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Alpha-1-Ant i t ryps in  Deficiency in Children 

Liver Ultrastrueture and Speeulations 

Summary. Fourteen liver biopsies from twelve young patients with liver diseases asso- 
ciated with homozygous, PiZZ phenotype, alpha-l-antitrypsin deficiency in their scra were 
examined by electron microscopy. 

In all these biopsies characteristic homogeneous material was found in some hepatoeytes 
and corresponded, when observed on adjacent semithin sections by light microscopy, to the 
deposit stained by periodic acid Sehiff reaction. The accumulation in perinuelear spaces 
resulted in intranuclear invaginations, but the major deposit was located in lumens of the 
endoplasmie retieulum. The limiting membranes were rough and smooth but the extent of 
the latter was so large that only this type of retieulum seemed peculiarly involved in the 
accumulating process. 

On the contrary, Golgi complexes did not seen obligatorily involved by this process 
because, when observed, they appeared almost normal even in heavily overloaded liver cells. 

At least for the PiZZ phenotype, the abnormal substance would be an asialo form of 
normal alpha-l-antitrypsin. Thus the subject of this study is the morphologie translation 
of an impairment in the synthesis of a glyeoprotein. 

In the light of data concerning the synthesis of such proteins our findings lead us to 
suggest: 

The ultrastruetural patterns observed in alpha-l-antitrypsin deficiency cannot give the 
expected morphologie evidence of the biochemical data which locate the lirst binding steps 
of monosaccharide residues in the rough endoplasmie retieulum. 

The absence of sialie acid eould not result from an enzymatic defeet primarily located 
in Golgi complexes but could be secondary to an impairment in the binding of one mono- 
saeeharide residue which improves subsequent fixation of sialie acid, in the smooth endo- 
plasmie retieulum. 

Finally it seems necessary to emphasize that the relationship between the abnormal 
substance and various important non specific lesions is largely unknown and that we don't 
know the signifieanee of polymorphous dense bodies observed in ductular cells during the 
eholcstatie period. 

Key words: Alpha-l-antitrypsin deficiency - -  Liver - -  Electron microscopy - -  Endo- 
plasmic retieulum. 

Introduction 

Certains sujets dont  le s4rum ne cont ient  que des t aux  tr6s bas d 'Mpha- l -an t i -  
t rypsine,  puissant  inhib i teur  des prot6ases, sont  eonsid6r6s comme d6Iicitaires. 

I1 a 6t6 6tabli que ce d6ficit s 'accompagne souvent ,  & l'Age adulte,  d ' u n  em- 
physbme pulmonaire  assoei6 ou non  s une a t te in te  h@at ique  (Eriksson, 1964). 
Chez l 'enfant ,  presque n n i q u e m e n t  des affections h6patiques paraissent  li6es 5, 
ce d6ficit (Sharp et al., 1969). 
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Dans certains h6patocytes de nombreux sujets d6ficitaires on peut observer, 
en microscopie optique, une substance anormale fortement color6e pax la technique 
du PAS, m@me apr~s traitement par l'alpha-amylase. 

En microscopie 61ectronique ce mat6riel anormal est localis6 duns des lumi@res 
du r6ticulum endoplasmique. 

Des 6tudes immunologiques ont montr6 qu'au minimum pour le ph6notype 
Pi ZZ, la substance anormale poss6de l'antig6nicit6 de l 'alpha-l-antitrypsine 
(Sharp, 1971 ; Berg et Eriksson, 1972; Lieberman et al., 1972 ; Palmer et al., 1973; 
Cutz et al., 1974; Feldmann et al., 1974). Elle correspondrait biochimiquement 
une variante, d6pourvue d'acide sialique terminal, de cette glycoprot6ine (Eriks- 
son et Larsson, 1975). L'anomalie concernerait donc la synth6se d'une glyco- 
prot6ine particuli6re. 

I1 est 6tabli que le lieu de synth6se des glycoprot6ines normales est le r6ticulum 
endoplasmique mais quelques divergences subsistent entre biochimistes et mor- 
phologistes sur la participation du r6ticulum endoplasmique granulaire duns 
l'accrochage de r6sidus monosaccharidiques (Carasso eta l . ,  1970; Ovtracht et 
Thierry, 1972; Redman et Cherian, 1972). En cons6quence notre 6rude ultra- 
structurale a essentiellement port6 sur les aspects du r6ticulum endoplasmique 
en relation avec le processus d'accumulation de substance anormale. 

Materiel elinique et m6thodes 
Quatorze ponction-biopsies du foie furent pratiqu6es chez douze enfants atteints d'une 

affection h6patique associ6e ~ un d6ficit s6rique en alpha-l-antitrypsine. 
Lcs ph6notypcs Pi furent 6tablis selon les m6thodes pr6conis6es par Laurell ct Eriksson 

(1963), Fagerhol et Brand (1965) et Fagerhol et Laurell (1967). Le pouvoir inhibiteur du 
s6rum vis & vis de la trypsine fur mesur6 avec la technique de Bieth et al. (1969) et la concen- 
tration s6rique en alph~-l-antitrypsine fur appr6ci6e par la m6thode de 1VIancini et aL (1965). 

Pour la microscopie 61ectronique les pr616vements h6patiques furent fix6s par le glu- 
tarald6hyde 5~ 2.5% dans le tampon phosphate (0,1 M, pI-I 7,4) pendant 1 hcure et/ou par 
l'acide osmique & 1% dans le re@me tampon pour la m@me dur6e. Ils furent d6shydrat6s dans 
des solutions d'alcool 6thyliquc ~ concentrations croissantes puis dans le propyl~ne et inclus 
dans l'Epon 812. Les coupes ultrafines, contrast6es par l'ac6tate d'uranyle et le citrate de 
plomb, furent examin6cs au microscope 61ectronique Elmiskop 101 Siemens. 

[Pour la microscopie optique, des coupes semi-fines, de 0,5 5~ 1 tim d'6paisseur, furent 
color6es par la m6thode du PAS apr6s avoir cnlcv6 la r6sine selon la m6thode de Lane et 
Europa (1965). 

R6sultats 

Diff6rentes donn6es cliniques et biologiques sont r6sum6es pour chaque mala- 
des dans le tableau 1. Tous les sujets sont de ph6notype Pi ZZ.  

Tousles pr616vements h6patiques contenaient de la substance anormale dans 
eertains h6patocytes. Cette substance, color6e par le PAS sur les coupes semi- 
fines rue en microscopic optique, correspond sur les coupes ultrafines destin6es 

la microscopic 61ectronique & un mat6riel mod6r6ment dense, homog~ne & 
faible grossissement, finement fibrillaire & plus fort (fig. 1). Ce mat6riel est contenu 
duns des citernes du r6ticulum endoplasmique qu'il distend et dont il 6pouse 
g6n6ralement les contours. La surface des membranes limitant les zones d'ac- 
cumulation paralt essentiellement lisse malgr6 la pr6sence en quelques endroits 
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Fig. 1. La substance anormale ( , )  apparalt ,  en mieroscopie optique, sous forme de globules 
color,s par  le PAS (encart) et  correspond, en microscopie ~]ectronique, s un  materiel homo- 
g~ne situ~ dans des citernes d i la~es  du r6ticulum endoplasmique. Ici une fine membrane 

basale (fISche) s~pare cet h~patocyte de la fibrose 

de rares petits groupements ribosomiques (fig. 2). La dilatation du r6ticulum 
d6borde les zones de stockage et coneerne alors le r6tieulum aussi bien lisse que 
granulaire; sa lumi~re ,g6n6ralement vide, peut parfois contenir un mat6riel 
grossigrement fibrillaire (fig. 2 et 3). 

Les quelques appareils de Golgi obscrv6s avaient un aspect presque normal 
sans grande dilatation ni accumulation de substance anormale, m6me dans des 
h6patocytes oh le stoekage 6tait ailleurs tr6s important (fig. 4). 
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Fig. 2. La plus grande partie de la surface des membranes limitant les d6p6ts ($) est lisse. 
Cependant quelques rares ribosomes attaches (fl~che) d6finissent de petites portions granulai- 
res en regard desquelles la lumi~re est occup~e par un mat6riel plus volontier fibrillaire 

(m]) qu'homoggne 

Fig. 3. En dehors des zones de d6pSt ($) le r6tieulum endoplasmique est 6galement souvent 
dilat6 mais la distinction entre sa vari6t6 granulaire (reg) et lisse (rel) n'offre g~n6ralement 

aueune difficult6 
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Cas Age au Sexe P.I.T. A.1.A.T. Ict~re 
moment de (1) (2) 
Ia biopsie D6bu t  Fin 

H.T.P. 
(3) 

Reeul 

1 3m.  9 0,60 43 3ej. 12%. -- 6m.  

2 11 a. ~ 0,31 57 10es. 11%. -/- 12 a. 

3 8m.  ~ 0,66 80 2ej. 12%. --  8m.  

/ lgre biop. 3m.  
4 ~ 0,27 80 2ej. 32%. -- 24m. 

i2~me biop. 17m. 

5 6 a. 9m.  2 0,60 60 2ej. 40%. ~ 7 a. 5m.  

6 11 m. ~ 0,36 50 3ej. 10%. -- 20m.  

7 16m. 9 0,35 102 2%. 40es. -- 29m. 

8 7 m. ~ 0,56 60 6%. 26es. -- 19m. 

9 2m.  ~ 0,68 55 14ej. 10%. -- 6m. 

l0 3m.  ~ 0,45 76 10ej. 56es. -- 14m. 

11 28m. ~ 0,72 68 2ej. 56%. --  36m. 

/ l~re biop. 2m.  3ej. 6ej. 
12 ~ 0,67 76 7m.  

(26me biop. 6m.  6%. 14%. -- 

(1) P.I.T. = Pouvoir inhibiteur de l a trypsine. Normale: 1,89 • 0,60 U/ml. 
(2) A.1.A.T. -- Concentration en alpha-l-antitrypsine. Normale: 300 ~- 100 mg/100 ml. 
(3) H.T.P. = Hypertension portale. 

Des  i n v a g i n a t i o n s  in t r anuc l6a i r e s  e o n t e n a n t  un  ma t6 r i e l  h o m o g 6 n e  moins  

dense  mais  6 g a l e m e n t  color6 pa r  le P A S  en mic roscop ic  op t ique ,  on t  6t6 not6es  

dans  que lques  eas (fig. 5). 

A e6t6 du  d6p6t  de  s u b s t a n c e  a n o r m a l e  des 16sions asp6ei f iques  in tenses  e t  

6 t endues  son t  s s igna le r :  t o u t  d ' a b o r d  une  i m p o r t a n t e  s t6atose,  puis  s un  m o i n d r e  

degr6 d iverses  16sions m e m b r a n a i r e s  e t  d ivers  corps  denses  p o l y m o r p h e s  (fig. 4). 

Ces a l t6 ra t ions  t o u e h e n t  aussi  b ien  des h 6 p a t o e y t e s  sureharg6s  que  d ' au t r e s .  D a n s  

sept  de  nos eas des  due tu l e s  ou des jone t ions  eana l i eu lo -due tu l a i r e s  o n t  6t6 

eoneern6s  pa r  les coupes.  Chez e inq  d ' e n t r e  eux ,  les seuts pone t ionn6s  en  p6r iode 

eho l6s ta t ique ,  de  n o m b r e u x  gros  a m a s  de  s t r u c t u r e  p o l y m o r p h e  o e e u p a i e n t  le 

e y t o p l a s m e  d ' u n  g r a n d  n o m b r e  de  eel lules due tu l a i r e s  (fig. 6). 

Fig. 4. Alors que les complexes de Golgi n'apparaissent pas tr~s modifi4s (g -~ ) le cytoplasme 
de eet h6patoeyte qui eontient de la substance anormale ($) est le si~ge de 16sions non spgci- 
fiques: st6atose (S), corps denses h6t~roggnes et vaeuolaires (fl6ehes), figures pseudo-my~li- 

niques (m) 

Fig. 5. Quelques invaginations intranucl6aires (i) sont parfois rencontr6es. Noter ici un corps 
dense h6t6roggne dans le eytoplasme (fl~ehe) 
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Fig. 6. Jonction can~liculo-ductulaire dont la lumi~re (L) est bord@e p~r des h6patocytcs (H) 
et des ccllules ductulaircs (D). Ces derni~res contiennent souvent, & la p@riodc cholestatique, 

de nombreux corps polymorphes, denses et vacuolaires (fl~ches) 

Discussion 

Notre 6tude ultrastructurale confirme que dans certains h@patocytes d'en- 
rants ayant  une maladie h6patique associ@e s un d4ficit s~rique en alpha-l-anti-  
trypsine de ph6notype PiZZ, s 'accumule une substance homog@ne caracteristique 
sinon pathognomonique. Cette substance correspond sur ]es coupes semi-fines 
adjacente s celle co]or@e par le PAS en microscopie optique. 

Elle est contenue dans la ]umi@re du r@ticulum endoplasmique. La pr6sence 
de quelques petits groupements de ribosomes attachSs aux membranes de ce 
r@ticulum signe ]a nature granulaire de ce r@ticulum au niveau de ces groupements. 
Cependant, contrairement ~ la majorit6 des observateurs (Sharp etal . ,  1969; 
Berg et Eriksson, 1972; Campra etal . ,  1973; Cohen etal . ,  1973; Hug, 1973; 
Cutz et al., 1974) ~ l 'exception de Glasgow et al. (1973), il nous paralt  important  
de souligner qu'cn raison de la pauvret@ et de ia rarct~ de tels groupcments ribo- 
somiques il ne semble pas que le rSticulum endoplasmique granulaire participe 
act ivement au processus d'accumulation. 

Les deux rSticulum 6tant en continuit6, la forte accumulation au niveau du 
type ]isse pourrait  d@border en regard du type granulaire et il en serait de m6me 
dans ]a localisation p6rinucl@aire aboutissant ~ la formation des invaginations 
intranucl~aires signal6es. On nc peut donc pas trouver ici la preuve morphologique 
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a t t endue  pa r  cer ta ins  bioehimistes  qui ont  6tabl i  que la premi6re 6tape d 'aeero-  
chage des r6sidus monosacchar id iqnes  des glycoprot6ines  se s i tuera i t  au n iveau  du  
r6 t ieulum endoplasmique  granula i re  (Redman  et  Cherian, 1972). 

Cox (1973) a avane6 l ' hypo th6se  que, pour  le ph6notype  Pi  ZZ, l ' absenee  
d 'ac ide  sial ique serai t  g l 'or igine du  processus d ' a ccumula t i on  in t rah6pa tocy ta i re .  
L ' ace rochage  de eet acide a no rma lemen t  lieu au n iveau  de l ' appa re i l  de Golgi. 
Dans  not re  mat6r ie l  ce t te  organi te  cellulaire ava i t  un aspect  sens ib lement  no rma l  
m6me darts des h6pa toey tes  fo r t ement  sureharg6s pa r  ailleurs.  Leur  r61e dans 
le processus de s toekage ne semble  done pas  p r imord ia l  et  seule une anomal ie  
dans  la f ixa t ion  d ' u n  r6sidu monosacchar id ique  au n iveau  du r6t ieulum endo- 
p lasmique  pour ra i t  expl iquer  un d6faut  d ' aecrochage  ul t6rieur  d ' ac ide  sialique 
sans pa r t i c ipa t ion  direete  des complexes  golgiens. L 'absence  de s ia lyl t ransf6rase 
s6rique eonstat6e pa r  K u h l e n s c h m i d t  et al. (1974) chez un suje t  d6fici taire de 
ph6no type  Pi  ZZ pour ra i t  alors s ' expl iquer  pa r  une r6pression de sa synth6se 
r6su l t an t  de sa non-ut i l i sa t ion.  

De fa~on plus g6n6rale la diversi t6 des ph6notypes  Pi  du  syst6me a lpha-  
1-ant i t ryps in ique ,  observ6e ehez des sujets  d6fieitaires ou a p p a r e m m e n t  normaux ,  
pour ra i t  d6couler de diff6rences p o r t a n t  sur la quali t6 du r6sidu monosaeehar i -  
dique e t /ou  sur le mode  de sa f ixat ion,  l ' a ccumula t ion  in t r ah6pa tocy ta i r e  de 
subs tance  anormale  ne su rvenan t  que dans  les cas d ' impossibi l i t6  ul t6rieure d ' u n  
couplage avee l ' ac ide  sialique. 

La  g6n6se des 16sions non sp6cifiques recontr6es chez les malades  a t t e in t s  de 
t roub les  h6Fat iques  reste  inexpliqn6e.  

Nous ignorons de mgme quelle s ignif icat ion ont  les modif icat ions  que nous 
avous  constat6,  un iquemen t  en p6riode eholes ta t iqne  ehez des enfants  ~g6s de 
moins de six mois, dans  de nombreuses  cellules ductulai res .  En  effet, des modi-  
f icat ions ident iques  ont  6t6 consid6r6es comme pa thologiques  ehez l ' adu l t e  
(Chedid et al., 1974) alors que ehez l ' en fan t  elles ont  6t6 signal6es aussi bien darts 
des eas d 'a t r6s ie  des voies bil iaires ex t rah6pa t iques  (Hol lander  et  Schaffner,  1969) 
que chez des nouveaux-n6s  exempts  de rou te  affect ion h6pat ique  ou bil iaire 
(Goldfisher et Bernstein,  1969). 

R~sumd. Quatorze biopsies h6patiques chez douze enfants atteints d'une maladie h6patique 
associ6e s un d6ficit s6rique en alpha-l-antitrypsine de ph6notype PiZZ ont 6t6 examin6es 
en microscopie 61ectronique. 

Dans tous ces pr616vements existaient des h6patocytes eontenant dans des citernes du 
rgticulum endoplasmique un mat6riel homog~ne qui correspondait, sur les coupes semi-fines 
adjacentes rues en mieroscopie optique, aux globules colords par la r6action du PAS. 

Le m6me mat6riel 6fair parfois visible sous forme d'invaginations intranuel6aires r6sultant 
vraisemblabtement d'un dgpot dans des espaces p6rinucl6aires. 

Malgr6 cette localisation qui appartient aux deux types de r6ticulum endoplasmique, 
malgr6 quelques rares groupements ribosomiques aecroch6s aux membranes limitant les 
autres aires d'aecumulation, l'6tendue des surfaces lisses bordant ces aires est si vaste que 
seul le r6ticutum endoplasmique lisse nous parait directement impliqu6 dans le processus 
de d6p6t. 

Par contre les appareils de Golgi ne nous ont pas paru obligatoirement coneern6s par ce 
processus ear ehaque lois qu'ils furent rep6r6s ils apparaissaient sensiblement normaux mgme 
dans des h6patocytes fortement surcharg6s par ailleurs. 

I1 a 6t6 montr6 que la substance anormale correspondait, au moins pour le ph6notype 
PiZZ, ~ une variante, d6pourvue d'acide sialique, de l 'alpha-l-antitrypsine normale. 
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Nous sommes donc en presence dans notre materiel de la traduction morphologique d'un 
trouble touchant la synth~se d'une glycoprot~ine. 

A la lumi~rc des donn~es actuelles eoncernant la synth@se de ce type de prot@ines nos 
eonstatations nous am~nent & formuler les propositions suivantes: 

Les aspects ultrastructuraux observes dans les d@ficits en alpha-l-antitrypsine ne peuvent 
apporter la preuve morphologique attendue qui corroborerait les travaux biochimique situant 
les premieres 4tapes d'acerochage des r~sidus monosaccharidiques au niveau du r~ticulum 
endoplasmique granulaire. 

L'absence d'acide sialique pourrait ne pas r@sulter d'une carence enzymatique initialement 
localis@s dans l'appareil de Golgi mais @tre secondaire k un trouble concernant la fixation, 
dans le r4ticulum endoplasmique lisse, d 'un des r~sidus monosaccharidiques crop@chant 
l'accrochage ult@rieur de l'acide sialique. 

I1 nous parait n~cessaire enfin de souligner notre ignorance sur le rhle que joue la sub- 
stance anormale dans la constitution des importantes l@sions asp@ifiques touchant de nom- 
breux h4patocytes et sur la signification des corps denses polymorphes que nous avons ren- 
contres dans des cellules ductulaires en p4riode chol@statique. 
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