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Alpha-1-Antitrypsin Deficiency in Children
Liver Ultrastructure and Speculations

Summary. Fourteen liver biopsies from twelve young patients with liver diseases asso-
ciated with homozygous, PiZZ phenotype, alpha-1-antitrypsin deficiency in their sera were
examined by electron microscopy.

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

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-1-antitrypsin. Thus the subject of this study is the morphologic translation
of an impairment in the synthesis of a glycoprotein.

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

The ultrastructural patterns observed in alpha-1-antitrypsin deficiency cannot give the
expected morphologie evidence of the biochemical data which locate the first binding steps
of monosaccharide residues in the rough endoplasmic reticulum.

The absence of sialic acid could not result from an enzymatic defect primarily located
in Golgi complexes but could be secondary to an impairment in the binding of one mono-
saccharide residue which improves subsequent fixation of sialic acid, in the smooth endo-
plasmic reticulum.

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 significance of polymorphous dense bodies observed in ductular cells during the
cholestatic period.

Key words: Alpha-1-antitrypsin deficiency — Liver — Electron microscopy — Endo-
plasmic reticulum.

Introduction

Certains sujets dont le sérum ne contient que des taux trés bas d’alpha-1-anti-
trypsine, puissant inhibiteur des protéases, sont considérés comme déficitaires.
11 a été établi que ce déficit s’accompagne souvent, 4 ’Age adulte, d’un em-
physéme pulmonaire associé ou non & une atteinte hépatique (Eriksson, 1964).

Chez lenfant, presque uniquement des affections hépatiques paraissent lides &
ce déficit (Sharp ef al., 1969).



20 J. M. Scotto et al.

Dans certains hépatocytes de nombreux sujets déficitaires on peut observer,
en microscopie optique, une substance anormale fortement colorée par la technique
du PAS, méme aprés traitement par I'alpha-amylase.

En microscopie électronique ce matériel anormal est localisé dans des lumiéres
du réticulum endoplasmique.

Des études immunologiques ont montré qu’au minimum pour le phénotype
Pi ZZ, la substance anormale posséde 'antigénicité de 1’alpha-1-antitrypsine
(Sharp, 1971 ; Berg et Eriksson, 1972; Lieberman et al., 1972; Palmer et al., 1973;
Cutz ef al., 1974 ; Feldmann et al., 1974). Elle correspondrait biochimiquement a
une variante, dépourvue d’acide sialique terminal, de cette glycoprotéine (Eriks-
son et Larsson, 1975). L’anomalie concernerait donc la synthése d’une glyco-
protéine particuliére.

Il est établi que le lieu de synthése des glycoprotéines normales est le réticulum
endoplasmique mais quelques divergences subsistent entre biochimistes et mor-
phologistes sur la participation du réticulum endoplasmique granulaire dans
I’accrochage de résidus monosaccharidiques (Carasso ef al., 1970; Ovtracht et
Thierry, 1972; Redman et Cherian, 1972). En conséquence notre étude ultra-
structurale a essentiellement porté sur les aspects du réticulum endoplasmique
en relation avec le processus d’accumulation de substance anormale.

Matériel elinique et méthodes

Quatorze ponction-biopsies du foie furent pratiquées chez douze enfants atteints d’une
affection hépatique associée 3 un déficit sérique en alpha-1-antitrypsine.

Les phénotypes Pi furent établis selon les méthodes préconisées par Laurell et Eriksson
(1963), Fagerhol et Brand (1965) et Fagerhol et Laurell (1967). Le pouvoir inhibiteur da
sérum vis & vis de la trypsine fut mesuré avec la technique de Bieth ef al. (1969) et la concen-
tration sérique en alpha-1-antitrypsine fut appréciée par la méthode de Mancini et al. (1965).

Pour la microscopie électronique les prélévements hépatiques furent fixés par le glu-
taraldéhyde & 2.5% dans le tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) pendant 1 heure et/ou par
I’acide osmique & 1% dans le méme tampon pour la méme durée. Ils furent déshydratés dans
des solutions d’alcool éthylique & concentrations croissantes puis dans le propyléne et inclus
dans 'Epon 812. Les coupes ultrafines, contrastées par I’acétate d’uranyle et le citrate de
plomb, furent examinées au microscope électronique Elmiskop 101 Siemens.

Pour la microscopie optique, des coupes semi-fines, de 0,5 & 1 um d’épaisseur, furent
colorées par la méthode du PAS aprés avoir enlevé la résine selon la méthode de Lane et
Europa (1965).

Résultats

Différentes données cliniques et biologiques sont résumées pour chaque mala-
des dans le tableau 1. Tous les sujets sont de phénotype Pi ZZ.

Tous les prélévements hépatiques contenaient de la substance anormale dans
certains hépatocytes. Cette substance, colorée par le PAS sur les coupes semi-
fines vue en microscopie optique, correspond sur les coupes ultrafines destinées
4 la microscopie électronique & un matériel modérément dense, homogéne &
faible grossissement, finement fibrillaire & plus fort (fig. 1). Ce matériel est contenu
dans des citernes du réticulum endoplasmique qu’il distend et dont il épouse
généralement les contours. La surface des membranes limitant les zones d’ac-
cumulation parait essentiellement lisse malgré la présence en quelques endroits
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Fig. 1. La substance anormale (%) apparait, en microscopie optique, sous forme de globules

colorés par le PAS (encart) et correspond, en microscopie électronique, & un matériel homo-

géne situé dans des citernes dilatées du réticulum endoplasmique. Ici une fine membrane
basale (fléche) sépare cet hépatocyte de la fibrose

de rares petits groupements ribosomiques (fig. 2). La dilatation du réticulum
déborde les zones de stockage et concerne alors le réticulum aussi bien lisse que
granulaire; sa lumiére ,généralement vide, peut parfois contenir un matériel
grossierement fibrillaire (fig. 2 et 3).

Les quelques appareils de Golgi observés avaient un aspect presque normal
sans grande dilatation ni accumulation de substance anormale, méme dans des
hépatocytes ou le stockage était ailleurs trés important (fig. 4).
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Fig. 2. La plus grande partie de la surface des membranes limitant les dépots (%) est lisse.

Cependant quelques rares ribosomes attachés (fléche) définissent de petites portions granulai-

res en regard desquelles la lumilre est occupée par un matériel plus volontier fibrillaire
(mf) qu’homogéne

Fig. 3. En dehors des zones de dépdt (k) le réticulum endoplasmique est également souvent
dilaté mais la distinction entre sa variété granulaire (reg) et lisse (rel) n’offre généralement
aucune difficulté
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Tableau 1
Cas Age au Sexe PIT. A1.AT. Ictére HT.P. Recul
moment de (1) (2) _— (3)
la biopsie Début. Fin
1 3m. Q 0,60 43 3%, 128s. — 6 m.
2 11 a. 3 0,31 57 108s. 11%a. + 12 a.
3 8 m. 3 0,66 80 2¢j. 12¢s. — 8 m.
1lére biop. 3 m.
4 3 0,27 80 2ej. 320, - 24 m.
2¢eme biop. 17 m.
5 6a.9m. Q 0,60 60 285. 408s. + 7a. 5m.
6 11 m. 3 0,36 50 3°j.  10¢s. - 20 m.
7 16 m. Q 0,35 102 2%s. 40%s. - 29 m.
8 7 m. g 0,56 60 6°s. 26%s. — 19 m.
9 2 m. 3 0,68 35 148]. 10%s. — 6 m.
10 3 m. 3 0,45 76 1083. 56%s. — 14 m,
11 28 m. Q@ 0,72 68 2¢]. 56°s. -+ 36 m.
1ére biop. 2 m. 3°j. 6.
12{ 3 0,67 76 7 m.
2éme biop. 6 m. 6°s. 1485, —

(1) P.I.T. = Pouvoir inhibiteur de la trypsine. Normale: 1,89+ 0,60 U/ml.
(2) A.1LA.T. = Concentration en alpha-1-antitrypsine. Normale: 300 4- 100 mg/100 ml.
(3) H.T.P. = Hypertension portals.

Des invaginations intranucléaires contenant un matériel homogéne moins
dense mais également coloré par le PAS en microscopie optique, ont été notées
dans quelques cas (fig. 5).

A coté du dépdt de substance anormale des lésions aspécifiques intenses et
étendues sont a signaler: tout d’abord une importante stéatose, puis & un moindre
degré diverses lésions membranaires et divers corps denses polymorphes (fig. 4).
Ces altérations touchent aussi bien des hépatocytes surchargés que d’autres. Dans
sept de nos cas des ductules ou des jonctions canaliculo-ductulaires ont été
concernés par les coupes. Chez cing d’entre eux, les seuls ponctionnés en période
choléstatique, de nombreux gros amas de structure polymorphe occupaient le
cytoplasme dun grand nombre de cellules ductulaires (fig. 6).

Fig. 4. Alors que les complexes de Golgi n'apparaissent pas trés modifiés (g —) le cytoplasme

de cet hépatocyte qui contient de la substance anormale (k) est le siége de lésions non spéci-

fiques: stéatose (S), corps denses hétérogénes et vacuolaires (fléches), figures pseudo-myéli-
niques (m)

Fig. 5. Quelques invaginations intranucléaires (¢) sont parfois rencontrées. Noter ici un corps
dense hétérogene dans le cytoplasme (fléche)
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Fig. 6. Jonction canaliculo-ductulaire dont la lumiére (L) est bordée par des hépatocytes (H)
et des cellules ductulaires (D). Ces derniéres contiennent souvent, & la période cholestatique,
de nombreux corps polymorphes, denses et vacuolaires (fléches)

Discussion

Notre étude ultrastructurale confirme que dans certains hépatocytes d’en-
fants ayant une maladie hépatique associée & un déficit sérique en alpha-1-anti-
trypsine de phénotype PiZZ, s’accumule une substance homogéne caracteristique
sinon pathognomonique. Cette substance correspond sur les coupes semi-fines
adjacente & celle colorée par le PAS en microscopie optique.

Elle est contenue dans la lumiére du réticulum endoplasmique. La présence
de quelques petits groupements de ribosomes attachés aux membranes de ce
réticulum signe la nature granulaire de ce réticulum au niveau de ces groupements.
Cependant, contrairement & la majorité des observateurs (Sharp etal., 1969;
Berg et Eriksson, 1972; Campra efal., 1973; Cohen et al., 1973; Hug, 1973;
Cutz et al., 1974) a l'exception de Glasgow et al. (1973), il nous paralt important
de souligner qu’en raison de la pauvreté et de la rareté de tels groupements ribo-
somiques il ne semble pas que le réticulum endoplasmique granulaire participe
activement au processus d’accumulation.

Les deux réticulum étant en continuité, la forte accumulation au niveau du
type lisse pourrait déborder en regard du type granulaire et il en serait de méme
dans la localisation périnucléaire aboutissant & la formation des invaginations
intranucléaires signalées. On ne peut donc pas trouver ici la preuve morphologique
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attendue par certains biochimistes qui ont établi que la premiére étape d’accro-
chage des résidus monosaccharidiques des glycoprotéines se situerait au niveau du
réticulum endoplasmique granulaire (Redman et Cherian, 1972).

Cox (1973) a avancé I’hypothése que, pour le phénotype Pi ZZ, 'absence
d’acide sialique serait & 1'origine du processus d’accumulation intrahépatocytaire.
I’accrochage de cet acide a normalement lieu au niveau de I’appareil de Golgi.
Dans notre matériel cette organite cellulaire avait un aspect sensiblement normal
méme dans des hépatocytes fortement surchargés par ailleurs. Leur role dans
le processus de stockage ne semble donc pas primordial et seule une anomalie
dans la fixation d’un résidu monosaccharidique au niveau du réticulum endo-
plasmique pourrait expliquer un défaut d’accrochage ultérieur d’acide sialique
sans participation directe des complexes golgiens. L’absence de sialyltransférase
sérique constatée par Kuhlenschmidt ef al. (1974) chez un sujet déficitaire de
phénotype Pi ZZ pourrait alors s’expliquer par une répression de sa synthése
résultant de sa non-utilisation.

De fagon plus générale la diversité des phénotypes Pi du systéme alpha-
1-antitrypsinique, observée chez des sujets déficitaires ou apparemment normaux,
pourrait découler de différences portant sur la qualité du résidu monosacchari-
dique et/ou sur le mode de sa fixation, l'accumulation intrahépatocytaire de
substance anormale ne survenant que dans les cas d’impossibilité ultérieure d’un
couplage avec 1'acide sialique.

La génése des Iésions non spécifiques recontrées chez les malades atteints de
troubles hépatiques reste inexpliquée.

Nous ignorons de méme quelle signification ont les modifications que nous
avons constaté, uniquement en période cholestatique chez des enfants 4gés de
moins de six mois, dans de nombreuses cellules ductulaires. En effet, des modi-
fications identiques ont été considérées comme pathologiques chez I'adulte
(Chedid ef al., 1974) alors que chez 'enfant elles ont été signalées aussi bien dans
des cas d’atrésie des voies biliaires extrahépatiques (Hollander et Schaffner, 1969)
que chez des nouveaux-nés exempts de toute affection hépatique ou biliaire
(Goldfisher et Bernstein, 1969).

Résumé. Quatorze biopsies hépatiques chez douze enfants atteints d'une maladie hépatique
associée & un déficit sérique en alpha-1l-antitrypsine de phénotype PiZZ ont été examinées
en microscopie électronique.

Dans tous ces prélévements existaient des hépatocytes contenant dans des citernes du
réticulum endoplasmique un matériel homogéne qui correspondait, sur les coupes semi-fines
adjacentes vues en microscopie optique, aux globules colorés par la réaction du PAS.

Le méme matériel était parfois visible sous forme d’invaginations intranucléaires résultant
vraisemblablement d'un dépot dans des espaces périnucléaires.

Malgré cette localisation qui appartient aux deux types de réticulum endoplasmique,
malgré quelques rares groupements ribosomiques accrochés aux membranes limitant les
autres aires d’accumulation, ’étendue des surfaces lisses bordant ces aires est si vaste que
seul le réticulum endoplasmique lisse nous parait directement impliqué dans le processus
de dépdt.

Par contre les appareils de Golgi ne nous ont pas paru obligatoirement concernés par ce
processus car chaque fois qu’ils furent repérés ils apparaissaient sensiblement normaux méme
dans des hépatocytes fortement surchargés par ailleurs.

Il a été montré que la substance anormale correspondait, au moins pour le phénotype
PiZZ, & une variante, dépourvue d’acide sialique, de I’alpha-1-antitrypsine normale.
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Nous sommes done en présence dans notre matériel de la traduction morphologique d’un
trouble touchant la synthése d’une glycoprotéine.

A la lumiére des données actuelles concernant la synthése de ce type de protéines nos
constatations nous ameénent & formuler les propositions suivantes:

Les aspects ultrastructuraux observés dans les déficits en alpha-1-antitrypsine ne peuvent
apporter la preuve morphologique attendue qui corroborerait les travaux biochimique situant
les premiéres étapes d’accrochage des résidus monosaccharidiques au niveau du réticulum
endoplasmique granulaire.

L’absence d’acide sialique pourrait ne pas résulter d’une carence enzymatique initialement
localisées dans Pappareil de Golgi mais étre secondaire & un trouble concernant la fixation,
dans le réticulum endoplasmique lisse, d’'un des résidus monosaccharidiques empéchant
lacerochage ultérieur de 1’acide sialique.

Il nous paralt nécessaire enfin de souligner notre ignorance sur le réle que joue la sub-
stance anormale dans la constitution des importantes lésions aspécifiques touchant de nom-
breux hépatocytes et sur la signification des corps denses polymorphes que nous avons ren-
contrés dans des cellules ductulaires en période choléstatique.
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