais, bet joms pradéjus papildomai skirti
testosterono, isivysté klasikiné su AATD susijusi kepeny liga (215).

Taigi yra aisku, kad esant nezinomos etiologijos kepeny ligai, reikéty
ieskoti AATD.

Nors AATD paprastai diagnozuojamas pacientams, kuriems mutacija yra
homozigoting, Perlmutteris ir kolegos nustaté, kad nemaza dalis suaugusiy
pacienty, kuriems buvo atlikta kepeny transplantacija dél AATD, i§ tikryjy
buvo heterozigotiniai (dazniausiai PiMZ), taip pat PiSZ (216-218). Be to,
pastebétas rySys su retu MMaltono variantu, kuris taip pat sukelia AAT
baltymo polimerizacija (219). Taip pat yra nustatyta ir SERPINA1 geno vieno
nukleotido polimorfizmy (SNP) bei endoplazminio tinklo baltymy
(kalneksinas, ERmanl) jtaka kepeny ligos vystymuisi (220-222).

Taigi galima teigti, kad nustatymas, ar pacientai turi vieno ar abiejy aleliy
mutacijy, gali duoti teigiamy atokiyjy rezultaty.

Buvo bandoma patikslinti pacienty, serganciy kepeny ir plau¢iy ligomis,
identifikavima atliekant savanori$ka patikrinima-atranka. Vienas didziausiy
tokiy patikrinimy buvo atliktas Svedijoje 1976 metais — naujagimiy, kiti
panasiis atrankos tyrimai atlikti Oregono valstijoje Jungtinése Amerikos
Valstijose 1978 m., Olandijoje — 1980 m., Belgijoje — 1988 m., Niujorko
valstijoje — 1993 m., o Siuo metu atlickama naujagimiy atrankiné patikra
Centringje Lenkijoje. DidZiausios atrankinés patikros metu Svedijoje surinkti
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duomenys buvo palyginti su kontrolinés tiriamyjy grupés ir pastebéta, kad
pagrindinés grupés tiriamiesiems pasireiské ne tik su kepeny ligomis susije
kitu atveju biity likg nepastebéti. Vis délto tik 8-10 % $iy PiZZ homozigoty
per pirmuosius keturis gyvenimo deSimtmecius i$sivysté sunki kepeny liga.
Tai rodo, jog yra kity, dar nezinomy ligai turinéiy jtakos modifikatoriy /
faktoriy (223).

Taigi tobuléjant tyrimy metodikai ir atsirandant daugiau jrodymuy,
patvirtinanciy atrankinés patikros pranasumus, galima apsvarstyti galimybe
jitraukti AATD nustatyma j visuoting naujagimiy patikra (224, 225). Be to,
visuotinés patikros metodu gaunami tiesioginiai duomenys apie AAT aleliy
daznj tiriamoje populiacijoje.

Panasu, kad dél Siy priezasCiy AAT paplitimas daugiausia tiriamas
tikslinése grupése, pavyzdziui, serganciyjy LOPL. Tokiy tyrimy tikslas yra
nustatyti didesnés rizikos atvejus ir anksti pradéti taikyti prevencines
priemones.

Siuo metu vienintelis patvirtintas su AATD susijusios sunkios kepeny ligos
gydymo biidas yra ortotopiné kepeny transplantacija. Ta¢iau pastaruoju metu
padaryta didelé pazanga kuriant naujus gydymo metodus, galin¢ius iS§saugoti
kepenis ir uzkirsti kelig hepatotoksiSkumui. Buvo pasirinktos kelios kryptys.
Viena jy — skatinti AAT perne$img i§ endoplazminio tinklo, kita — skatinti
AAT degradacijg ir slopinti polimery susidarymg (120).

Autofagija buvo pagrindinis taikinys, nes §iuo budu vyksta intralgsteliné
AAT degradacija. Autofagijai skatinti buvo naudojamos tiek fizinés
modifikacijos, tiek vaistai. Taip pat kuriamos genetinés terapijos, siekiant
sustiprinti autofagija arba tiesiogiai modifikuoti mutavusj gena (226).
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TYRIMO METODAI

Medziaga ir duomenys biomedicininiam tyrimui buvo renkami keliais etapais:
pirma — duomenys rinkti i§ populiacinés ALSPAC (The Avon Longitudinal
Study of Parents and Children) kohortos. Kitas etapas — duomenys rinkti
2019-2023 m. perspektyviojo atvejo-kontrolés tyrimo, kuris vykdytas
Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Klinikinés medicinos instituto
Vaiky ligy klinikoje, metu. Vaikai, kuriems nustatytas §vokstimo sindromas,
1 tyrima taip pat jtraukti Kaune, TelSiuose, Kelméje, Kédainiuose, Utenoje.

15. ALSPAC kohortos tiriamoji grupé
15.1. Tyrimo imtis ir tiriamyjy atranka

Eivono i8ilginis vaiky ir tévy tyrimas (Avon Longitudinal Study of Children
and Parents (ALSPAC)) buvo sukurtas sickiant suprasti, kaip genetinés ir
aplinkos savybés daro jtaka tévy ir vaiky sveikatai bei vystymuisi. Tai yra
i8ilginis, populiacinis gimimo kohortos tyrimas, j kurj buvo jtrauktos kudikiy
besilaukianios moterys, gyvenancios Eivono apylinkése, Jungtinéje
Karalystéje. | tyrima buvo jtraukta 14 541 néscioji, kuriy numatoma gimdymo
data buvo nuo 1991 m. balandzio mén. iki 1992 m. gruodzio mén. 13 988 gyvi
gim¢ kidikiai i§gyveno iki vieneriy mety amziaus. Papildomi dalyviai (N =
713) buvo jtraukti vélesniuose etapuose, todél bendras tiriamyjy skai¢ius buvo
14 701, 18 jy 7964 turéjo visus reikiamus duomenis tyrimui.

15.2. Bioetikos reikalavimai

Buvo gautas ALSPAC etikos ir teisés komiteto ir vietos moksliniy tyrimy
etikos komitety leidimas atsirinkti reikiamus duomenis ir jais naudotis. ISsami
informacija apie ALSPAC metodikg buvo paskelbta atskirai ir jg galima rasti
adresu: http://www.bristol.ac.uk/alspac.

Tyrimo interneto svetainéje pateikiama iSsami informacija apie visus
turimus duomenis, kuriuos galima rasti iSsamioje duomeny bazéje

(http://www.bris.ac.uk/alspac/researchers/data-access/data-dictionary/).

15.3. Duomeny rinkimas

Pagal iSsikeltg tikslg i§ duomeny bazés buvo atrenkami tie tyrimo dalyviai,
kurie turéjo duomenis apie Svokstimo sindromg, duomenis apie gydytojo

45


http://www.bristol.ac.uk/alspac
http://www.bris.ac.uk/alspac/researchers/data-access/data-dictionary/

diagnozuotg bronchy astmg ir kuriems buvo nustatyti AAT genotipai bei
SERPINA1 geno polimorfizmai.

Duomenys apie vaiky $vokstimg buvo renkami naudojant klausimynus,
kuriuos tévai pildé mazdaug karta per metus, keliais laiko intervalais, kai
vaikui sueidavo numatytas amzius (6/18/42/54/57/65/81 ir 103 ménesiai) —
pradedant nuo 6 ménesiy amziaus. Plauciy funkcija ir informacija apie
bronchy astmos diagnoz¢ buvo matuojama dviem atskirais laiko momentais,
mazdaug kai vaikai buvo 8 ir 15 mety.

Remiantis $vokstimo sindromo fenotipo klasifikacija, tiriamieji buvo
suskirstyti j tokius §vokstimo fenotipus: a) niekada / vienkartinis Svokstimas
(66,6 %), mazdaug 10 % S§vokstimo sindromo epizody pasireiskia po 6
ménesiy amziaus, o véliau sporadinio Svokstimo epizody mazéja, jskaitant
dalyvius, kurie niekada neSvoksté; b) ikimokyklinio amziaus protarpinis
(pasikartojantis) Svokstimas (16,6 %), vidutinis S$vokstimo sindromo
pasireiSkimo amzius 18 ménesiy (1,5 mety) ir nuo 69 ménesiy (5-6 mety)
mazéjantis; ¢) vidurio vaikystés protarpinis (pasikartojantis) Svokstimas (5,1
%), didZiausias Svokstimo pasireiSkimas apie 54 ménesiy (4,5 mety) amziy,
palaipsniui mazéjantis ir iki 128 ménesiy (10—-11 mety) lieka protarpiniai
epizodai; d) mokyklinio amziaus iSliekantis Svokstimas (2,8 %) iki 42 ménesiy
(3,5 mety) buvo retai pasitaikantis Svokstimo epizodas, tada sparciai didéjo ir
pikas pasiekiamas mazdaug 103 mén. (8,5 mety) amziuje, o paskui iki 198
meénesiy amziaus (16,5 mety) mazéjo ir isliko iki vidutinio pasireiskimo; e)
vélyvos vaikystés isliekantis $voksStimas (3,6 %), kurio pasireiSkimas
pirmaisiais gyvenimo metais buvo retas ir sparc¢iai didéjo, o pika pasieké po
166 ménesiy amziaus (13—-14 mety); f) nuolatinis Svokstimas (5,2 %),
vidutinis $vokstimo pasireiSkimas po 6 ménesiy ir vidutinis ar didelis
paplitimas po to.

SERPINA1 geno polimorfizmai (rs6647, rs11832, rs17580, rs709932,
rs1243160, rs2854254, rs8004738, rs17751769, rs28929470, rs28929474)
buvo atrinkti remiantis ankstesniais suaugusiyjy tyrimais, kuriais nustatyta,
kad Sie VNP yra susije su didesne LOPL rizika arba poveikiu plauciy funkcijai
(227).

15.4. Tyrimo metodai
Genotipy nustatymas atliktas Wellcome Trust Sanger Centre, Kembridze,
Jungtinéje Karalystéje, ir Laboratory Corporation of America, Burlingtone,

NC. Buvo naudojama ,,Illumina HumanHap 550 matrica (,,Illumina®, San
Diegas, Kalifornija).
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Tiriamyjy atmetimo kriterijai buvo §ie: lyties nesutapimai, minimalus arba
per didelis heterozigotiSskumas (superdominavimas), neproporcingai didelis
atskiry delecijy kiekis (> 3 %), kriptinis giminingumas, matuojamas kaip
tapatumo pagal kilme¢ dalis (IBD > 0,1), ir nepakankamas méginio
atsikartojimas (IBD < 0,8).

Populiacijos stratifikacijos jrodymai buvo jvertinti naudojant daugiamate
skalés analizg ir palyginti su ,,HapMap I1*“ (22 versija); neeuropietiskos kilmeés
asmenys buvo pasalinti.

Buvo atrinkti tik tie VNP, kuriy aleliy daznis buvo ne mazesnis kaip 1 %,
signaly daznis ne mazesnis kaip 95 % ir kurie nepazeidé Hardy ir Weinbergo
pusiausvyros désio (P <5 x 10-7).

Genotipo priskyrimas buvo atliktas naudojant Markov Chain Haplotyping
programing jrangg (MACH v.1.0.1617) ir fazinius CEU tiriamyjy haplotipy
duomenis (HapMap release 22, phase II NCBI B36, dbSNP 126).

I$samig informacija apie duomeny generavimo procesa galima rasti internete:

http://www .bristol.ac.uk/media-library/sites/alspac/migrated/documents/gwas-
data-generation.pdf

15.5. Statistinés analizés metodai ALSPAC kohortai

ALSPAC tyrimo centro biostatistikos specialistams buvo suformuotos
uzduotys ir atliktas statistinis duomeny apdorojimas. Duomenys apdoroti
naudojant statistinés programinés jrangos paketa R (versija 3.4.2,2017-09-28)
(,,The R Foundation for Statistical Computing®, Viena, Austrija). Naudojome
poLCA for R (Linzer, Drew A. ir Jeffrey Lewis. 2013. ,,poLCA: Polytomous
Variable  Latent Class  Analysis“. R paketo 1.4. versija
(http://dlinzer.github.com/poLCA), kad bty nustatyti skirtingi $vokstimo
fenotipai pagal klausimyno atsakymus. Buvo pasirinktas $esiy klasiy modelis,
nes ankséiau jis buvo tinkamiausias ir analizés metu buvo gautos maziausios
AIC vertés. Jvairiy SERPINAT1 geno vieno nukleotido polimorfizmy sgsajoms
su Svokstimo fenotipais ir gydytojo diagnozuota bronchy astma 15 mety
amziuje analizuoti naudotos logistinés regresijos (Multivariate logistic
regression, Wald statistic).

Dvipusé p reik§mé < 0,05 buvo laikoma reikSminga.

47


http://www.bristol.ac.uk/media-library/sites/alspac/migrated/documents/gwas-data-generation.pdf
http://www.bristol.ac.uk/media-library/sites/alspac/migrated/documents/gwas-data-generation.pdf

16. PresWeezAging LT kohorta

16.1. Tyrimo imtis ir tiriamyjy atranka

Leidimas biomedicininiam tyrimui gautas septyneriems metams (nuo 2016
m. rugséjo 28 d. iki 2023 m. balandzio 1 d). Per visg tyrimo laikotarpj j tyrima
planuota jtraukti 150 pagrindinés grupés (PG) tiriamyjy ir iki 60 kontrolinés
grupés (KQG) tiriamyjy. Per SeSerius metus j biomedicininj tyrimag i§ viso
jtraukti 150 iki 72 ménesiy vaiky, kuriems nustatytas bronchy obstrukcijos
sindromas. 5 tiriamuosius reikéjo ekskliuduoti: 3 dél méginyje jvykusios
hemolizés ir 2 dél neteisingai paimto méginio. Taigi 145 vaikai, kuriems
diagnozuotas bronchy obstrukcijos sindromas, buvo kaip pagrindiné tiriamyjy
grupé ir 74, taip pat iki 72 ménesiy amziaus, kontrolinés grupés vaikai.
Kontrolinés grupés rinkimas buvo sklandus ir visi méginiai tinkami. | tyrimg
itraukty vaiky skaiCiui tur¢jo reikSmes ir del COVID-19 pandemijos
paskelbtas karantinas, kurio metu tiek gerokai sumaZzéjo ambulatoriniy
konsultacijy, tiek hospitalizacijy skaiCius. Laikant, kad disertacijos metu
faktiskai pavyko surinkti planuota tiriamyjy kohorta, planas jvykdytas 100 %
pagal planuoty istirti vaiky skaiciy.

Dalyvauti buvo siiiloma visiems iki 72 ménesiy vaikams, kurie atvyko
konsultuotis arba gydytis pas vaiky pulmonologg arba vaiky ligy gydytoja dél
$vokitimo sindromo tiek ambulatoriskai, tiek j stacionara. Svokstimo
epizodas gal¢jo buti iiminis, pirmg kartg gyvenime jvykes, arba vaikas jau
buvo gyvenime turéjes SvokStimo epizoda (-y) ir tuo metu kreipési dél
pakartotinai atsiradusio Svokstimo sindromo. Jiems dél su biomedicininiu
tyrimu nesusijusiy priezasCiy, o tik pagal medicinines indikacijas reikéjo
atlikti kraujo tyrimus. Kraujas galéjo buiti tiek kapiliarinis, tiek veninis,
paimtas ] mégintuvélj su EDTA.

Kontrolin¢ grupé — 74 ikimokyklinio amziaus (72 ménesiy) gretutiniy
kvépavimo taky ligy neturintys vaikai, kurie dél jvairios chirurginés
patologijos (pilvo sienos ir kirksnies iSvarzos (52,7 %), portveino démes (14,9
%), gerybiniai navikai (8,1 %), kraujagysliy malformacijos (8,1 %), cistiniai
dariniai (6,8 %), hemorojiniai mazgai (2,7 %) ir kiti pavieniai atvejai (6,8 %))
buvo hospitalizuoti ir kuriems kraujo éminys bitinas dél bendry klinikiniy
indikacijy ruoSiantis operacijai.

I8 viso tyrime dalyvavo 145 pagrindinés grupés vaikai, kuriems pasireiske
iminis $vok$timo sindromas ir papildomai, kaip kontroliné grupé, buvo
atrinkti 74 kvépavimo sutrikimy neturintys vaikai, kurie buvo hospitalizuoti
dél jvairios chirurginés patologijos ir kuriems reikéjo paimti kraujo méginj
ruosiantis operacijai.
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Tyrimas buvo nekomercinis, tiriamieji ir tyréjai, dalyvaujantys tyrime,
neturéjo finansinés naudos.

Vilniuje apie hospitalizuotus vaikus, kuriems nustatytas $vokstimo
sindromas, mane informuodavo skyriuje dirbantis atsakingas gydytojas. Tada
tiriamyjy apzitirg, apklausg ir atrankg bei informacijos teikimg tévams, taip
pat sauso kraujo laso méginius i$ lickamojo kraujo atlikau a$ pati. Kituose
miestuose buvo priskirti kiti atsakingi ir apmokyti gydytojai.

Sis tyrimas neatspindi bendros populiacijos, nes buvo atrinkta tiksliné
tiriamyjy, kurie skundési bronchy obstrukcijos sindromu — §vokstimu, grupé,
taCiau neabejotinai galima daryti tam tikras bendrai populiacijai biidingas
i§vadas ir atlikti epidemiologinius skai¢iavimus, ypac kalbant apie genotipus,
nes faktoriy reikSmeé atsiranda jau begyvenant, gimus asmeniui, turiniam §j
sutrikimg, kuris jau turi jtakos ligos eigai bei sunkumui. Dalis tiriamyjy buvo
1§ kity Lietuvos miesty, kurie yra skirtinguose regionuose (Klaipéda, Telsiai,
Kédainiai, Utena, Kaunas), tad tyrimas multicentrinis, apsaugo nuo klaidingy
interpretacijy ir leidzia iSrySkinti svarbiausius désningumus ir tendencijas,
apima platesnj Lietuvos §voksc¢ianciy vaiky klinikinj vaizda, neapsiribodamas
vien sostinés gyventojais.

16.2. Bioetikos reikalavimai

Biomedicininis tyrimas ,,Alfa-1 antitripsino varianty ir koncentracijos rysys
su Uminiu ikimokyklinio amziaus vaiky bronchy obstrukcijos sindromu‘
atliktas gavus Lietuvos bioetikos komiteto 2016 m. rugséjo 28 d. leidimus: Nr.
L-16-07/1, Nr. L-16-07/2, Nr. L-16-07/3 (1-3 priedai).

Pries vaikus jtraukiant j tyrima, tévams / glob&jams buvo iSsamiai
paaiskintas tyrimo tikslas ir eiga. Sutikusiy dalyvauti tévy / globéjy buvo
prasoma pasiraSyti paruostg informuoto asmens sutikimo forma.

16.3. Duomeny rinkimas

Pirminio vizito metu tévams / globéjams sutikus ir pasiraSius sutikimo
dalyvauti tyrime forma (dviem egzemplioriais), vienas egzempliorius buvo
paliekamas tévams / globéjams, kitas — saugomas biomedicininio tyrimo
tyréjy. Tévams / globéjams pasirasius asmens informavimo ir sutikimo
dalyvauti tyrime formg, buvo surenkama demografiné (gimimo data, lytis,
itraukimo ] tyrima data), antropometriné (tigis, svoris) informacija apie tyrimo
dalyvj, dalyvis buvo apzitrimas ir jvertinamas kliniskai netaikant invaziniy
tyrimo metody (klinikinis kvépavimo jvertinimas balais, naudojant Pediatric
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Respiratory Assessment Measure (PRAM) (4 priedas) vertinimo skale, kiino
temperattira). Jei atitiko jtraukimo kriterijus, dalyvis buvo jtraukiamas i
tyrimg.

Pirminio vizito metu buvo surenkama ir specialioje anketoje (5 priedas)
pazymima informacija apie dalyvio pastarojo $voksStimo epizodo eigg
(Svokstimo pradzios data, hospitalizacija, hospitalizacijos trukmé, klinikiné
diagnoz¢, ar tai pirmg karta gyvenime jvykes Svokstimo epizodas). Renkami
tiriamojo ligos anamnezés, gyvenimo anamnezés (kliniSkai iSreikstas alerginis
rinitas, atopinis dermatitas, alergija maistui), vakcinavimo, §eimos anamnez¢es
duomenys. Renkami ankstesniy alergologiniy tyrimy (odos diirio méginiy ir
specifiniy imunoglobuliny E jkvepiamiesiems alergenams) duomenys (jei
atlikti). Buvo jtraukiami tik tie pacientai, kuriems pagal medicinines
indikacijas, nesusijusias su biomedicininiu tyrimu, reikéjo atlikti kraujo
méginius. Jeigu kraujo tyrimas nebuvo atliekamas, tai buvo kaip atmetimo
kriterijus ir tiriamasis j tyrimg nejtrauktas. I§ lickamojo kraujo buvo imami
sauso kraujo laSo meéginiai specialioje sugeriamojo popieriaus korteléje
(Alpha-kif) (6 priedas). Tinkamai paruostos kraujo méginiy kortelés per dvi
savaites nuo méginio paémimo buvo siun¢iamos j Valstybinio tuberkuliozés
ir plauciy ligy instituto Genetikos ir klinikinés imunologijos departamento
laboratorija VarSuvoje, Lenkijoje (Department of Genetics and Clinical
Immunology, National Institute of Tuberculosis and Lung Diseases, 26 Plocka
str, 01-138 Warsaw, Poland, tel. +48 22 43 12 158). Ten buvo atlickamas alfa-
1 antitripsino koncentracijos nustatymas, fenotipo nustatymas, genotipo
nustatymas ir prireikus DNR sekos nustatymas. Gavus tyrimy rezultatus buvo
informuojami dalyvio tévai / globéjai.

16.4. Tyrimo metodai

AAT koncentracijai i§ sauso kraujo laSo nustatyti buvo naudojamas
nefelometrinis metodas (Immage 800 Immunochemistry System, Beckman
Coulter).

AAT fenotipo analizé sauso kraujo laSo medziagoje atlikta
izoelektrofokusavimo (IEF) metodu, naudojant ,Hydragel 18A1AT
Isofocusing™ rinkinj (,,Hydrasys Focusing®, ,,Sebia®) ir ,,Sebia HydraSys*
elektroforezés platformag (228).

Du dazniausiai pasitaikantys SERPINA1 geno variantai — PI*Z ir PI*S —
buvo nustatyti naudojant sauso kraujo laSo medziagg ir realaus laiko PGR
metoda. Genominé DNR buvo iSskirta i§ sauso kraujo laSo naudojant
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komercinj rinkinj ,,Extract-N-Amp Blood PCR Kits*“ (,,Sigma-Aldrich) arba
,»Bio-Trace DNA Purification Kit“ (,,EURx Ltd.*).

Elivate esanti genetiné medZziaga buvo tiesiogiai naudojama AAT
genotipavimui ir sekos nustatymui neiSgryninus DNR. PI*Z ir PI*S aleliy
identifikavimas buvo atliktas per vieng reakcijg taikant realaus laiko PGR
(,,LightCycler 480 II* prietaisas, ,,Roche Diagnostics Ltd.”) metoda,
naudojant 3'- mazojo griovelio (MGB) hidrolizuojancius zondus,
komplementarius laukiniam tipui ir mutantiniams variantams, sujungtus su
dviem skirtingais fluorescenciniais dazais — FAM ir VIC.

Reti AAT variantai buvo nustatyti tiesioginiu Sangerio sekoskaitos
metodu. SERPINA1 II-V egzony sekos analizé buvo atlikta 16- kapiliariniu
3130x] genetiniu analizatoriumi (,,Genomed*, Lenkija) (229).

Svokstimo sunkumas, kuris buvo skirstomas j lengva, vidutinj ir sunky,
buvo apskai¢iuotas naudojant Vaiky kvépavimo vertinimo skale¢ (PRAM).
Ieskojome rysio tarp AAT koncentracijos ir §vokstimo sunkumo ir tarp AAT
genotipy ir Svokstimo sunkumo.

Remiantis anamnezés ir objektyvaus tyrimo duomenimis, buvo
diagnozuotas persalimas. Tévy nusiskundimai (kar$¢iavimas, sloga, kosulys)
ir objektyviis tyrimo duomenys buvo vertinami pagal ligoninéje patvirtintg
apzitros algoritma, o pacientai, kuriems nustatytas $vokstimo sindromas,
buvo suskirstyti j dvi grupes — vaikus, §voks¢iancius kai perSala, ir vaikus,
Svoksciancius kai nepersale.

Pi*Z ir Pi*S aleliy dazniai, kurie apskaiciuoti taikant ta patj metoda, ir
duomenys ty dazniy palyginimui su LOPL pacienty duomenimis buvo paimti
i§ Vidurio ir Ryty Europos AAT tinklo, jsteigto pagal LPP Leonardo da Vinci
ES programa (2011-1-PL-LEO04-197151) ,,Geriausios medicininés praktikos
standarty diegimas pacientams, sergantiems paveldimu alfa-1 antitripsino
deficitu Vidurio Ryty Europoje®. Laikotarpiu nuo 2012 m. spalio ménesio iki
2013 m. sausio ménesio buvo paimti 328 LOPL pacienty sauso kraujo laso
méginiai ir apskaiCiuoti §iy aleliy dazniai 1000-iui aleliy. Nustatant Pi*S ir
Pi*Z aleliy daznj taip pat 1000-iui aleliy bendrojoje populiacijoje, duomenys
palyginimui buvo paimti i§ anksCiau atlikty Lietuvos gyventojy
epidemiologiniy tyrimy (N = 2491) (60, 61).

16.5. Statistinés analizés metodai
Statistiné analizé atlikta naudojant ,JBM SPSS Statistics 20.0“ versijg ir

»Microsoft Excel 365“. Nuolatiniai ir kategoriniai kintamieji buvo pateikti
atitinkamai kaip mediana (tarpkvartilinis intervalas (IQR) ir skaiciai (%).

51



Nenutrukstamiems kintamiesiems palyginti naudotas Manno ir Vitnio U arba
Friedmano testas, o kategoriniams kintamiesiems palyginti naudotas * testas
arba Fisherio tikslusis testas. Dvipusé p reiksmé < 0,05 buvo laikoma
reikSminga.

Pi*Z ir Pi*S daznis iSreiSkiamas kaip daznis tiikstanciui aleliy su 95 % PI
(pvz., 18 74 tiriamyjy, t. y. 148 aleliy, rasti 3 Pi*Z aleliai, tada daZnis
takstanciui aleliy apskaiciuojamas taip: 3 x 1000/148 = 20,27).
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REZULTATAI

17. ALSPAC kohorta

17.1. Tiriamosios grupés charakteristika

ALSPAC kohortoje, pagal klausimyno atsakymus, buvo nustatyti skirtingi
Svokstimo fenotipai. Pagal tuos fenotipus vaikai pasiskirsté taip: didziausias
vaiky pogrupis buvo niekada §vokstimo epizodo nepatyre vaikai / vienkartinj
$vokstimo epizoda patyre vaikai (n = 5308, 66,64 %, 3 lentelé). Siame
pogrupyje mergai¢iy buvo kur kas daugiau nei berniuky. Antras pagal dydj
pogrupis buvo ikimokyklinio amziaus vaiky, kuriems nustatytas protarpinis
Svokstimas (n = 1326, 16,64 %). Vaiky, turin¢iy likusj §vokstimo fenotipa,
pasiskirstymas matomas 3 lenteléje.

3 lentelé. Svokstimo fenotipy pasiskirstymas tarp vaiky i§ ALSPAC kohortos.

Svokstimo fenotipas IS viso Lytis, N (%) SS (95 % PI)? p
N reik§meé
Berniukai Mergaités

Nickada / vienkartinis 5308 2524 (62,1) 2784 (71,4) (0’5(());5_%?636) <0,001
Ikimokyklinio amziaus 1326 753 (18,5) 573 (14,7) 1,614 <0,001
protarpinis (1,5-6 m.) (1,354-1,925)
Vidurio vaikystés 405 256 (6,3) 149 (3,8) 1,962 <0,001
protarpinis (4,5-11 m.) (1,523-2.527)
Mokyklinio amZiaus 222 114 (2,8) 108 (2,8) 0,972 0,882
isliekantis (8,5-16,5 m.) (0,672-1,4006)
Vélyvos vaikystés 287 163 (4) 124 (3,2) 1,575 0,002
iSliekantis (= 13—14 m.) (1,169-2,122)

416 253 (6,2) 163 (4,2) 2,146 <0,001

Nuolatinis (> 6 mén.) (1,651-2,789)

I8 viso 7964 4063 (51,00 3901 (49,0)

PI — pasikliautinasis intervalas; SS — $ansy santykis.
Sansy santykis, 95 % pasikliautinasis intervalas (Univariate logistic regression, Wald
statistic).

Alfa-1 antitripsino genotipy ir mutaciniy Pi*Z ir Pi*S aleliy pasiskirstymas
ALSPAC kohortoje pavaizduotas 5 paveiksle. Sesi i§ 7964 (0,08 %) vaiky
buvo homozigotiniai ir 357 (4,48 %) heterozigotiniai Pi*Z (rs28929474) AAT
genotipai. 29 (0, 36 %) turéjo homozigotinj PiSS ir 924 (11, 6 %)
heterozigotinj Pi * S (rs17580) AAT genotipa.
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7~ N

I§ visy 7964
atvejy
. 357 (4,48%) 29°(0,36%) 924 (11,6%)
6 (0,08%) PizZ Pi*Z PiSS Pi*S

5 paveikslas. Alfa-1 antitripsino genotipy ir mutaciniy Pi*Z ir Pi*S aleliy
pasiskirstymas ALSPAC kohortoje.

IS visy 7964 atrinkty tiriamyjy 3835 (48,2 %) turéjo duomenis apie
bronchy astmos diagnoze 15 mety amziuje. Siuos vaikus suskirstéme j dvi
grupes: vaikai, kurie neturéjo §vokstimo sindromo anamnezéje — 2596 atvejai,
ir vaikai, kuriy anamnezéje buvo Svokstimo sindromas — 1239 atvejai. Toje
grupéje, kur nebuvo $vokstimo sindromo anamnezés, 309 (11,9 %) vaikams
15 mety amziuje buvo gydytojo diagnozuota bronchy astma, o grupéje,
kurioje buvo $vokstimo sindromas anamnezéje, 587 (48 %) vaikams 15 mety
amziuje buvo gydytojo patvirtinta bronchy astmos diagnozé (6 paveikslas).

7~ N\

IS viso 7964 atvejai

e

3835 (48,2 %) atvejais turéti duomenys
apie bronchy astmos diagnoz¢ 15 mety
amziuje

~—

—
Is 1239 svokscianciy vaiky, 587 (48
%) turéjo BA diagnoze

~—— —

—

I8 2596 atvejy be svokStimo
anamnezes, 309 (11,9 %) turéjo
BA diagnoze
S~S~S————

6 paveikslas. ALSPAC kohortos vaiky pasiskirstymas pagal S$vokstimo
sindromo anamnezés duomenis ir BA diagnoze 15 mety amziuje.
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17.2. SERPINA1 geno vieno nukleotido polimorfizmai tarp bronchy astma
serganciy vaiky

Remiantis duomenimis apie gydytojo diagnozuotg bronchy astma, buvo
apskaiCiuotas Sansy santykis ir rizika sirgti BA, sulaukus 15 mety amziaus,
turint tam tikrg SERPINA1 geno vieno nukleotido polimorfizma.

IS 3835 tiriamyjy, kuriem turéjo duomenis apie gydytojo diagnozuotg
bronchy astma, du polimorfizmai parodé rysi su vaiky bronchy astma 15 mety
amziuje: heterozigotinis rs17751769— SS 1,273 (1,076-1,506) (p < 0,05) ir
homozigotinis rs709932 — SS 1,710 (1,067-2,742) (p < 0,05) (4 lentelé).
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17.3 SERPINA1 geno vieno nukleotido polimorfizmy pasiskirstymas tarp
$vokstimo fenotipy

Norint nustatyti ry$j tarp Svokstimo fenotipy ir SERPINA1 geno vieno
nukleotido polimorfizmy, buvo apskai¢iuota santykiné rizika sirgti tam tikru
$vokstimo fenotipu priklausomai nuo SERPINA1 geno VNP.

Septyni i§ 10 tyrime atrinkty VNP buvo susij¢ su trimis $vokstimo
fenotipais: a) rs11832, rs17580 (PiSS), rs709932 ir rs1243160 buvo susij¢ su
ikimokyklinio amziaus protarpiniu (pasikartojanciu) Svokstimu, kai rizika
sirgti $iuo Svokstimo fenotipu padidéja nuo 1,2 iki 2,7 karto; b) rs8004738 ir
rs17751769 buvo susij¢ su vélyvoje vaikystéje prasidéjusiu ir iSliekanciu
Svokstimu ir rizika sirgti Siuo Svokstimo fenotipu padidéja beveik 3 kartus (RR
—2,921); ¢) 1s6647 ir 1s709932 buvo susij¢ su nuolatiniu Svokstimu, ir rizika
padidéja iki 2,5 karto. Neradome VNP, susitelkusiy aplink vieng $vokstimo
fenotipa, bet net keturi VNP buvo susij¢ su ikimokyklinio amziaus protarpiniu
(pasikartojanc¢iu) Svokstimu (5 lentelé, 7 paveikslas).
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7 paveikslas. SERPINA1 geno vieno nukleotido polimorfizmy
pasiskirstymas ir santyking rizika tarp vaikystés §vokstimo fenotipy.

Santykiné rizika, kylanti kiekvienam §vokstimo fenotipui, pateikiama kaip
kiekvieno VNP genominés koordinatés 14 chromosomoje funkcija.
Statistiskai reikSmingi VNP ir santykiné rizika (p verté < 0,05) pateikiami kaip
dideli simboliai, o kai p > 0,05 — mazi simboliai. Simboliai nurodo, ar
genotipas yra homozigotinis PIMM (normalus variantas), heterozigotinis ar
homozigotinis mutacinis. SERPINA1 egzonai (E1-E5) iSsidéste i§ deSinés |
kaire, pavaizduoti Sviesiai mélyna spalva.

18. PresWeezAging LT kohorta

18.1. Pagrindings ir kontrolinés grupiy charakteristika

Pagrindinés liectuviskosios grupés vaiky amziaus mediana buvo 20,00 (11,00—
31,50) mén., vyravo vyriskoji lytis — 94 (64,8 %) atvejai. Kontrolingje grupéje
vaiky amzZiaus vidurkis buvo 53,50 (27,75-69,25) mén. Reik§mingo skirtumo
tarp ly¢iy néra: buvo 43 (58,1 %) berniukai ir 31 (41,9 %) mergaité. Vaikai,
kuriems pasireiské §vokstimo epizodai, buvo statistiSkai reikSmingai jaunesni
nei kontrolinés grupés vaikai. Tyrimo dalyviy charakteristikos pateiktos 6
lenteléje.

59



6 lentelé. Pagrindinés ir kontrolinés grupiy vaiky bendroji charakteristika.

AmZiaus mediana ~ AmZius (mén.) Berniukai Mergaités

Atvejai (mén, IQR) N (%) N (%)
Min Max

Pagrindiné gr. 20,00 (11,00-31,50) 2 66 94(64,83)  51(3517)

Kontroliné gr. 53,50 (27,75-69,25) 3 72 43(58,11) 31 (41,89)

N — absoliutus skaicius; IQR — tarpkvartilinés ribos.

IS 145 vaiky, kuriems diagnozuotas Svokstimas, 129 (88,97 %) nustatéme
normaly PiIMM genotipa, nors vieng Pi*S alelj turin¢iy buvo 3 (2,07 %), o
Pi*Z — 10 (6,90 %) vaiky. Retos mutacijos (MPlowell) nustatytos taip pat 3
(2,07 %) atvejais. Tarp kontrolinés grupés vaiky normalus PIMM genotipas
buvo rastas 68 (91,89 %) vaikams. Alfa-1 antitripsino genotipy pasiskirstymas
pagrindinéje ir kontrolingje grupése pateiktas 7 ir 7a lentelése.

7 lentelé. Alfa-1 antitripsino mutaciniy Pi*Z ir Pi*S aleliy pasiskirstymas
pagrindingje ir kontrolinéje grupése.

;r'zz';““” IS viso NPIMM N (%) Pi*Z N (%) Pi*S N (%) Retos N (%)
Pagrindine
145 129(8897) 10 (6,90 32,07 3 (2,07
e (897 10(690) 3207 3C07)
Kontroling
ONFOHRE oy 68 (91,89) 3 (4,05) 3(405 0
grupé

7a lentelé. Alfa-1 antitripsino genotipy pasiskirstymas pagrindingje ir
kontrolinéje grupése.
Tiriamyjy I§ Pi MM N PiMZ N PIMSN PiZZN RetasN
grupé viso (%) (%) (%) (%) (%)

N
Pagrindine 145 129(88,97) 7(4,83)  3(2,07) 3(207) 3(2,07)
grupe
Kontroline 74 68 (91,89) 3 (4,05) 3(4,05 0 0
grupe

18.2. Pagrindinés ir kontrolinés grupiy klinikinés charakteristikos
AAT koncentracijos mediana tarp pagrindinés ir kontrolinés grupés nesiskyré:

144 (IQR 119,5-168) mg/dL svokstimo grupéje ir 147,5 (IQR 126-165,25)
mg/dL kontrolinéje grupéje, p = 0,701. Pagal anketinius duomenis, i§ viso
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22,1 % $vokséianciy vaiky turéjo kliniskai iSreikstg alergija maistui, 0 26,9 %
sirgo atopiniu dermatitu. Alergijos maistui ir atopinio dermatito paplitimas
buvo reikSmingai didesnis pagrindinés grupés SvoksSCiantiems vaikams,
palyginti su kontrolinés grupés vaikais (8 lentel¢). Rikymas Seimoje buvo
labiau paplites pagrindinés grupés vaiky Seimose, palyginti su kontrolinés
grupés vaiky Seimomis (33,79 % ir 6,76 %, p < 0,001).

8 lentelé. Pagrindinés ir kontrolinés grupés klinikinés charakteristikos.

Pagrindiné
grupé
AAT koncentracija (IQR), mg/dL. 144 (119,5-168) 147,5 (126-166,25) 0,701

Kintamasis Kontroliné grupé p

Alergija maistui, N (%) 32 (22,07) 1(1,35) < 0,001
Teigiamas ODM ar IgE, N (%) 37 (25,52) 3 (4,05) < 0,001
Alerginis rinitas, N (%) 12 (8,27) 6 (8,11) 0,966

Atopinis dermatitas, N (%) 39 (26,89) 2(2,70) < 0,001
Riukymas Seimoje, N (%) 49 (33,79) 5(6,76) <0,001

Analizuojant anketinius duomenis, pagrindinés grupés tiriamieji buvo
suskirstyti j dvi grupes: viena grupé — vaikai, kurie kreipési j gydymo jstaiga
dél pirma karta gyvenime jvykusio Svokstimo epizodo, ir kita — vaikai, kurie
jau yra kazkada turéje Svokstimo epizoda (-y). IS 145 pagrindinés grupés
vaiky, kuriems kliniskai nustatytas Svokstimo sindromas, 59 (40,69 %) patyré
pirmaji Svokstimo epizoda, o 86 (59,31 %) atvyko dél pasikartojanciy
epizody. Vaikai, kuriems pasireiSké pirmasis Svokstimo epizodas, jtraukimo j
tyrimag metu buvo gerokai jaunesni nei tie, kuriy epizodai pasikartoja
(atitinkamai 15 (IQR 5-24) ménesiy ir 25 (IQR 12,75-36) ménesiy amziaus,
p < 0,001). AAT koncentracijos mediana nesiskyré tarp vaiky, kuriems
pasireiské pirmasis SvokStimo epizodas, ir vaiky, kuriems buvo
pasikartojantys Svokstimo epizodai. Kur kas didesniam procentui vaiky,
kuriems pasireiské pirmasis $vokstimo epizodas, prireiké hospitalizacijos,
palyginti su vaikais, kuriems pasikartojo Svokstimo epizodai (91,53 % ir 76,74
%, p = 0,021), nors buvimo ligoninéje trukmé nesiskyré. Kitos klinikinés
charakteristikos, tokios kaip Svokstimo sunkumas, alergija, rikymas Seimoje
ir gretutiniy ligy buvimas, S§iuose pogrupiuose reikSmingai nesiskyré (9
lentelé).
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9 lentelé. Vaiky, kuriems pasireiS§ké pirmasis ir pasikartojantis $vokstimo
epizodas, klinikinés charakteristikos.

o . . Vaikai, kuriems
Vaikai, kuriems i

. buvo
Kintamasis b?vo lzlf“mas pasikartojantis P
Svolstimo Svokstimo
epizodas, N =59 epizodas, N = 86

Amzius (IQR), meén. 15 (5-24) 25 (12,75-36) < 0,001
AAT koncentracija (IQR), mg/dl 148 (127-164) 139 (114,75-170) 0,431
Hospitalizacija, N (%) 54 (91,53) 66 (76,74) 0,021
Hospitalizacijos trukmé, dienomis 3 (3-5) 4 (3-5) 0,957
Svokstimas be persalimo, N (%) 2 (3,39) 23 (26,74) < 0,001
Lengvas $vokstimas, N (%) 13 (22,03) 30 (34,88)

X/io(;utinio sunkumo Svokstimas, N 28 (47.46) 37 (43.02) 0215
Sunkus §vokstimas, N (%) 18 (30,51) 19 (22,09)

Alergija maistui, N (%) 11 (18,64) 21 (24,42) 0,410
Teigiamas ODM/IgE, N (%) * 11 (68,75) 26 (52,00) 0,240
Alerginis rinitas, N (%) 3 (5,08) 9(10,47) 0,361
Atopinis dermatitas, N (%) 14 (23,73) 25(29,07) 0,476
Riuikymas seimoje, N (%) 22 (37,29) 27 (31,40) 0,461
Gretutinés ligos, N (%) 33 (55,93) 49 (56,98) 0,901

* N = 66 (kitiems nebuvo atliktas alerginis iStyrimas).

Naudojant anketinius duomenis, tiriamieji taip pat buvo suskirstyti j dvi
grupes, kaip pagrindinj pozymj imant perSalimg. PerSalimas nustatytas
remiantis anamneze, objektyviais tyrimo duomenimis ir tévy iSsakytais
skundais (karsciavimas, sloga, kosulys). Objektyviis apzitiros duomenys buvo
jvertinti pagal ligoninés patvirtintg apZzitiros algoritma, o tiriamieji, sergantys
Svokstimo sindromu, suskirstyti j dvi grupes — vaikai, kuriems $vokstimas
pasireiské perSalus, ir vaikai, kuriems $vokStimas pasireiské be perSalimo
simtomy. I§ 145 $voks§¢ian¢iy pagrindinés grupés vaiky 25 (17,2 %) patyré
Svokstimg be persalimo simptomy. Vaikai, Svoksc¢iantys be perSalimo, buvo
gerokai vyresni nei tie, kurie Svokstimag patyre tik persale (30 ménesiy (IQR
13,5-52), palyginti su 19 ménesiy (IQR 10-30), p = 0,009). AAT
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koncentracijos mediana nesiskyré tarp vaiky, Svokscianciy be perSalimo, ir ty,
kurie §vokscia tik persale. Kur kas didesniam procentui vaiky, Svoks¢ianciy
persalus, prireiké stacionarinés pagalbos, palyginti su vaikais, Svok$¢ianciais
be persalimo (88,33 % ir 56 %, p < 0,001), taciau buvimo ligoninéje trukmé
nesiskyré. Svokstimo sunkumas tarp vaiky, $voks¢ianéiy persalus, ir ty, kurie
Svoksc¢ia nepersale, nesiskyré. Alerginis rinitas, atopinis dermatitas ir rikymas
Seimoje buvo daznesni tarp vaiky, Svokscianciy be persalimo, palyginti su tais,
kurie Svokscia tik perSalg (10 lentelé).

10 lentelé. Vaiky, Svokscianciy be perSalimo simptomy, ir Svoksc¢ianciy
persalimo metu, klinikinés charakteristikos.

Vaikai, Vaikai,
Kintamasis Svoksciantys Svoksciantys P
nepersale, N = 25 perse, N =120

Amzius (IQR), mén. 30 (13,5-52) 19 (10-30) 0,009
AAT koncentracija (IQR), mg/dl 132 (105,5-151,5)148 (123,25-169) 0,054
Hospitalizacija, N (%) 14 (56,00) 106 (88,33) < 0,001
Hospitalizacijos trukmé, dienomis 4.5 (3-7,25) 3(3-5) 0,063
Lengvas $vokstimas, N (%) 8 (32,00) 35(29,17)

Vidutinio sunkumo $vokstimas, N (%) 12 (48,00) 53 (44,17) 0,785
Sunkus §vokstimas, N (%) 5(20,00) 32 (26,67)

Alergija maistui, N (%) 6 (24,00) 26 (21,67) 0,798
Teigiamas ODM/IgE, N (%) * 7 (28,00) 30 (25,00) 0,054
Alerginis rinitas, N (%) 7 (28,00) 5(4,17) 0,001
Atopinis dermatitas, N (%) 11 (44,00) 28 (23,33) 0,034
Riuikymas seimoje, N (%) 14 (56,00) 35(29,17) 0,010
Gretutinés ligos, N (%) 12 (48,00) 70 (58,33) 0,343

* N = 66 (kitiems nebuvo atliktas alerginis iStyrimas).

Objektyvios apzitiros metu pagrindinés grupés vaiky Svokstimo sunkumas
buvo vertinamas naudojant PRAM vertinimo skale (4 priedas) ir pagal balus,
Svokstimo sunkumas galéjo buti: lengvas, vidutinio sunkumo arba sunkus.
Pagrindingje Svokscianciy vaiky grupéje 43 (29,66 %) vaikams pasireiske
lengvas $vokstimas, 65 (44,83 %) — vidutinio sunkumo, o 37 (25,52 %) —
sunkus Svokstimas. StatistiSkai reikSmingo AAT koncentracijos ir AAT aleliy
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paplitimo skirtumo tarp pacienty grupiy, suskirstyty pagal ligos sunkuma,
nenustatyta (11 lentele).

11 lentelé. AAT aleliy pasiskirstymas pagrindinéje SvokscianCiy vaiky
grupéje pagal ligos sunkuma.

Vidutinio
. . Lengvas Sunkus
Kintamasis A sunkumo . .. p
SvokStimas v . SvokStimas
Svokstimas
AAT koncentracija

(IQR), mg/dL 136 (100-167) 151 (126-185,5) 140 (121-158) 0,129

PiMM, N (%) 38 (29,46) 58 (44,96) 33 (25,58)

Pi*S, N (%) 1(33,33) 1(33,33) 1(33,33)

Pi*Z, N (%) 3 (30,00) 4 (40,00) 3 (30,00) "
Retas, N (%) 1(33,33) 2 (66,67) 0

I3 viso N (%) 43 (29,66) 65 (44,83) 37 (25,52) -

IQR - tarpkvartilinés ribos; n. s. — non significant.

Kadangi AAT koncentracija buvo nustatoma visiems lietuviskosios
kohortos tiriamiesiems, tick pagrindinés, §voks¢ianciy, grupés vaikams, tiek
kontrolinés grupés vaikams, tai galéjome palyginti koncentracijos skirtumus
tarp grupiy ir nustatyti, ar pagrindiniai mutacijas lemiantys aleliai turi jtakos
AAT koncentracijai. AAT koncentracijos mediana §vok§¢ianc¢iy PIMM vaiky
grupéje (n = 129) buvo 148,00 (IQR 124,5-170) mg/dl, o kontrolingje grupéje
(n =68) — 149,5 (IQR 129,25-167,75) mg/dl. AAT koncentracijos mediana
Pi*S alelj turintiems SvoksCiantiems vaikams (n = 3) buvo 101 mg/dl, o
kontrolingje grupéje (n =3) — 151 mg/dl.

AAT koncentracijos mediana Pi*Z alelj turintiems S$voksciantiems
vaikams (n = 10) buvo 95,3 (IQR 91,45-131,5) mg/dl, o kontrolingje grupéje
(n=3)-91,7 mg/dl. AAT koncentracijos mediana Svoks¢iantiems vaikams,
kuriems yra retys mutacijy (n = 3), buvo 154 mg/dl.

AAT koncentracija pagrindingje ir kontrolingje grupése, kai yra deficitiniai
AAT variantai, parodyta 8 paveiksle.
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Tiriamyjy grupés pagal AAT alelj

8 paveikslas. AAT koncentracija plazmoje pagrindingje ir kontrolinéje
grupése pagal genotipa.

StatistiSkai reikSmingo AAT koncentracijos skirtumo tarp pagrindinés ir
kontrolinés grupiy pagal genotipg nebuvo.

Miisy gauti duomenys patvirtino zinomg faktg, kad AAT koncentracija yra
mazesné esant deficitiniams Pi*Z ar Pi*S genotipams (8 paveikslas).

18.3. Pi*Z ir Pi*S aleliy dazniai, palyginti su kitomis kohortomis

Pi*Z ir Pi*S aleliy dazniy palyginimui buvo pasirinktos skirtingos tiriamyjy grupés
i8§ skirtingy kohorty. Miisy tiriamyjy Pi*Z ir Pi*S aleliy dazniai 1000-iui aleliy buvo
palyginti su LOPL serganciy pacienty Pi*Z ir Pi*S aleliy dazniais bei su ankstesniy
epidemiologiniy tyrimuy, atlikty su Lietuvos gyventojais Pi*Z ir Pi*S aleliy dazniais.
Aleliy dazniai apskaiCiuoti taikant ta pat] metoda. Nustatyta, kad Pi*Z alelis
statistiSkai reikSmingai dazniau paplitgs tarp Lietuvos Svokscianciy vaiky nei tarp
Lietuvos nespecifiniy epidemiologiniy tyrimy asmeny.

Pi*S ir Pi*Z aleliy daznis tikstanciui aleliy tarp Svoksc¢ianciy vaiky yra artimas
$iy aleliy dazniui tarp LOPL serganciy pacienty: Pi*S 10,3 (95 % PI: 4,0-16,6) vs
15.8 (95 % PI: 6,92-24.,6) ir Pi*Z 44,8 (95 % PI: 32,1-57,5) vs 46,1 (95 % PI: 31,1—
60,9).

Pi*Z alelis pagrindingje Svokscianciy vaiky grupéje reikSmingai skiriasi nuo
kontrolinés grupés alelio — 44,8 (95 % PI: 32,1-57,5) vs 20,27 (95 % PIL: 11,53—
29,01). Ir priesingai, nors skirtumas néra statistiSkai reikSmingas, kontrolingje
grup¢je rasta daugiau Pi*S alelio varianty nei pagrindinéje grupéje — 20,27 (95 %
PI: 11,53-29,01) vs 10,3 (95 % PI: 4,0-16,6) (12 lentel¢).
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12 lentelé. Pi*Z ir Pi*S aleliy daznio skirtumai tarp pagrindinés grupés $vokscianciy vaiky, kontrolinés grupés, LOPL pacienty
i$ Vidurio ir Ryty Europos AAT tinklo ir Lietuvos nespecifinés populiacijos grupés.
Aleliy daZznis 1000-iui alelig (95 % PI)

Aleliai LT ifiné liacii
ehat Pagrindiné grupé Kontroliné grupé LOPL pacientai nespeet gl:s:)gOpu 1acljos

Pi*Z 44,8 (95 % PI: 32,1-57,5) 20,27 (95 % PI: 11,53-29,01) 46,1 (95 % PI: 31,1-60,9) 13,6 (95 % PI: 10,7-17,4)

Pi*S 10,3 (95 % PI: 4,0-16,6) 20,27 (95 % PI: 11,53-29,01) 15,8 (95 % PI: 6,92-24,6) 15,6 (95 % PI: 12,5-19,6)

PI — pasikliautinasis intervalas.
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18.4. Tikeétinas alfa-1 antitripsino deficitg lemianciy genotipy daznis

Ivertinus dazniausiyy patologiniy AAT aleliy PI*S ir PI*Z daznj, pagal Hardy
ir Weinbergo désn] apskaiCiuotas tikétinas penkiy dazniausiy AAT deficitg
lemianciy genotipy PIMZ, PIZZ, PIMS, PISS, PISZ daznis vaikams, kuriems
yra $vokstimo sindromas (13 lentelé).

13 lentelé. Tikétinas vaiky, kuriems yra Svokstimo sindromas, alfa-1
antitripsino deficitg lemian¢iyy genotipy daznis, apskai¢iuotas pagal Hardy ir

Weinbergo désnj.
Aleliy daznis Tikétinas genotipy daZnis (1/iS)
Pi*Z (95%PI) Pi*S(95%P) MZ ZZ MS SS Sz

448 (95%PL: 103 (95%PL:  1/12  1/498  1/52 1/9344 1/1078
32,1-57.5) 4,0-16,0)

Kadangi tiriamojoje, Svoks¢ianéiy vaiky, grupéje nustatyti trys genotipai
su mutacijomis: PIMZ, PiZZ ir PiIMS, palyginus tuos tris tikéting ir nustatyta
AAT deficitaa lemianciy genotipy daznius §voksciantiems vaikams, rasta, kad
nustatytas PIZZ genotipo daznis yra gerokai didesnis nei tikétinas (y* = 24,3,
p < 0,05) (14 lentel¢). Nerasta statistiskai patikimo skirtumo tarp nustatyto ir
tikétino PIMZ ir PIMS genotipy dazniy.

14 lentelé. Atitikties tarp tikétino ir nustatyto alfa-1 antitripsino genotipy
skai¢iaus pagrindinés grupés Svoks¢iantiems vaikams jvertinimas.

Svokstianéiy vaiky, turiniy
atitinkama AAT deficita PiMZ PiZZ PiMS
lemiantj genotipa, skaicius

Nustatytas (S) (n = 145) 7 3 3
Tikétinas (T) (n = 145) 112 1/498 1/52
(S-T)° 2,08 243 2.8

Pearsono 2, T P>0,05 P <0,05 P>0,05
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REZULTATU APTARIMAS

Remiantis literattiros duomenimis, galima teigti, kad vaikystés $vokstimo
sindromas yra susij¢s su padidéjusia LOPL i8sivystymo rizika suaugus (161,
163, 230). Sj rysj gali lemti keli veiksniai. PavyzdZiui, vaikai, sergantys
Svokstimo ligomis, gali baiti jautresni aplinkos veiksniams, tokiems kaip
tabako duimai, oro tarSa ir kvépavimo taky infekcijos (231-233). Nuolatinis
uzdegimas dél pasikartojan¢iy $vokstimo epizody gali sukelti strukttirinius
plauciy poky¢ius, jskaitant kvépavimo taky remodeliavimasi ir sumazéjusj
elastinguma, kurie yra pagrindiniai LOPL vystymosi pozymiai.

Apskritai vaiky $vokstimo ir suaugusiyjy LOPL rySys pabrézia ankstyvo
vaiky kvépavimo taky problemy nustatymo ir valdymo svarba, kad bty
galima susSvelninti ilgalaikius neigiamus padarinius plauciy sveikatai.

Norédami tikslinti duomenis apie AATD daroma jtaka vaiky kvépavimo
takams ir ry§j su vélesniame amziuje pasireiskianc¢ia LOPL, pasirinkome
dvipakopj analizés metoda, kai viena kohorta buvo populiaciné (ALSPAC), o
kita tiriamyjy grupé — tiksline, vaikams buvo nustatytas Svokstimo sindromas.
Mes iskéléme bendrg hipoteze abiems kohortoms, kad tam tikras §vokstimo
fenotipas, kaip antai pre-LOPL endotipas, faktiSkai yra pirmasis klinikinis
LOPL, iki tol laikytos i§imtinai pagyvenusiy suaugusiyjy liga, manifestavimas
ankstyvoje vaikystéje. Tyrimy tikslai abiems kohortoms yra skirtingi, patys
tiriamieji taip pat heterogeniski, bet rezultatai kartu apima bendrg iSvadg ir
parodo visa hipotezés vaizda.

Mes iskéléme hipoteze, kad tarp SERPINAI geno polimorfizmy,
$vokstimo sindromo fenotipy ir tarp bronchy astmos iSsivystymo rizikos yra
rySys. Genotipy, kai yra mutacijy, atvejais alfa-1 antitripsino koncentracija
kraujo plazmoje yra sumazgjusi, o tai turi jtakos Giminio $vokstimo epizodo
klinikiniam sunkumui. Taip pat kad AAT mutaciniy Pi*Z ir Pi*S aleliy daznis
Svoksc¢ianCiy vaiky grupéje yra didesnis nei bendrojoje populiacijoje ir
panasus j daznj LOPL serganciy suaugusiyjy grupéje.

Dauguma studijy atlikta tiriant alfal antitripsino koncentracijg ir AATD
mutacinius variantus, taip pat jy ry$j su bronchy astma, emfizema ir LOPL,
taigi tiriamosios grupés — suaugusieji, turintys kvépavimo taky obstrukcijos
simptomy. Lietuvoje taip pat yra atliktas ne vienas tyrimas, kurio tikslas buvo
jvertinti AAT geno daznj bei paplitima ir nustatyti AAT truikumo atvejus
dideléje Lietuvos pacienty, serganciy LOPL, kohortoje. Nors tikslinga tikrinti
AAT koncentracijg pacientams, turintiems problemy su kvépavimo taky
pazeidimais, tokiais kaip LOPL ir emfizema, §is metodas reiSkia, kad
greiciausiai praleisime besimptomius ar ikisimptomius asmenis, t. y. tuos,
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kuriems baltymo koncentracija nepakitusi, bet yra sutrikusi funkcija. Panasu,
kad butent AAT koncentracijos rysys su klinikine eiga ir ligos sunkumu néra
toks reikSmingas, nes miisy PresWheezLT vaiky grupéje radome, kaip ir
nurodo literatiros Saltiniai, kad AAT koncentracija priklauso nuo genotipo,
taciau klinikinei ligos eigai jtakos neturéjo. Koncentracija atitinka genotipa:
Pi*Z genotipo atvejais koncentracija statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo
PiMM: 95,3 (IQR 91,45-131,5) mg/dl vs 148,00 (IQR 124,5-170) mg/dl,
ta¢iau neradome statistiSkai patikimo rySio tarp AAT koncentracijos ir
$vokstimo sunkumo. Nors neradome rysio tarp genotipy, lemian¢iy mutacijas,
ir §vokstimo sunkumo, taCiau manome, kad tai yra dél jauno tiriamyjy
amziaus, kol dar organizmas sugeba visiskai kompensuoti AAT trukumg ar
disfunkcijg ir, Zinoma, dar néra taip paveiktas iSoriniy rizikos veiksniy.

Kita vertus, vaikai dél Sio baltymo trikumo ar jo disfunkcijos tirti dar
maziau nei suaugusieji. Kiek daugiau nagrinéti duomenys ir rySys tarp AAT
koncentracijos serume ir genotipo asociacijy su bronchy astma, taciau Sie
duomenys skirtingi ir kontroversiski. Vieni tyrimai rodo, kad bronchy astma
serganciy vaiky grupése yra padidéjes PiZ ar PiS aleliy daznis (185, 186, 234),
o kiti tyrimai pateikia duomenis, kad rySio tarp PiZ ar PiS aleliy ir bronchy
astmos néra arba jis silpnas (179, 235). Misy dabartiniai rezultatai rodo, kad
Pi*Z alelio daznis tarp Lietuvos Svokscianciy ikimokyklinio amziaus vaiky
yra gerokai didesnis nei kontrolinéje grupéje (atitinkamai 44,8 [95 % PI: 32,1—
57,5] ir 20,27 [95 % PI: 11,53-29,01]). Be to, Pi*Z alelio paplitimas tarp Siy
vaiky (44,8 alelio 1000 aleliy) yra didesnis, palyginti su bendrais populiacijos
jverciais, remiantis duomenimis i§ 21 Europos Salies (89, 108).

Idomu, kad kontrolin¢je grupéje radome daugiau Pi*S varianty nei
pagrindinéje §voks¢ianéiy vaiky grupéje. Sis pastebéjimas gali biti susijes su
tuo, kad kontrolingje grupéje pagrindinés patologijos, dél kuriy prireiké
operacijy, buvo tokios bukles kaip pilvo sienos ir kirksnies iSvarzos (52,7 %),
portveino démés (14,9 %), gerybiniai navikai (8,1 %), kraujagysliy
malformacijos (8,1 %), cistiniai dariniai (6,8 %), hemorojiniai mazgai (2,7 %)
ir kiti pavieniai atvejai (6,8 %). Gali biti, kad Sios patologijos yra susijusios
su AATD, nes AAT yra pagrindinis neutrofily proteaziy ir tam tikry
metaloproteaziy, dalyvaujanciy jungiamojo audinio remodeliacijoje ir
atkarime, inhibitorius. Sis rySys galéty paaikinti didesnj Pi*S varianty
paplitima kontrolingje grupéje (58, 236).

Taip pat palyginome Pi*S ir Pi*Z aleliy daznio tarp $voks¢ianciy vaiky
duomenis su anksc¢iau pateiktais duomenimis apie $iy aleliy daznj tarp LOPL
serganciy pacienty, gautais i§ Vidurio ir Ryty Europos AAT tinklo ir Lietuvoje
atlikty nespecifiniy epidemiologiniy tyrimy (237, 238). Pi*S ir Pi*Z aleliy
daznis tarp Svokscianciy vaiky buvo panaSus j daznj, aptikta tarp LOPL
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serganciy pacienty: PiS 10,3 % (95 % PI: 4,0-16,6) vs 15,8 % (95 % PI: 6,92—
24,6) ir PiZ 44,8 % (95 % PI: 32,1-57,5) vs 46,1 % (95 % PI: 31,1-60,9). Be
to, Pi*Z alelis buvo gerokai daznesnis §voksCiantiems vaikams, palyginti su
duomenimis, gautais i§ epidemiologiniy tyrimy, nesusijusiy su konkrecia liga,
—44,8 % (95 % PI: 32,1-57,5), palyginti su 13,6 % (95 % PI: 10,7-17,4).

Sunku palyginti jvairiy tyrimy duomenis dél tiriamyjy grupiy ir jtraukimo
kriterijy jvairovés. Taciau yra ir ilgalaikiy studijy, kurios t¢siasi daugiau nei
40 mety. Pavyzdziui, remiantis Svedijos naujagimiy atrankinés patikros
duomenimis (1972-1974 m.), skirtingais laiko momentais rezultatai,
priklausomai nuo tiriamyjy sulaukto amziaus, kito. Stai nuo naujagimiy
patikros pragjus mazdaug 22 metams, atliktame tyrime gaunami rezultatai,
kad jauny suaugusiyjy (22 mety), turin¢iy Pi*Z alelj, plauciy funkcija i§ esmeés
normali, tadiau bronchy astmos simptomy daZnis yra didelis. Siy asmeny
rukymas yra susijes su padaznéjusiais kvépavimo taky simptomais (176). Dar
po keleriy mety, vél iStyrus tuos pacius asmenis, kuriems jau mazdaug 30
mety, nustatyta, kad plau¢iy funkcija yra normali nertkantiems, bet PiZZ
rukanc¢iyjy plauciy funkcija pakito, o tai gali biiti ankstyvos emfizemos
pozymiai (239). Toliau stebint $iuos tiriamuosius, nustatyta, kad PiZZ rukaliai
turégjo LOPL pozymiy dar iki 40 mety amziaus (240). Sulaukus 42 mety,
nuolat rikantiems PiZZ asmenims atsiranda neabejotini LOPL pozymiai, o
PiZZ niekada neriikiusiems — ankstyvi fiziologiniai emfizemos pozymiai
(241).

ALSPAC grupés vaikams iStyréme galimg rysj tarp SERPINA1 VNP ir
diagnozuotos bronchy astmos sulaukus 15 mety. IS 10 tirty VNP
heterozigotinis rs17751769 ir homozigotinis rs709932 turéjo tvir€iausia rysj
su paaugliy amziaus bronchy astma. Nei Pi*Z (rs28929474), nei Pi*S
(rs17580) variantai neparod¢ statistiSkai reikSmingo rySio su bronchy astma
tiriamojoje grupéje.

Kalbant apie bronchy astma, yra zinoma, kad daugeliui vaiky, kuriems
Svokstimas pasireiSkia ikimokykliniame amziuje, mokykliniame amzZiuje
i8sivysto atopiné alerginé astma (180).

Siam teiginiui taip pat nepriestarauja miisy ALSPAC kohortos gauti
rezultatai, nes vaikams, kuriems anamnezéje ir ikimokykliniame amziuje
pasirei§ké §vokstimo sindromas, sulaukus 15 mety net 48 % (587 i§ 1239)
buvo gydytojo diagnozuota bronchy astma, palyginti su tais, kurie neturéjo
$vokstimo anamnezéje (11,9 %).

Taciau ] §j procentg jeina bendrai visi vaikai, kuriems nustatytas Svokstimo
sindromas, o yra labai svarbu atsizvelgti ir ] Svokstimo fenotipg. Literatiiros
duomenimis, nuolatinio S$vokstimo fenotipai (mokykliniame amziuje
prasidéjes, vélai prasidéjes ir nuolatinis) yra susije su vélesne bronchy astmos
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diagnoze (168). Nepaisant to, virusinés infekcijos ar aplinkos poveikis ne
visiems vaikams sukelia Svokstimo ligg arba ne visais atvejais $voksStimas
baigiasi bronchy astma (171, 181, 182), o tai rodo, kad genotipas vaidina
svarby vaidmenj.

Miisy tyrimo metu gauti rezultatai rodo, kad septyni i§ 10 atrinkty VNP
buvo susije su trimis §vokstimo fenotipais: a) rs11832, rs17580, rs709932 ir
rs1243160 buvo susij¢ su ikimokyklinio amziaus protarpiniu $vokstimu; b)
rs8004738 ir rs17751769 buvo susij¢ su vélyvoje vaikystéje prasidéjusiu
nuolatiniu Svokstimu; c) rs6647 ir rs709932 buvo susij¢ su nuolatiniu
Svokstimu. Neradome, kaip tikéjomes, VNP, susitelkusiy aplink vieng
nuolatinj Svokstimo fenotipa, nors keturi VNP buvo susije su ikimokyklinio
amziaus protarpiniu §vokstimu.

Stipriausios asociacijos santykiné rizika ne maziau kaip 2,5 buvo
homozigotiniams rs17580 (PiSS), homozigotiniams 1rs8004738 ir
homozigotiniams  rs17751769  polimorfizmams. = Misy  analizéje
homozigotinis rs17580 (PiSS) buvo susijes su ikimokyklinio amzZiaus
protarpiniu Svokstimu. PanaSius duomenis skelbé ir Colp su bendraautoriais.
Jie nustaté padidéjusj Siy AAT aleliy (Pi*S arba Pi*Z) paplitimg bronchy
astma sergantiems Puerto Riko vaikams (242). Taciau, kaip minéta anksciau,
apskritai triksta publikuoty duomeny apie homozigotinio Pi*S alelio
paplitimg ir poveikj vaiky Svokstimo sindromui ir bronchy astmai.

Misy tyrimo metu rasta, kad vélyvoje vaikystéje atsiradgs nuolatinis
$vokstimas, kuris susijes su rs17751769 polimorfizmu, gali biti atsakingas ir
uz bronchy astmos i$sivystyma, nes misy tiriamojoje ALSPAC kohortoje jo
heterozigotinis variantas buvo susijes su bronchy astma (SS 1,273 (1,076—
1,506)), o homozigotinis variantas susijgs su vélyvuoju vaikystéje
atsirandanciu nuolatiniu $vokstimu (SR 2,810, p < 0,05). Taigi neatmetama
tikimybé, kad Sis polimorfizmas yra atsakingas uz vélyvoje vaikystéje
prasidéjusj Svokstimo fenotipa bei ligos manifestacijg j bronchy astma.

Taip pat rastas vélyvoje vaikystéje prasidéjusio ir islickan¢io $vokstimo
rySys su rs17751769 bei rs8004738 VNP leidzia jtarti asociacijg tarp Siy
Svokstimo fenotipy ir LOPL. rs8004738 buvo vienas i§ penkiy pagrindiniy
polimorfizmy, kuris buvo jtrauktas prie haplotipo analizés, siekiant nustatyti
rizika sirgti LOPL. Buvo nustatyta, kad jis yra susijgs su reikSmingu LOPL
rizikos padidéjimu (nuo 6 iki 50 karty), kuris dar labiau padidéja ritkant (243).
O Fujimoto ir kt. ieSkojo rysio tarp atitinkamy polimorfizmy ir emfizemos,
taCiau jokiy rySiy tarp Siy rs8004738, rs11832, rs709932 polimorfizmy ir
emfizemos nerado (244).

Nenustatéme, kad rs28929474 (Pi*Z) biity susijes su kuriuo nors i§
Svokstimo fenotipy. PanasSiai ir von Ehrenstein ir kt. nenustaté, kad PiMZ
didinty bronchy astmos rizika dideléje moksleiviy grupéje, taciau susiejo
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mazg AAT koncentracijg su padidéjusiu kvépavimo taky hiperreaktyvumu ir
pablogéjusia plauciy funkcija (245). Homozigoty 1s28929474 (PiZZ) rizika
susirgti LOPL yra didesné (246), o heterozigoty (PiMZ) rizika, skaitant
atskiras publikacijas, nesutampa (247). Tafiau metaanalizés rezultatai rodo,
kad atvejy ir kontrolés tyrimy duomenimis, tinkamai pakoregavus pagal
amziy ir rikymo kovariacinius rodiklius, nustatytas didesnis emfizemos
atvejy daznis ir prastesn¢ plauciy funkcija PiMZ grupéje nei PiMM
populiacijoje. Kadangi emfizema kiekybiSkai jvertinama neatsizvelgiant |
spirometrinius kintamuosius ir yra susijusi su mirtingumu nuo AAT trikumo,
o plauciy funkcija — ne, $iy tyrimy pakanka jrodyti padidéjusia LOPL rizika
PiMZ tiriamiesiems (248).

Vaiky Svokstimo fenotipai galbiit atspindi grupe patologiniy vienety, kai
yra skirtinga pagrindiné patologija, apimanti uzdegiminius kelius, kuriuos
veikia AAT. AAT funkcijos sutrikimai gali lemti prouzdegiminj fong ir
didesng ankstyvo simptomy pasireiskimo ir uzsitgsimo rizikg (32, 249, 250).

Misy iSvados rodo, kad SERPINAl polimorfizmai turi jtakos
ikimokyklinio amZiaus protarpiniam, vélyvoje vaikystéje prasidéjusiam ir
iSliekan¢iam bei nuolatiniam §vokstimui.

Pagrindinis veiksnys, lemiantis LOPL ir emfizemos i$sivystyma esant
AAT trukumui, yra pirminés AAT funkcijos — neutrofily elastazés slopinimo
—sutrikimas. AAT atlieka ir daug kity funkcijy, pavyzdziui, slopina neutrofily
sukibimg, mazina IL-1 kiekj, netiesiogiai veikia eozinofily funkcija ir
histamino i$siskyrimg (249-251). Be to, tam tikri haplotipai, pagrjsti deSim¢ia
SERPINA1 geno VNP, nuo 5 iki 60 karty padidina LOPL rizikg (243). Tai
rodo, kad AAT sutrikimas molekuliniu lygmeniu gali turéti jtakos ne tik
gebéjimui slopinti proteazes, bet ir poveikiui imuninei sistemai bei uzdegimo
moduliacijai — tai gali paaiSkinti AAT jtaka vaiky Svokstimui.

Vienas i§ pagrindiniy misy tyrimo pranasumy - didelé¢ imtis,
reprezentatyvumas ir duomeny rinkimo daznumas. Apie $vokstimg ALSPAC
grupéje buvo pranesama beveik kasmet (252). Nepaisant didelio dalyviy
skaiciaus, ALSPAC kohorta gali biiti nepakankama analizuojant retesnius
VNP, tokius kaip rs28929474. Kitas ribotumas yra tas, kad neanalizavome
rizikos veiksniy, tokiy kaip motinos rilkymas néStumo metu, ankstyvasis
rukymo poveikis, namy tikio ir aplinkos terSaly poveikis — visi Sie veiksniai
turi jtakos su AAT susijusios LOPL (253) ir moksleiviy plauciy funkcijos
vystymuisi (254). Motinos rikymas néStumo metu buvo ikimokyklinio ir
vidurinio amziaus vaiky besitesian¢io ir nuolatinio SvokStimo rizikos
veiksnys, o dimy poveikis pirmaisiais gyvenimo metais — ne (255).

Neanalizavome rukymo poveikio néStumo metu, aplinkos veiksniy
poveikio ir pasyvaus rikymo kaip rizikos veiksnio. Nors PresWheezLT
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kohortoje radome, kad riikymas Seimoje buvo labiau paplites pagrindinés
grupés Svokséianciy vaiky Seimose, palyginti su kontrolinés grupés (33,79 %
ir 6,76 %, p < 0,001). Spéjame, kad pastarieji du veiksniai gali turéti jtakos
Svokstimui per ilgesnj laikotarpj, todél jie gali pasireiksti vélyvuoju Svokstimu
vaikystéje. Galiausiai, mes pateikiame tik vienos gimusiy vaiky kohortos
rezultatus ir Sie rezultatai nebuvo pakartoti kitoje populiacijoje. Be to,
Svokstimo apibrézimas vaikystéje susiduria su trimis skirtingomis
problemomis: netikslumu apibréziant §voksStimo simptomg, Svokstimo
astmos diagnozavimu ikimokykliniame amziuje. Tai gali reiksti, kad
Svokstimas yra skirtingy pagrindiniy mechanizmy rezultatas, o tai apsunkina
klinikinius ir molekulinius tyrimus.

Daugelio SERPINA1 geno polimorfizmy vaidmuo vis dar menkai
zinomas. AAT mutaciniy varianty ilgalaikio poveikio obstrukcinéms plauciy
ligoms, ypac kai liga pasireiskia su AAT susijusia LOPL, taip pat SERPINAI
geno sgveikos su kitais genetiniais ir aplinkos veiksniais analizé papildyty
miisy Zinias apie §j baltyma ir jo vaidmen;j kvépavimo taky sveikatai bei vaiky
$vokstimo, bronchy astmos ir LOPL vystymuisi.

Remiantis miisy gautais rezultatais, SERPINA1 geno vieno nukleotido
polimorfizmai yra susije¢ su vaiky §vokstimo i$sivystymu ir néra susije su AAT
trikumu. Atrodo, kad ikimokyklinio amziaus vaiky Svokstimas yra tikslinis
fenotipas, kuriam biidinga padidéjusi su AAT susijusi LOPL rizika suaugus.
Vélyvojoje vaikystéje atsirandantis nuolatinis ir tgstinis Svokstimas taip pat
yra potencialils fenotipai, lemiantys didesng LOPL rizika.

Apibendrinant misy kohortos, mazy vaiky, kuriems buvo diagnozuotas
§vokstimo sindromas, duomenis, galima teigti, kad butina tikrinti AAT
heterozigotiniy mutacijy vaidmenj SvokStimo pasireiSkimui ir tolesniam
LOPL vystymuisi. Supratimas, kaip $ios genetinés variacijos prisideda prie
ankstyvyjy kvépavimo taky problemy, gali suteikti vertingy Ziniy tiek apie
vaiky Svokstimo, tiek apie suaugusiyjy LOPL vystymosi mechanizmus.

Istyre didesnes ir jvairesnes grupes, mokslininkai galés geriau nustatyti
konkrety heterozigotiniy AAT mutacijy poveiki kvépavimo taky sveikatai.
Tai reiskia, kad reikia suprasti, kaip Sios mutacijos veikia AAT kiekj ir plauciy
funkcija ankstyvame amziuje. Be to, ankstyvas AAT mutacijy turinéiy vaiky
identifikavimas leisty imtis priemoniy, kuriomis bty uzkirstas kelias
$vokstimo progresavimui j sunkesnes kvépavimo taky ligas.
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ISVADOS

Penki i§ 10 SERPINAT1 geno polimorfizmy susij¢ su ikimokyklinio
amziaus vaiky Svokstimo fenotipais, atitinkamai: rs11832, rs17580
(PiSS), rs709932 ir 1s1243160 su ikimokyklinio amziaus protarpiniu
(pasikartojan¢iu) $vokStimu, ors6647 ir rs709932 su anksti
prasidéjusiu nuolatiniu §vokstimu. PiSS genotipa turintiems vaikams
protarpinio (pasikartojan¢io) $vokstimo rizika ikimokykliniame
amziuje yra viena 1§ didziausiy ir skiriasi nuo bendros
populiacijos daugiau kaip 2.5 karto.

SERPINA1 geno polimorfizmai rs8004738 ir rs17751769 yra susije
su vaikystéje prasidéjusiu nuolatiniu Svokstimu o rs17751769 ir
rs709932 su paaugliy amziuje gydytojo diagnozuota bronchy astma,
taCiau nei vienas i§ 4 SERPINA1 polimorfizmy, turiniy rysj su
ikimokyklinio amziaus protarpiniu (pasikartojanciu) Svokstimu,
nesusijes su mokyklinio amziaus bronchy astma.

Pi*Z* ir Pi*S aleliy daznis Lietuvos S$vokscianciy ikimokyklinio
amziaus vaiky grupéje sudaro atitinkamai 44,8 alelius 1000-iui aleliy
(95 % CI: 32,1-57,5) ir 10,3 alelius 1000-iui aleliy (95 % CI: 4,0—
16,6), ir yra reikSmingai didesnis, palyginti su dazniu vaiky be
kvépavimo obstrukciniy ligy grupéje ir artimas Siy aleliy dazniui
LOPL serganciy suaugusiyjy grup¢je. Retos mutacijos tarp
svoksc¢ianéiy ikimokyklinio amziaus vaiky sudaro 2,07 %.

Alfa-1 antitripsino Pi*Z alelj turintiems ir $vokS§timo sindromu
sergantiems ikimokyklinio amziaus vaikams timinés kvépavimo taky
obstrukcijos epizodo metu alfa-1 antitripsino koncentracija
reikSmingai sumazéja, taCiau koncentracijos sumazgjimas Siame
amziuje nesukelia sunkesnio kvépavimo funkcijos sutrikimo.

AAT genotipy variantai reik§Smingi tiek mokyklinio amziaus bronchy
astmos, tiek ir  létinés  obstrukcinés  plauciy  ligos
etiopatogenezéje. Heterogeninéje Svokstiky kohortoje galima isskirti
LOPL fenotipa, kurj galétume vertinti ne tik kaip LOPL prognostinj
faktoriy, bet ir kaip iki tol iSimtinai suaugusiyjy amziuje
diagnozuojamos ligos kliniking iSraiskg ankstyvoje vaikystéje.
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Vaikai, kurivos vargina pasikartojantys (3 ir daugiau)
Svokstimo epizodai, kad ir kokio biity amZziaus, turéty buti tiriami del
alfa-1 antitripsino deficito tiek nustatant alfa-1 antitripsino
koncentracija, tiek atliekant fenotipavimg, nes tai gali turéti jtakos
Svokstimo sindromo eigai, taip pat sergamumui bronchy astma
paauglystéje ir 1étine obstrukcine plauciy liga suaugusiyjy amziuje.
Vaikai, kuriems nustatytas alfa-1 antitripsino genotipas su bent vienu
Pi*Z aleliu, turéty biiti dispanserizuojami ir stebimi gydytojo vaiky
pulmonologo, periodiskai vertinant iSorinio kvépavimo funkcijg ir
stebint dél specifiniy kepeny ir odos pazeidimy.

Seimos vaiky, kuriems nustatytas alfa-1 antitripsino genotipas,
lemiantis mutacija, turéty zinoti kvépavimo obstrukcinéms ligoms
specifinés profilaktikos reikalavimus, kaip antai aktyvaus ir pasyvaus
rukymo, jskaitant elektronines cigaretes, visiSko eliminavimo, namy
ir ugdymo jstaigy oro tarSos kontrolés, ir jy laikytis.

Sitlyti jtraukti alfa-1 antitripsino deficito genotipo tyrimg j Lietuvos
naujagimiy visuotings patikros programa.
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DARBO TESTINUMAS

Alfa-1 antitripsino deficitas yra nepakankamai diagnozuojamas sutrikimas,
epidemiologiniai duomenys skirtingi, miisy kraSte genotipy, kai yra mutacija,
paplitimas didelis, ir su $iuo sutrikimu susij¢ pazeidimai tam tikra prasme
priklauso nuo amziaus, todél labai svarbus ilgalaikis tokiy pacienty stebéjimas
ir i§samesnés zinios apie kliniking ligos eiga, rizikos faktorius bei galimg
profilaktika ir gydyma. Kohortiniai tyrimai yra ypatingai svarbis, siekiant
jvertinti nuo amziaus priklausomy ligy etiologijg ir natiiralig eiga, mokantis
atpazinti ir jvardinti ankstyvuosius létiniy ligy poZymius, daran¢ius esming
neigiamg jtakg sveikam senéjimui. Todél tikslinga testi PresWeezAging LT
kohortos stebéjima vaiky ir suaugisiyjy amziuje, susiejant miisy duomenis su
tartautiniu AATD registru ir ieSkant sgsajy ne tik su kvépavimo taky, bet taip
pat ir su kitomis létinémis ligomis.
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4 PRIEDAS. Vaiky kvépavimo biiklés vertinimo skalé (Pediatric
Respiratory Assessment Measure — PRAM).

PEDIATRINE KVEPAVIMO |[VERTINIMO SKALE

Kriterijus ReikSmiy vertis Pastabos
apibadinimas (balai)

0, saturacija >=95% 0 0, saturacija turi bti matuojama vaikui
92-94% 1 kvépuojant aplinkos oru kol stabilizuosis
<92% 2 oksimetrijos reikimé (bent 1 minute).

Matuodami isjunkite O, tiekimo prietaisa. Jei
saturacija <92%, nedelsdami teskite O,
tiekima ir skirkite maksimaly jvertj (2).

Virskratinkauliniai | Nera 0 Virskratinkauliniai jtraukimai — tai odos

jtraukimai Yra 2 jtraukimas vir$ kratinkaulio ir tarp galvos

sukamyjy raumeny kiekvieno jkvépimo metu
vertinama vizualiai!

Kaklo laiptiniy Néra 0 Laiptiniai raumenys priklauso giliyjy kaklo

raumeny Yra 2 raumeny grupei, lokalizuoti Soninéje

susitraukimai apatinéje kaklo dalyje.
vertinama palpuojant!
Apciuopos sritj nurodo raktikaulis (i$ priekio),
trapecinis raumuo (i% nugaros). Sis poZymis
bidingas tik sunkiy patiméjimy atvejais.

Oro patekimas * Normalus 0 Oro patekimg vertinkite auskultuojant plauciy
* Sumazéjes 1 laukus. Plauciy laukas - tai dvi vertikaliai

apatinése srityse gretimos plauéiy skiléiy auskultacijos zonos:
jaj 2 . S ..
¢ Sf'"v"azf]e? Vertinama pagal sunkiausiai pakenkta plauciy
wrsmtle!e ir . lauka.
bazalinése srityse
e Minimalus ar 3 Priekinis deSinysis plauciy laukas: RUL ir RML
neitklausomas Nugarinis desinysis plauciy laukas: RUL ir RLL
Priekinis kairysis plauéiy laukas: LUL ir LLL
Nugarinis kairysis plauéiy laukas: LUL ir LLL
RUL
RUL
RML\, —L— /R
g \ LL
~ —LLL—
Svokstimas e Néra 0 Vertindami naudokite auskultacijos zonas
¢ Tik i3kvépimo 1 Vertinimui bitinas bent dviejy zony
me.tu‘ pakenkimas.
* |kvépimo (+/- 2
i¢kveépimo Asimetrijos atveju vertinamos dvi labiausiai
* Girdimas be 3 pakenktos zonos.
stetoskopo arba
nebylis plauciai
Sunkumo laipsniai: | 0-3 lengvas | 4-7 vidutinis | 8-12 sunkus
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5 PREIDAS. Tiriamojo duomeny anketa.

TIRIAMOJO DUOMENY ANKETA

Tiriamojo ID e 1

Tévy/globéjy informavimas, informuoty tévy/globéjy sutikimas:
Ar abiem tévams arba globéjams informacija B Tai Data (MMMM-mm-DD):
buvo suteikta prie$ pradedant rinkti duomenis? Taip

Ar informuoto sutikimo forma pasirasyta abiejy
tévy arba globéjy pries pradedant rinkti |
duomenis?

Data (MMMM-mm-DD):

|traukimo kriterijai:
Pasiradyta informuoto sutikimo forma: O Taip

AmZius iki 72 ménesiy (jskaitytinai): O Taip

Klinikiniai bronchy obstrukcijos poZymiai
(8vokitimas ir/arba sausi karkalai ir/arba O Taip
prailgéjes iskvépimas auskultuojant):

Nejtraukimo kriterijai (pafyméti tinkamus):
O Tévai/globéjai atsisako dalyvauti tyrime;
O Tévai/globéjai negali suteikti informuoto asmens sutikimo dél bet kokios priefasties;
Nustatyta kita 3vokstimo prieiastis:
O |gimtos kvépavimo taky anomalijos (bronchomaliacija, kraujagysliniai Ziedai, kt.),
O Bronchopulmoniné displazija,
O Aspiracija,
[ cistiné fibrozé,
O Svetimkdinis,
Vaikui diagnozuota:
O |gimta Sirdies yda su cianoze (Suntas i3 kairés | deding);
O Radiologikai patvirtinta pneumnonija jtraukimo | tyrima metu;
O imunodeficitas,
O Neuroraumeniné liga.

Svokitimo Klinikinis pobiidis

Ar vaikui pasireiSkia $vokstimo epizodai per3alimo ligy metu: L Taip LI Ne
Ar vaikui pasireiSkia $vokstimo simptomai ne persalimo metu: L Taip LI Ne

1]
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Tiriamojo duomenys:
Amiius:
Gestacinis amiius:
Lytis:
Ugis:
Svoris:

Svokitimo pradios data (MMMM-mm-DD):
Hospitalizacija dél dabartinio Svokstimo epizodo:

Hospitalizacijos trukme, jei hospitalizuotas:

|:| meénesiai
I:l savaités
O Berniukas O Mergaite
T om
I

1
O Taip O ne
 Jw

Diagnozeé: |:| TLK-10 kodas

Poiymis Pirminis Pakartotinis jvertinimas 3-ig ligos
jvertinimas dieng*

Svokitimas old1ld200s0] [old1ldz0130]

Jtraukimai oLl 21 old 21

Laiptiniy raumeny oLl 21 ol 2L

susitraukimai

Oro patekimas o] 1020 30 | o010 200 3L

0, saturacija o] 1] 211 oL 11201

Kar¥tiavimas [ taip O Ne [ 1aip O Ne

Laboratoriniy tyrimy rezultatai (jei atlikta)*:

Leukocitai: [/ *10°  Eritrocitai:
Hemoglobinas: |:| gL Neutrofilai:
Limfocitai: [T *10%L cozinofilai:
C-reaktyvus |:| mg/L Bendras IgE:
baltymas:

Tiriamojo ligos ir gyvenimo anamnezés duomenys:

Ankstesniy Svokstimo epizody skaitius:

Pirmojo Svokitimo epizodas (nuredyti amziy meénesiais):

Ankstesne hospitalizacija dél $vok3timo epizodo:
Jei taip, kiek karty?

Kliniskai diagnozuotas alerginis rinitas:

Kliniskai diagnozuotas atopinis dermatitas:

Diagnozuota maisto alergija:

1 =0
1 -0
1 -0
T Jwn

1

/1
L Taip LI Ne

L Taip LI Ne
LI Taip LI Ne
L Taip LI Ne

Jei taip, iSvardinkite maisto produktus, jeigu Zinoma, kuriems vaikas alergiskas*:

2|
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Sensitizacija (jei atlikta: rezultatas fymékite “Taip”, nei —“Ne”):

Specifiniai IgE: Odos dirio méginiai: Papildoma informacija:
Dulkiy erkés L] Taip LI Ne Dulkiy erkés L] Taip L Ne
Ziedadulkés L Taip L] Ne Ziedadulkés L] Taip L] Ne

Katé LI Taip LI Ne Katé L Taip LI Ne

Suo LI Taip LI Ne Suo LI Taip LI Ne

Pelésis L Taip LI Ne Pelésis L Taip LI Ne

Kiti L Taip LI Ne Kiti L Taip LI Ne

Maisto L Taip LI Ne Maisto L Taip LI Ne
Skiepai:

Skiepytas pagal Lietuvos Respublikos vaiky profi

laktiniy )
skiepijimy kalendoriy: 3 raip OJ ne

Pasyvi imunizacija prie3 respiracinj sincitijaus virusg

(Palivizumab): O Taip Clne
Gydymas $io ligos epizodo metu:
Geriamieji kortikosteroidai: O Taip O ne
Inhaliuojamieji kortikosteroidai: O Taip O ne
Trumpai veikiantys beta-2-agonistai (salbutamolis): O Taip O ne
Adrenalino inhaliacijos: O taip O ne
M-cholino blokatoriai (Atrovent, kt.): O Taip O e
Leukotrieny receptoriy antagonistai (montelukastas): O Taip O ne
Antibiotikai: O Taip O Ne

Jei taip, koks(-ie) antibiotikas(-ai): |

Gydymas pastarajj ménesj iki Sio ligos epizedo: nurodyti medikamentg ir trukme

Seimos anamnezé ir namy aplinka:
Ar tiriamasis lanko darielj? O Taip O Ne
Darielio lankymo pradiia (nurodyti vaiko amiiy
ménesiais): O<18 O1g-24 O0>24

Kelintas vaikas Seimoje? I:l
Kity vaiky skaicius Seimoje: |:|

Rakymas namuose: O Taip O Ne
Rikymas vaiko aplinkoje: [ Taip O Ne
Riiko mama: O taip O ne
Riiko tetis: O Taip O e
Rako kitas Seimos narys: [ taip O Ne

Jei taip, vidutinis cigareciy skaitius I:I

per dieng pastargjj ménesj:

3]
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Létinés ligos Seimoje:

Diagnozuota liga Pirmos eilés giminai€iui  Antros eilés giminai¢iui
Astma: O Taip O ne O Taip O ne
Alerginis rinitas: O Taip O ne O Taip O ne
Atopinis dermatitas: O Taip O e O Taip O e
Letiné obstrukciné plautiy liga: O Taip O ne O Taip O ne
Letiné kepeny liga: O Taip O e O Taip O e

* Pirmes eilés giminaiéial = mama, tétis, brolis, sesuo;
Antros eilés giminaiéiai - senelis, motiuté, dédé, teta, pusbrolis, pusseseré.

Alfa-1 antitripsino kraujyje tyrimy rezultatai:

AAT koncentracija: I:l
AAT fenotipas:
AAT genotipas:

Tolesnés ligos eigos duomenys (pildoma praéjus 12 ménesiy apklausiant tiriamojo tévus/globéjus
konsultacijos metu ar telefonu):

Ar vaikui pasireiskia Svokitimo epizodai per3alimo ligy metu: L Taip LI Ne
Ar vaikui pasireiskia $vok3timas ne peralimo metu: O Taip I ne

Svokitimo/dusulio epizody skaitius: I:l
Hospitalizacijy dél dvokitimo/dusulio I:l

skaicius:
Gydymas:
(Naudoti vaistai, dozés, gydymo
trukmeé)
Tyréjo vardas ir pavarde Paraias UZpildymo data

4|
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6 PRIEDAS. speciali sauso kraujo laSo méginiy sugeriamojo popieriaus
kortele (Alpha-kit).

NEWBORN SCREENING BLOOD COLLECTION FORM
DO NOT USE AFTER JULY 2019

PRINT CLEARLY DO NOT WRITE IN OR COVER SHADED AREA

Infant’s Last Name:

T I LT [Ee

D Repeat Specimen
Infant's First Name:

NESEREEENEREAN =5

| [ single Birth
AKA: [ Twin (&l or [B]
HEEREEERNESEE RN -
Date of Birth: Time of Birth: Gestational Age:
MM [+]+] Yy (Military Timea) (Wealks) (Days)
Date of Specimen: Time of Collection:  Infant's Age When Collected:
. D Less Than More Than
. 24 hours 24 hours
MM oD Y (Military Time}
Infant's Medical Record #: Birth Weight: (Grams
L L[] |
Mother's Name and Address: D el D
Last: First: D '?sacsﬁ.sed
Address: Apt. #: D TPN ——
‘ [ Antibiotics
Zip: e M —
Matemal HBsAg Test Result:
¢ e [ JPos.[ Jneg. [ Junk
gl lel% ) HIV Testing
i1} Mother's Date of Birth: 7] Homebirth Prior Matemnal | In-Hospital
a ’ (al[8][€] D] [E] [Fl @l
] ] Adoption ==
na ¥ or Wl
E o &5 - D Eosler Care 2™ Prenatal Test? |Y]| or (N
% Hospital Name and Address:

Hospital PFI Cade: Hospital of Birth?
ﬂIj !:l Yes D No
City: -
Physician’s License #:
Infant's Primary Care Physician: EI:E[I]]
Name:

Print Initials
ARt Form Completed By:
Zip:
s T |
Nf“ ! Previous Lab ID #: ;
HESRAE
Lab 1.D.

NBS LAB COPY EJ478984866

SEE REVERSE SIDE

FOR INSTRUCTIONS tavio. 478984866
TN A TN TN TN
| )% | 1| 1| |
NHppas 2 N_2 Nt N

N SATU- RATE ALL CIRCLES COMPLETELY
e — el
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SANTRAUKA

Relevance of the problem

Pre-school wheezing syndrome is one of the most frequent and so far little-
studied children's health problem, which affects more than 50% of children
under the age of six (1) and strongly affects the health and quality of life of
the child and his family, increasing the use of health care system. Wheezing
can be acute, intermittent (recurrent), or chronic and can be caused by a variety
of causes, including anatomical abnormalities and environmental factors.
Genetic factors may predispose young children to wheezing with respiratory
viral infections (2). Previous studies have shown that young children with the
ORMDL3 (sphingolipid biosynthesis regulatory risk allele) and the GSDMB
(Gasdermin B) risk allele are at increased risk of wheeze (3,4). It is thought
that wheezing in preschool children is a heterogeneous disorder and that only
some of these children persist with wheezing and develop into bronchial
asthma (BA) and possibly other obstructive airway diseases in later life (5).
Recent research has focused on the phenotypes and endotypes of wheezing
syndrome as the most direct route to personalised medicine and effective
management of this syndrome (6—8). The long-term prognosis of wheezing
syndrome, its evolution into bronchial asthma, chronic obstructive airway
disease, etc. in older children and adults are aspects of this problem. To date,
there are no reliable prognostic factors to predict which children will
experience recurrent episodes of wheezing at the age of 6-7 years and which
will continue to wheeze at an older age, and how the prognosis of wheezing
in early childhood is affected by different therapeutic interventions.

The search for diagnostic and prognostic (mid- to long-term) markers of
wheezing syndrome in young children depends on a number of factors,
including: clinical features (9), type of virus (RV vs RSV) (10), family history,
especially of atopic diseases (11), eosinophilia of peripheral blood and/or
nasal secretions (12), total and specific immunoglobulin E (13), nitric oxide
concentration in exhaled breath (14), various fractions of the exhaled breath
condensate (15,16) and others.

Alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD), which is one of the most common
rare health conditions in Europe, is known to manifest clinically in a variety
of symptoms, but the liver and lungs are most commonly affected (17). On the
other hand, today less than 10% of likely affected individuals are diagnosed
with AATD (18). The link between AATD and chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) has been demonstrated. Both homozygous and heterozygous
frequencies of the mutant alleles Pi*Z and Pi*S are significantly higher in
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COPD patients compared to their healthy adult peers (19). The association of
AATD mutant genotypes with COPD is further supported by the fact that in
the presence of these genotypes, COPD, which is currently considered to be
exclusively a disease of the elderly, manifests itself at a significantly younger
age in adulthood (20).

Epidemiological and long-term population-based observational studies in
neonatal cohorts have confirmed that recurrent wheezing in early childhood is
associated with recurrent or persistent respiratory symptoms in adulthood, and
with a higher prevalence of bronchial asthma (21) and COPD (22,23).

On the other hand, AATD was statistically significantly associated with an
early diagnosis of COPD in adulthood and with faster disease progression,
earlier disability and shorter life expectancy (24,25).

AATD is the main and so far only proven heritable risk factor for COPD
and emphysema (26).

Further studies have shown that AATD mutant variants such as PiMZ are
associated with wheezing episodes, but no attempts have yet been made to
link wheezing syndrome phenotypes to AATD mutant genotypes and to
identify AATD-dependent wheezing syndrome phenotypes/endotypes in pre-
school children that are characteristic of the chronic respiratory diseases in
older children and adults.

Despite the fact that in a retrospective evaluation of the first cohort of
AATD newborns in Sweden (neonates born in 1973 and selected during the
newborn screening) no association was observed between AATD and the
prevalence of bronchial asthma or other respiratory diseases in older children,
AATD genotypes became the target of our studies in a cohort of wheezing
pre-school children. We were unable to find other prospective studies that
attempted to link different AATD genotypes to phenotypes/endotypes of
wheezing syndrome in preschool children, which could be a prognostic
marker for COPD or even the first clinical manifestation of COPD. Different
AATD genotypes could be associated with a different risk of a first episode of
wheezing, more or less respiratory failure during the wheezing episode, more
or less frequent recurrence of these episodes in pre-school age, and different
risk of chronic diseases in older children and adults.

Demonstrating an association between AATD homozygous/heterozygous
mutant genotypes and wheezing syndrome could lead to improved bronchial
asthma and COPD risk management, and to early targeted
prevention/treatment approaches to ensure both early child development and
healthy ageing, which is a priority of the World Health Organisation (WHO).
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Scientific novelty

The dissertation is innovative and novel in terms of its objectives, research
methodology and results, and their practical application.

The research focused on a common but so far very fragmented health
problem in pre-school children - recurrent wheezing syndrome and its
association with bronchial asthma in adolescence and chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) in adulthood. Epidemiological studies to date
have shown that one in three children have at least one episode of airway
obstruction, i.e. wheezing breathing, before their third birthday, usually during
an acute respiratory infection (27). 30% of these children have recurrent
episodes of wheezing later.

Previous long-term follow-up studies in neonatal cohorts have confirmed
that wheezing syndrome in pre-school children is associated with later
diagnosis of bronchial asthma and COPD, but it is still unknown what causes
one wheezing child to be diagnosed with COPD while another to have a
sporadic episode of wheezing or, if repeated over several episodes, to have a
permanent resolution by the time he or she reaches pre-school age. The aim
of our study was to deconstruct the wheezing syndrome by trying to look for
phenotypes/endotypes of wheezing associated with one or another chronic
disease, but not retrospectively, as has been done before, by looking at the
spontaneous course of recurrent wheezing and its evolution into chronic
respiratory disease, but prospectively assessing the frequency of known
markers of chronic obstructive respiratory disease in older children or adults,
in our case alpha-1 antitrypsin genotype variants, in a population of wheezing
preschool children and in distinct sub-populations of the wheezing syndrome
(groups of clinical phenotypes).

The research was carried out in the non-specialised ALSPAC ( The Avon
Longitudinal Study of Parents and Children, (Bristol, UK) and the specialised
PresWeezAging LT ( Cohort of Preschool Children with Wheezing Syndrome
for the Study of Aging-Related Diseases, LT). The Lithuanian cohort is a
cohort of Lithuanian preschool children with wheeze syndrome that we have
collected. ALSPAC is a multi-generational, geographically based, non-
specialised cohort study of 14,541 pregnant women and their subsequent
child(ren) enrolled between 1990 and 1992 in the Avon region of the United
Kingdom. A number of studies have been undertaken to assess the
representative nature of the ALSPAC sample that was completing
questionnaires or attending the Children in Focus clinic with (a) the total Avon
area population, and (b) the whole of Great Britain, in 1991. The population
of parents and children living in the study area in 1970 was broadly similar to
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that of the rest of Great Britain. Data from the 1991 Census was used to
compare the population of mothers with babies under 1 year of age living in
the Avon area with the population of the whole of Great Britain. Thus the
mothers of infants in Avon were slightly more likely than those in the rest of
Britain to live in owner occupied accommodation, to have a car available to
the household and to be less likely to have one or more persons per room and
be non-white. Thus, in order to have a representative sample and to compare
the data with the rest of the British population, this study was slightly under-
represented in terms of deprived families (renting, car-less, single or
unmarried cohabitants) and under-represented in terms of ethnic minorities.

The Lithuanian cohort was a specialised cohort consisting of only
preschool children with wheezing syndrome and a control group (219 children
in total), collected in 2019-2023. The two-stage approach allowed us to assess
the association of AAT mutant genotypes not only with wheezing syndrome
phenotypes, but also with chronic obstructive pulmonary diseases, both
directly (wheezing syndrome plus AAT mutant genotype vs. bronchial asthma
in adolescence) and indirectly (wheezing syndrome plus AAT mutant
genotype vs. chronic obstructive pulmonary disease in adulthood).

Our study found a statistically significant association between SERPINA1
gene polymorphisms and wheezing phenotypes and bronchial asthma. On the
other hand, the association of the AAT mutant Pi*Z and Pi*S genotypes not
only with bronchial asthma but also with COPD, which until now has been
exclusively an adult disease, usually diagnosed after the age of 50 years.
Despite the fact that long-term cohort studies in children have previously
confirmed that people with wheezing syndrome in early childhood are two or
more times more likely to develop COPD in adulthood, COPD in children has
been undiagnosed until recently, possibly by mistakenly labelling the
symptomatology as childhood chronic (obstructive) bronchitis, a chronic
unspecified respiratory disease. Our finding of an association between
SERPINA1 gene polymorphisms, wheezing syndrome phenotypes and
chronic respiratory diseases in older people allows us to consider AAT mutant
genotypes not only as prognostic markers, but also, in COPD, as the first
clinical manifestation of COPD in early childhood. The fact that children with
the Pi*Z allele of AAT and with wheezing syndrome had reduced AAT levels
during the acute airway obstruction episode, but that the reduction in AAT
levels did not lead to more severe clinical respiratory impairment in this age
group, suggests that the disease mechanisms and the respiratory compensatory
reserves are different in children and adults, and are not solely governed by
the quantitative indices. Further studies are certainly needed to uncover
mechanisms other than AAT levels that may contribute to the
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actiopathogenesis of chronic respiratory diseases in AAT homo- and
heterozygous mutant genotypes.

The results of our research have important translational value. Children
with wheezing syndrome, irrespective of age, should be screened for AATD,
both by alpha-1 antitrypsin levels and phenotyping, as this may influence not
only the course of the wheezing syndrome (acute, intermittent, chronic), but
also the morbidity of bronchial asthma and chronic obstructive pulmonary
disease. Families of children with the AAT mutant genotype (both
homozygous and heterozygous variants) should be aware of and adhere to the
requirements for prevention specific to respiratory obstructive diseases, such
as the complete elimination of active and passive smoking, including e-
cigarettes, the control of air pollution in the home and in educational
establishments, and the responsible choice of the child's future occupation and
working environment. Thus, our findings suggest that specific prevention of
COPD, a previously exclusively chronic disease of older adults, should start
in early childhood.

Purpose of the work

To investigate the frequency of alpha-1 antitrypsin genotypes and SERPINA1
gene polymorphisms in the population-based long-term follow-up Avon
Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC) cohort in Bristol, UK
and in the Lithuanian Cohort of Preschool Children with Wheezing Syndrome
(PresWeezAging LT) cohort and to assess the association of wheezing
syndrome with the incidence of bronchial asthma and chronic obstructive
pulmonary disease.

Objectives of the work

1. To investigate the frequency of SERPINA1 gene polymorphisms in a
population-based cohort of ALSPAC children and to assess the
association between alpha-1-antitrypsin variants and the phenotypes
of wheezing syndrome in preschool children.

2. To investigate the association of SERPINA1 gene polymorphism-
dependent phenotypes of wheezing syndrome in preschool children
with school-age bronchial asthma.

3. To collect a specialized cohort of Lithuanian preschool children with
wheezing syndrome for long-term studies of diseases associated with
human aging (PresWheezAging LT) and to study the frequency of
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alpha-1 antitrypsin deficiency Pi*Z and Pi*S alleles in a specialized
cohort of wheezing children and compare it with the frequency in
children without respiratory obstructive diseases (control) and among
adults with COPD.

4. In children up to 72 months of age, during an episode of wheezing,
investigate alpha-1 antitrypsin levels in the blood to assess their
possible association with the severity of respiratory distress.

5. To assess the possible association of wheezing phenotypes in
preschool children dependent on SERPINA1 gene polymorphisms
with bronchial asthma in school-aged children and chronic
obstructive pulmonary disease in adults.

Methods of research

The material and data for the biomedical study was collected in several stages:
firstly, data were collected from the population-based ALSPAC (The Avon
Longitudinal Study of Parents and Children) cohort. Next, data were collected
in 2019-2023 in a prospective case-control study conducted at the Institute of
Clinical Medicine, Department of Paediatric Diseases, Vilnius University
Faculty of Medicine. Children with wheezing syndrome were also enrolled in
Kaunas, TelSiai, Kelme, Kédainiai and Utena.
ALSPAC cohort study group

Study sample and selection of subjects

The Avon Longitudinal Study of Children and Parents (ALSPAC) was
designed to understand how genetic and environmental characteristics
influence the health and development of parents and children. It is a
longitudinal, population-based birth cohort study that included pregnant
women living in the Avon area, UK. The study included 14 541 pregnant
women with an estimated date of birth between April 1991 and December
1992. 13 988 live births survived to one year of age. Additional participants
(N=713) were enrolled at later stages, bringing the total number of subjects to
14701, of whom 7964 had all the data required for the study.

Bioethical requirements
Permission was obtained from the ALSPAC Ethics and Legal Committee and

the local Research Ethics Committees to retrieve and use the relevant data.
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Details of the ALSPAC methodology have been published separately and are
available at: http://www.bristol.ac.uk/alspac.

The study's website provides details of all available data, which can be found
in a comprehensive database (http://www.bris.ac.uk/alspac/researchers/data-
access/data-dictionary/).

Data collection

According to the objective, the database was searched for participants with
data on wheezing syndrome, physician-diagnosed bronchial asthma, AAT
genotypes and SERPINAT1 gene polymorphisms.

Data on childhood wheezing were collected using questionnaires
completed by the parents approximately once a year, at several time intervals
at the expected age of the child (6/18/42/54/57/65/81 and 103 months),
starting at 6 months of age. Lung function and information on the diagnosis
of bronchial asthma were measured at two separate time points, at
approximately 8 and 15 years of age.

Based on the classification of the wheezing syndrome phenotype, the
subjects were divided into the following wheezing phenotypes: (i)
never/infrequent wheeze (59.9%) with approximately 10% prevalence of
wheezing at 6 months and decreasing prevalence of sporadic wheeze
thereafter, including participants who never wheezed; (ii) preschool-onset
remitting wheeze (18.7%) with a moderate prevalence of wheeze up to 18
months and decreasing to less than 10% prevalence from 69 months; (iii)
midchildhood-onset remitting wheeze (7.5%) with peak prevalence of wheeze
at 54 months gradually decreasing to infrequent by 128 months; (iv) school
age—onset persisting wheeze (4.3%) had a low prevalence of wheeze up to 42
months then increasing rapidly to a peak prevalence of at 103 months and then
decreasing to moderate prevalence at 198 months; (v) late childhood-onset
persisting wheeze (4.7%) with low prevalence during the first year of life and
increasing rapidly to a peak prevalence of 71% at 166 months; (vi) continuous
wheeze (4.9%) with a moderate prevalence of wheeze at 6 months and
moderate to high prevalence thereafter.

The SERPINA1 gene polymorphisms (rs6647, rs11832, rs17580,
rs709932, 151243160, 152854254, rs8004738, rs17751769, 1528929470,
rs28929474) were selected on the basis of a previous study in adults, which
had found that these SNPs were associated with an increased risk of COPD or
an effect on lung function (234).
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Research methods

Genotyping was carried out at the Wellcome Trust Sanger Centre, Cambridge,
United Kingdom, and Laboratory Corporation of America, Burlington, NC.
Illumina HumanHap 550 array (Illumina, San Diego, California) was used.

Subject exclusion criteria included: sex mismatches, minimal or excessive
heterozygosity, disproportionate levels of individual missingness (>3%),
cryptic relatedness measured as a proportion of identity by descent (IBD >
0.1), and insufficient sample replication (IBD < 0.8).

Evidence of population stratification was assessed using multidimensional
scaling analysis and was compared with HapMap II (release 22); subjects of
non-European descent were removed.

Only SNPs with at least 1% allele frequency, a call rate of at least 95%,
and non-violating Hardy-Weinberg equilibrium (P <5 x 10-7) were retained.

Autosomal genotypic data were imputed with Markov Chain Haplotyping
software (MACH v.1.0.16(256)) and phased haplotype data from CEU
subjects (HapMap release 22, phase I NCBI B36, dbSNP 126. Details of the
GWAS data generation process are available
online: http://www.bristol.ac.uk/media-

library/sites/alspac/migrated/documents/gwas-data-generation.pdf

Statistical analysis methods for ALSPAC cohorts

Tasks were formulated for biostatisticians at the ALSPAC Research Center
and statistical data processing was performed. The data were processed using
the statistical software package R (version 3.4.2, 2017-09-28) (The R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

We used poLCA for R (Linzer, Drew A. and Jeffrey Lewis. 2013. "poLCA:
Polytomous Variable Latent Class Analysis." R package version 1.4
(http://dlinzer.github.com/poLLCA)) to identify different wheezing phenotypes
based on questionnaire responses. A six-class model was chosen because it
was previously the most optimal model and the analysis yielded the lowest
AIC values. Multivariate logistic regression (Wald statistic) was used to
analyse the association of different single nucleotide polymorphisms of the
SERPINA1 gene with wheezing phenotypes and physician-diagnosed
bronchial asthma at age 15 years.

A two-sided p-value < 0.05 was considered significant.
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PresWeezAging LT cohort
Study sample and selection of subjects

The biomedical research authorisation was granted for 7 years (from 28
September 2016 to 1 April 2023). The study was planned to enrol 150 subjects
in the main group (MG) and up to 60 subjects in the control group (CG)
throughout the study period. A total of 150 children aged up to 72 months with
bronchial obstruction syndrome were included in the biomedical study over
six years. 5 subjects had to be excluded: 3 due to haemolysis in the sample
and 2 due to incorrect sample collection. Thus, 145 children with bronchial
obstruction syndrome were included as the main group of subjects and 74, also
under 72 months of age, as controls.

The collection of the control group was smooth and all samples were
suitable. The number of children included in the study was also influenced by
the quarantine imposed due to the COVID-19 pandemic, which resulted in a
significant decrease in both outpatient consultations and hospitalisations.
Considering that the dissertation was able to practically recruit the planned
cohort of subjects, the plan has been met by 100% in terms of the number of
children to be tested.

Participation was open to all children up to 72 months of age who presented
for consultation or treatment by a paediatric pulmonologist or paediatrician
for wheezing syndrome, either as an outpatient or an inpatient. The wheezing
episode may have been acute, a first-ever occurrence, or the child may have
had a previous wheezing episode(s) in his/her lifetime and presented with
recurrent wheezing syndrome at that time. They needed blood tests for reasons
unrelated to the biomedical investigation, but only for medical indications.
The blood could have been either capillary or venous and was taken in a tube
with EDTA.

The control group consisted of 74 preschool-aged (72 months) children
with no concomitant respiratory diseases who had been diagnosed with
various surgical pathologies (abdominal wall and inguinal hernias (52.7%),
port-wine spots (14.9%), benign tumours (8, 1%), vascular malformations
(8.1%), cystic lesions (6.8%), haemorrhoidal nodules (2.7%) and other
isolated cases (6.8%)) were hospitalised and required a blood sample for
general clinical indications in preparation for surgery.

A total of 145 children with acute wheezing syndrome in the main group
were enrolled in the study, and an additional 74 children without respiratory
problems who were hospitalised for various surgical pathologies and required
a blood sample in preparation for surgery were recruited as a control group.
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The study was non-commercial and there was no financial gain for the
subjects and researchers involved.

In Vilnius, I was informed by the doctor in charge of the ward about
children hospitalised with wheezing syndrome. Then I carried out the
examination, interviewing and screening of the subjects and the provision of
information to the parents, as well as the dry blood spot samples (Alpha-kit)
(appendix 6) from the residual blood. In other cities, other responsible and
trained doctors were assigned.

This study is not representative of the general population, as the target
group of subjects complaining of bronchial obstruction syndrome (bronchial
wheezing) was selected, but it is certainly possible to draw some conclusions
that are specific to the general population and to make epidemiological
calculations, especially with regard to the genotypes, as the significance of the
factors that are present in the course of life, when the person is born with the
disorder, and that have an impact on the course and the severity of the disease.
Some of the subjects were from other Lithuanian cities in different regions
(Klaipéda, Telsiai, Kédainiai, Utena, Kaunas), so the study is multicentric,
prevents misinterpretations and allows us to highlight the most important
regularities and trends, and includes a broader clinical picture of wheezing
children in Lithuania, not limited to the residents of the capital city alone.

Bioethical requirements

The biomedical study "Relationship of alpha-1 antitrypsin variants and levels
to acute bronchial obstruction syndrome in preschool children" was conducted
with the permission of the Lithuanian Bioethics Committee on 28 September
2016, No L-16-07/1, No L-16-07/2, No L-16-07/3 (Annexes 1-3).

Before the inclusion of the children in the study, the purpose and conduct
of the study were fully explained to the parents/guardians. Parents/guardians
who agreed to participate were asked to sign a prepared informed consent
form.

Data collection

After the parents/guardians agreed and signed the consent form to participate
in the study (in two copies) during the initial visit, one copy was left with the
parents/guardians, and the other was kept by the biomedical study researchers.
After the parents/guardians signed the person's information and consent form
to participate in the study, demographic (date of birth, gender, date of
inclusion in the study), anthropometric (height, weight) information about the
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study participant was collected, the participant was examined and evaluated
clinically without applying invasive research methods (clinical respiratory
scoring using the Pediatric Respiratory Assessment Measure (PRAM)
(Appendix 4) rating scale, body temperature). By meeting the inclusion
criteria, the participant was enrolled in the study.

During the initial visit, information about the course of the participant's
recent wheezing episode was collected and recorded in a special questionnaire
(Appendix 5) (date of onset of wheezing, hospitalization, duration of
hospitalization, clinical diagnosis, whether it is the first episode of wheezing
in life). Data on the subject's disease anamnesis, life anamnesis (clinically
expressed allergic rhinitis, atopic dermatitis, food allergy), vaccinations, and
family anamnesis were collected. Data from previous allergological tests (skin
prick samples and specific immunoglobulin E for inhalant allergens) were
collected (if performed). Only patients requiring blood sampling for medical
indications unrelated to biomedical testing were included. If the blood test was
not performed, it was used as an exclusion criterion and the subject was not
included in the study. Dry blood spot samples were taken from the remaining
blood in a special absorbent paper pad (Alpha-kit) (Appendix 6). Properly
prepared blood sample cards, within 14 days, were sent to the laboratory of
the Department of Genetics and Clinical Immunology of the National Institute
of Tuberculosis and Lung Diseases in Warsaw, Poland (Department of
Genetics and Clinical Immunology, National Institute of Tuberculosis and
Lung Diseases, 26 Plocka str., 01-138 Warsaw, Poland, phone +48 22 43 12
158). There, alpha-1 antitrypsin concentration, phenotyping, genotyping and,
if necessary, DNA sequencing were performed. The participant's
parents/guardians were informed after receiving the test results.

Research methods

A nephelometric method (Image 800 Immunochemistry System, Beckman
Coulter) was used to determine AAT concentration from a spot of dry blood.

Analysis of the AAT phenotype in dried blood spot material was performed
by isoelectrofocusing (IEF) using a Hydragel 18A1AT Isofocusing kit
(Hydrasys Focusing, Sebia) and a Sebia HydraSys electrophoresis platform
(235).

The two most common SERPINAT gene variants, PI*Z and PI*S, were
identified using dried blood spot material and real-time PCR. Genomic DNA
was extracted from a spot of dried blood using the commercial Extract-N-Amp
Blood PCR Kits (Sigma-Aldrich) or the Bio-Trace DNA Purification Kit
(EURx Ltd.).

120



The genetic material in the eluate was used directly for AAT genotyping
and sequencing without DNA purification. Identification of PI*Z and PI*S
alleles was performed in a single reaction by real-time PCR (LightCycler 480
I instrument, Roche Diagnostics Ltd.) using 3'-minor groove (MGB)
hydrolyzing probes complementary to wild-type and mutant for variants
combined with two different fluorescent dyes - FAM and VIC.

A direct Sanger sequencing method was used to identify rare AAT
variants. Sequencing of exons II-V of SERPINA1 was performed using a 16-
capillary 3130xI genetic analyzer (Genomed, Poland) (236).

The severity of wheezing, which was categorized as mild, moderate, and
severe, was calculated using the Pediatric Respiratory Assessment Scale
(PRAM). We looked for an association between AAT concentration and
wheezing severity and between AAT genotypes and wheezing severity.

Based on the anamnesis and objective examination data, a common cold
was diagnosed. Parents' complaints (fever, runny nose, cough) and objective
examination data were evaluated according to the algorithm approved by the
hospital, and patients with wheezing syndrome were divided into two groups
- children wheezing with common cold and children wheezing without
common cold.

Pi*Z and Pi*S allele frequencies for comparison with COPD patients were
taken from the Central and Eastern European AAT network established under
the LPP Leonardo da Vinci EU program (2011-1-PL-LEO04-197151)
"Implementation of best medical practice standards in patients , with
hereditary alpha-1 antitrypsin deficiency in Central Eastern Europe". In 2012
October-2013 January dry blood spot samples of 328 COPD patients were
taken. When determining the frequency of PI*S and PI*Z alleles in the general
population, the data were compared with two previous epidemiological
studies conducted on the population of Lithuania (N = 2491) (62,63).

Methods of statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics version 20.0 and
Microsoft Excel 365. Continuous and categorical variables were presented as
median (interquartile range (IQR) and numbers (%), respectively).
Continuous variables were compared using the Mann-Whitney U or Friedman
test, and the y2 test or Fisher's exact test was used to compare categorical
variables, and a two-sided p value < 0.05 was considered significant.

The frequency of Pi*Z and Pi*S is expressed as the frequency per thousand
alleles with 95% CI (e.g. 3 Pi*Z alleles are found in 74 subjects, i.e. 148
alleles, then the frequency per thousand alleles is calculated as follows: 3 x
1000/148 =20.27) .
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RESULTS
ALSPAC Cohort
Characteristics of the study group

In the ALSPAC cohort, different wheezing phenotypes were identified based
on questionnaire responses. According to those wheezing phenotypes,
children were distributed as follows: the largest subgroup of children was
children with never/infrequent wheeze (n = 5308, 66.64%, Table 1). There
were significantly more girls than boys in this subgroup. The second largest
subgroup was Preschool-onset remitting wheeze (n = 1326, 16.64%). The
distribution of children with the remaining wheezing phenotype can be seen
in Table 1.

Table 1. Distribution of wheezing phenotypes among children from the
ALSPAC cohort.

Wheezing phenotype N Sex, N (%) OR (95% CI)* p
total value
Male Female
Never/infrequent 5308 2524 (62.1) 2784 (71.4) 0.567 <0.001
wheeze (0.505-0.636)
Preschool-onset 1326 753 (18.5) 573 (14.7) 1.614 <0.001
remitting wheeze (1.354-1.925)
Midchildhood-onset 405 256 (6.3) 149 (3.8) 1.962 <0.001
remitting wheeze (1.523-2.527)
School-age-onset 222 114 (2.8) 108 (2.8) 0.972 0.882
persisting wheeze (0.672-1.406)
Late childhood-onset 287 163 (4) 124 (3.2) 1.575 0.002
persisting wheeze (1.169-2.122)
416 253 (6.2) 163 (4.2) 2.146 <0.001

Continuous wheeze (1.651-2.789)

Total 7964 4063 (51.0) 3901 (49.0)

CI, confidence interval; OR, odds ratio.
a Odds ratio, 95% confidence interval (Univariate logistic regression, Wald statistic)

The distribution of alpha-1 antitrypsin genotypes and deficient Pi*Z and
Pi*S alleles in the ALSPAC cohort is shown in Figure 1. Six of 7964 (0.08%)
children were homozygous and 357 (4.48%) heterozygous for the Pi*Z
(rs28929474) AAT genotype. 29 (0.36%) had homozygous PiSS and 924
(11.6%) heterozygous Pi*S (rs17580) AAT genotype.
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1 Figure. Distribution of alpha-1 antitrypsin genotypes and mutant Pi*Z and
Pi*S alleles in the ALSPAC cohort.

Out of all 7964 selected subjects, 3835 (48.2%) cases had data on the
diagnosis of bronchial asthma (BA) at the age of 15 years. We divided these
children into two groups: children who had no anamnesis of wheezing
syndrome - 2596 cases and children with anamnesis of wheezing syndrome -
1239 cases. In the group without an anamnesis of wheezing syndrome, 309
(11.9%) children had a physician-diagnosed bronchial asthma at age 15 years,
and in the group with a anamnesis of wheezing syndrome, 587 (48%) children
had a physician-diagnosed bronchial asthma at age 15 years (2 figure).

VRN

From all 7964 cases

N S

i

3835 (48.2%) had data on the
diagnosis of bronchial asthma at
the age of 15 years

N S

A~ N

From 2596 cases without an From 1239 cases with an anamnesis

anamnesis of wheezing, 309 . .
o PO of wheezing, 587 (48%) children
(11.9%) had a pg}:lcmn diagnosed had a physician- diagnosed BA

Figure 2. Distribution of children in the ALSPAC cohort according to
anamnesis of wheezing syndrome and diagnosis of BA at age 15 years.
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Single nucleotide polymorphisms of the SERPINA1 gene among children
with bronchial asthma

Based on data on physician- diagnosed bronchial asthma, the odds ratio
(OR) and the risk of developing BA at age 15 years depending on a given
SERPINAT1 gene single nucleotide polymorphisms were calculated.
Among 3835 cases with data about physician-diagnosed asthma, two
polymorphisms showed association with childhood bronchial asthma at age
15: heterozygous rs17751769 - OR 1.273 (1.076-1.506) (p<0.05) and
homozygous rs709932 - OR 1.710 (1.067 -2.742) (p<0.05) (Table 2).
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Distribution of SERPINAT1 gene single nucleotide polymorphisms among
wheezing phenotypes

To determine the association between wheezing phenotypes and SERPINA1
gene single nucleotide polymorphisms, the relative risk (RR) of having a
certain wheezing phenotype depending on the SNP was calculated.

Seven out of 10 VNPs selected in the study were associated with three
wheezing phenotypes: (i) rs11832, rs17580 (PiSS), rs709932 and rs1243160
were all associated with Preschool-onset remitting wheeze, with a 1,2- to 2,7
fold increase in the risk of developing this wheezing phenotype; (ii) rs8004738
and rs17751769 were associated with late childhood onset persisting wheeze,
increased the risk of this wheezing phenotype almost 3-fold (RR- 2,921); (iii)
rs6647 and rs709932 were associated with Continuous wheeze, increasing the
risk up to 2,5- fold. We did not find SNPs clustered around a single wheezing
phenotype, but as many as four SNPs were associated with Preschool-onset
remitting wheeze (Table 3 and Figure 3).
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Figure 3. Distribution and relative risk of SERPINA1 gene single nucleotide
polymorphisms among childhood wheezing phenotypes.

The relative risk for each wheezing phenotype is presented as a function of
the genomic coordinates of each SNP on chromosome 14. Statistically
significant SNP and relative risks (p-value < 0.05) are shown as large symbols,
and small symbols for p>0.05. Symbols indicate whether the genotype is
homozygous PIMM (normal variant), heterozygous or homozygous mutated.
SERPINA1 exons (E1-E5) are arranged from right to left, shown in light blue.

PresWeezAging LT cohort
Characteristics of the study and control groups
The median age of the children of the main Lithuanian group was 20.00
(11.00-31.50) months, male gender prevailed - 94 (64.8%) cases. In the
control group, the average age of children was 53.50 (27.75-69.25) months.

There is no significant difference between the sexes: 43 (58.1%) were boys
and 31 (41.9%) were girls. Children with wheezing episodes were statistically
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significantly younger than control children. The characteristics of the study
participants are presented in Table 4.

Table 4. Age and gender of wheezing and control children included in the

study.
Cases Median Age Range of Age Male Female
(Months, IQR) Min Max N (%) N (%)
Main 20.00 (11.00-31.50) 2 66 94 (64.83) 51(35.17)

Controls  53.50 (27.75-69.25) 3 72 43(58.11) 31 (41.89)

N—number, IQR — interquartile range;

Of the 145 children diagnosed with wheezing, we found a normal PiMM
genotype in 129 (88.97%), Pi*S — 3 (2.07%), and Pi*Z — 10 (6.90%) cases.
Rare mutations (MPlowell) were also identified in 3 (2.07%) cases. Among
children in the control group, the normal PiIMM genotype was found in 68
(91.89%) children. No statistically significant difference was found between
the prevalence of PIMM genotype in the main and control groups (p = 0.496).
The distribution of alpha-1 antitrypsin genotypes in the main and control
groups is presented in Tables 5.

Table 5.Distribution of alpha-1 antitrypsin genotypes in wheezing and control
groups.

Total N PiMM N (%) Pi*Z N (%) Pi*S N (%) Rare N (%)
Main group 145 129 (88.97) 10 (6.90) 3(2.07) 3(2.07)
Control group 74 68 (91.89) 3 (4.05) 3 (4.05) 0

Clinical characteristics of the main and control groups

Median AAT levels did not differ between the baseline and control groups: 144
(IQR 119.5-168) mg/dL in the wheezing group and 147.5 (IQR 126-165.25)
mg/dL in the control group, p=0.701. According to the questionnaire data, a total
of 22.1% of wheezing children had clinically expressed food allergy and 26.9%
had atopic dermatitis. The prevalence of food allergy and atopic dermatitis was
significantly higher in wheezing children in the main group compared to the
control group (Table 6). Family smoking was more prevalent in the families of
children in the main group compared to the control group (33.79% vs. 6.76%,
p<0.001).
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Table 6. Clinical characteristics of the main group and control group

Variable WGh:leli;g Control Group P
AAT concentration (IQR), mg/dL. 144 (119.5-168) 147.5 (126-166.25) 0.701
Food allergy, N (%) 32 (22.07) 1(1.35) <0.001
Positive ODM or IgE, N (%) 37 (25.52) 3 (4.05) <0.001
Allergic rhinitis 12 (8.27) 6 (8.11) 0.966
Atopic dermatitis, N (%) 39 (26.89) 2 (2.70) <0.001
History of family smoking, N (%) 49 (33.79) 5(6.76) <0.001

When analyzing the questionnaire data, the subjects of the main group
were divided into two groups: one group - children who applied to the medical
institution for the first episode of wheezing in their life and the other - children
who have already had an episode of wheezing. Of the 145 children in the main
group clinically identified as having wheezing syndrome, 59 (40.69%) had a
first wheezing episode and 86 (59.31%) presented for recurrent episodes.
Children with a first episode of wheezing at study enrollment were
significantly younger than those with recurrent episodes (15 (IQR 5-24)
months and 25 (IQR 12.75-36) months of age, respectively, p < 0.001).
Median AAT concentrations did not differ between children with a first
episode of wheezing and children with recurrent episodes of wheezing. A
significantly higher percentage of children with a first episode of wheezing
required hospitalization compared to children with repeated episodes of
wheezing (91.53% vs. 76.74%, p = 0.021), although the length of hospital stay
did not differ. Other clinical characteristics, such as severity of wheezing,
allergies, smoking in the family and the presence of comorbidities, did not
differ significantly in these subgroups (Table 7).

Table 7. Clinical characteristics of children with the first and repeated
wheezing episode.

Children with the Cl;l:;ee:t:sth
Variable First Wheezing . . D
Episode, N = 59 Wheezing Episode,
N =286

Age (IQR), months 15 (5-24) 25 (12.75-36) <0.001
AAT (IQR), mg/dl 148 (127-164) 139 (114.75-170)  0.431
Need of hospitalization, N (%) 54 (91.53) 66 (76.74) 0.021
Length of stay in hospital, days 3 (3-5) 4 (3-5) 0.957
Z;};eezmg without getting cold, N 2(3.39) 23 (26.74) <0.001
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Children with

Children with the Repeated
Variable First Wheezing . . P
Episode, N = 59 Wheezing Episode,
N =286

Mild wheezing, N (%) 13 (22.03) 30 (34.88)
Moderate wheezing, N (%) 28 (47.46) 37 (43.02) 0.215
Severe wheezing, N (%) 18 (30.51) 19 (22.09)
Food allergy, N (%) 11 (18.64) 21(24.42) 0.410
Positive ODM/IgE, N (%) * 11 (68.75) 26 (52.00) 0.240
Allergic rhinitis, N (%) 3 (5.08) 9(10.47) 0.361
Atopic dermatitis, N (%) 14 (23.73) 25(29.07) 0.476
History of family smoking, N (%) 22 (37.29) 27 (31.40) 0.461
Concomitant diseases, N (%) 33 (55.93) 49 (56.98) 0.901

* N = 66 (others did not undergo allergy testing)

Also using questionnaire data, the subjects were divided into two groups
by taking common cold as the main symptom. A common cold was diagnosed
based on the anamnesis and objective data of the examination as well as the
complaints expressed by the parents (fever, runny nose, cough). Objective
examination data were evaluated according to the hospital-approved
examination algorithm, and subjects with wheezing syndrome were divided
into two groups: wheezing children when having a cold and wheezing children
without having a cold. Out of 145 wheezing children, 25 (17.2%) experienced
wheezing without having a cold. Children wheezing without a cold were
significantly older than those who experienced wheezing only when they had
a cold (30 months (IQR 13.5-52) vs. 19 months (IQR 10-30), p = 0.009). The
median AAT concentration did not differ between wheezing children without
having a cold and those wheezing only when they had a cold. A significantly
higher percentage of wheezing children when having a cold needed
hospitalization compared to children wheezing without a cold (88.33% vs.
56%, p <0.001), but the length of stay in the hospital did not differ. There was
no difference in wheezing severity between children wheezing with a cold and
those wheezing without a cold. Allergic rhinitis, atopic dermatitis, and a
family history of smoking were more frequent among children wheezing
without a cold compared to those wheezing only when they had a cold (Table
8).

131



Table 8. Clinical characteristics of children wheezing without having a cold
and children wheezing when having a cold.

Children with Children with
Wheezing without  Wheezing When

Variable Having a Cold, N= Having a Cold, N =
25 120

Age (IQR), months 30 (13.5-52) 19 (10-30) 0.009
AAT (IQR), mg/dl 132 (105.5-151.5) 148 (123.25-169) 0.054
Need of hospitalization, N (%) 14 (56.00) 106 (88.33) <0.001
Length of stay in hospital, days 4.5 (3-7.25) 3(3-5) 0.063
Mild wheezing, N (%) 8(32.00) 35(29.17)

Moderate wheezing, N (%) 12 (48.00) 53 (44.17) 0.785
Severe wheezing, N (%) 5(20.00) 32 (26.67)

Food allergy, N (%) 6 (24.00) 26 (21.67) 0.798
Positive ODM/IgE, N (%) * 7 (28.00) 30 (25.00) 0.054
Allergic rhinitis, N (%) 7 (28.00) 5(4.17) 0.001
Atopic dermatitis, N (%) 11 (44.00) 28 (23.33) 0.034
History of family smoking, N (%) 14 (56.00) 35(29.17) 0.010
Concomitant diseases, N (%) 12 (48.00) 70 (58.33) 0.343

* N = 66 (others did not undergo allergy testing)

During the objective examination, the wheezing severity of the children in
the main group was evaluated using the PRAM rating scale (Appendix 4) and
according to the scores, the wheezing severity could be: mild, moderate or
severe. Among the wheezing children from the main group, 43 (29.66%)
experienced mild wheezing, 65 (44.83%) experienced moderate wheezing,
and 37 (25.52%) experienced severe wheezing. No statistically significant
difference in AAT concentration and prevalence of AATD alleles was found
between groups of patients categorized by disease severity (Table 9).

Table 9. Distribution of AAT alleles between wheezing children by disease
severity.

Moderate

Variable Mild Wheezing Wheezing

Severe Wheezing p

AAT concentration

QR mg/dL 136 (100-167) 151 (126-1855) 140 (121-158)  0.129

PiMM, N (%) 38 (29.46) 58 (44.96) 33 (25.58)
Pi*S, N (%) 1(33.33) 1(33.33) 1(33.33)

Pi*Z, N (%) 3 (30.00) 4 (40.00) 3 (30.00) S
Rare, N (%) 1(33.33) 2 (66.67) 0

Total N (%) 43 (29.66) 65 (44.83) 37 (25.52) -

n.s.—not significant.
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Since AAT concentrations were determined in all subjects of the
Lithuanian cohort, both children of the main wheezing group and children of
the control group, we were able to compare the differences in concentrations
between the groups and determine whether the main mutation-determining
alleles affect AAT concentration. The median AAT concentration in PiMM
wheezing children (n = 129) was 148.00 (IQR 124.5-170) mg/dL and in the
control group (n = 68) was 149.5 (IQR 129.25-167.75) mg/dL.

The median AAT concentration in Pi*S wheezing children (n = 3) was 101
mg/dL and in the control group (n = 3) was 151 mg/dL.

The median AAT concentration in Pi*Z wheezing children (n = 10) was
95.3 (IQR 91.45-131.5) mg/dL and in the control group (n = 3) was 91.7
mg/dL. The median AAT concentration in wheezing children with rare
mutations (n = 3) was 154 mg/dL.

The levels of AAT in wheezers and controls with deficient variants of AAT
are shown in Figure 4.
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Figure 4. Plasma concentration of AAT in wheezers and controls in groups by
genotype.

There was no statistically significant difference in AAT levels between
main group with wheezing children and control groups by genotype.

The data we obtained confirmed the known fact that AAT concentration is
lower in cases of deficient genotypes (Figure 4).
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Pi*Z and Pi*S Frequencies in Comparison with Other Cohorts

For the comparison of Pi*Z and Pi*S allele frequencies, different groups of
subjects from different cohorts were selected. The frequencies of Pi*Z and
Pi*S alleles in our subjects per 1000 alleles were compared with the
frequencies of Pi*Z and Pi*S alleles in patients with COPD from the Central—
Eastern European AAT Network and with the frequencies of Pi*Z and Pi*S
alleles in previous nonspecific epidemiological studies (NSES) conducted
with Lithuanian residents. Allele frequencies were calculated using the same
method. It was found that the Pi*Z allele is statistically significantly more
common among wheezing children in Lithuania than among the subjects of
non-specific epidemiological studies in Lithuania.

The frequency of Pi*S and Pi*Z alleles for 1000 alleles among wheezing

children is close to the frequency of these alleles among COPD patients: Pi*S
10.3 (95% CI: 4.0-16.6) vs. 15.8 (95% CI: 6.92-24.6) and Pi*Z 44.8 (95%
CI: 32.1-57.5) vs. 46.1 (95% CI: 31.1-60.9).
The Pi*Z allele in the wheezing group is significantly different from that of
the control group (44.8 (95% CI: 32.1-57.5) vs. 20.27 (95% CI: 11.53-29.01).
And on the contrary, more Pi*S mutational variants were found in the control
group than in the wheezing group (20.27 (95% CI: 11.53-29.01) vs. 10.3 (95%
CI: 4.0-16.6) (Table 10).

Table 10. Differences in Pi*Z and Pi*S allele frequencies among wheezing
children, control group, COPD patients from the Central-Eastern European
AAT Network, and Lithuanian nonspecific epidemiological studies (NSES).
Alleles Frequencies for 1000 Alleles (95% CI)
Alleles i
Wheezing . rol Group ~ COFD Lithuanian NSES
Group Patients

44.8 (95% CI:  20.27 (95% CI:  46.1 (95% CI:

32.1-57.5) 11.53-29.01) 31.1-60.9)

10.3 (95% CL:  20.27 (95% CL:  15.8 (95% CI:
4.0-16.6) 11.53-29.01) 6.92-24.6)

CI—95% confidence interval; NSES—Lithuanian nonspecific epidemiological
studies, COPD—chronic obstructive pulmonary disease.

Pi*Z 13.6 (95% CI: 10.7-17.4)

Pi*S 15.6 (95% CI: 12.5-19.6)

Probable frequency of alpha-1 antitrypsin deficiency genotypes
After evaluating the frequency of the most frequent pathological AAT alleles
Pi*S and Pi*Z, the probable frequencies of the five most frequent AAT
deficit-determining genotypes PiIMZ, PiZZ, PiMS, PiSS, PiSZ in children with
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wheezing syndrome were calculated according to the Hardy—Weinberg law
(Table 11).

Table 11. The expected frequency of alpha-1 antitrypsin deficiency-
determining genotypes in children with wheezing syndrome was calculated
according to the Hardy-Weinberg law.

Alleles Frequencies Probable frequency of genotypes (1/0f)
Pi*Z (95% PI)  Pi*S (95% PI) MZ 77 MS SS SZ
44.8 (95% 10.3 (95% 1712 1/498  1/52  1/9344  1/1078

PI:32.1-57.5) PI:4.0-16.6)

Since three mutational genotypes were identified in the study group of
wheezing children: PiMZ, PiZZ and PiMS, comparing the frequencies of
those three expected and determined AAT deficiency-determining genotypes
in wheezing children, it was found that the determined frequency of the PiZZ
genotype is significantly higher than expected (¥2 =24.3, p <0.05) (Table 12).
No statistically significant difference was found between the observed and
expected PIMZ and PiMS genotypes.

Table 12. Evaluation of concordance between expected and determined
alpha-1 antitrypsin genotype counts in a major cohort of wheezing children.

Number of wheezing children with the

corresponding AAT-deficiency PiMZ PiZZ PiMS

genotype

Seted (S) (n=145) 7 3 3

Probable (T) (n=145) 1/12 1/498 1/52
(8-T)° 2,08 243 2,8

Pirsono ¥, T p>0,05 p<0,05 p>0,05
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CONCLUSIONS

Five of 10 SERPINAI1 gene polymorphisms are associated with
wheezing phenotypes in preschool children, respectively: rs11832,
rs17580 (PiSS), rs709932 and rs1243160 with Preschool-onset
remitting wheeze, and rs6647 and 1rs709932 with early-onset
Continuous wheeze. Wheezing in children with the PiSS genotype,
the risk of intermittent (recurrent) wheezing in preschool age is one
of the highest and differs from the general population by more than
2.5 times.

SERPINA1 polymorphisms 1s8004738 and 1s17751769 are
associated with Late childhood-onset persisting wheeze, and the same
rs17751769 and rs709932 are associated with physician-diagnosed
bronchial asthma in adolescence, but none of the 4 SERPINA1
polymorphisms associated with Preschool-onset remitting wheeze,
not associated with school-age bronchial asthma.

The frequency of Pi*Z* and Pi*S alleles in the Lithuanian group of
wheezing preschool children is 44.8 alleles per 1000 alleles (95% CI:
32.1-57.5) and 10.3 alleles per 1000 alleles (95% CI: 4.0-16.6),
respectively, and is significantly higher compared to the frequency in
the group of children without respiratory obstructive diseases and
close to the frequency of these alleles in the group of adults with
COPD. Rare mutations among wheezing preschool children account
for 2.07%.

In preschool children with the alpha-1 antitrypsin Pi*Z allele and
wheezing syndrome, alpha-1 antitrypsin concentration decreases
significantly during an episode of acute airway obstruction, but the
decrease in concentration at this age does not cause more severe
respiratory dysfunction.

AAT genotype variants are important in the etiopathogenesis of both
school-age bronchial asthma and chronic obstructive pulmonary
disease. In a heterogeneous cohort of wheezers, a COPD phenotype
can be distinguished, which could be considered not only as a
prognostic factor for COPD, but also as a clinical manifestation in
early childhood of a disease previously diagnosed exclusively in
adulthood.
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PADEKA

Esame labai dékingi visai ALSPAC komandai, kurig sudaro apklauséjai,
kompiuteriy ir laboratorijy technikai, kanceliarijos darbuotojai, mokslininkai
tyréjai, savanoriai, vadybininkai, registratoriai ir slaugytojos. Pagrinding
paramg ALSPAC teikia Jungtinés Karalystés Medicininiy tyrimy taryba ir
,»Wellcome* (dotacija Nr. 102215/2/13/2) bei Bristolio universitetas.

Esame labai dékingi visiems Lietuvos vaikams ir jy Seimoms bei
medicinos personalui, dalyvavusiems lietuviskyjy grupiy tyrime. Labai
dékojame pediatrams T. Alasevi¢iui, E. Vaitkaitienei, V. LukoSienei, R.
Sabalienei, A. Storpiritienei, V. Misevigienei ir J. Suliauskaitei, padéjusiems
surinkti Svoksc¢ianciy vaiky kraujo méginius jvairiuose Lietuvos miestuose.
Nuosirdziai dékojame S. Janciauskienei i§ Hanoverio medicinos mokyklos
(Vokietija) Vokietijos plauciy tyrimy centro BREATH uz metodologing
pagalbg ir kritinj jvertinimg bei redagavimg. Ypatinga padéka Nacionalinio
tuberkuliozeés ir plauciy ligy instituto VarSuvoje (Lenkija) komandai uz
pagalba atliekant geneting analizg.
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