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Déficit en Alpha-1-antitrypsine :
ROle du biologiste dans le dépistage




Intfroduction

» [955: découverte de I'AAT par
Jacobsson

» [963: découverte du déficit
par Laurell et Eriksson

» Plus de 100 variants décrits en
isoélectrofocalisation

Protéines totales :61 g/l rRapp. A/G:1.9 ™ Une maladie génétique plutot
Nom % Normales % g fréq UeﬂTe ( ] /QOOO‘SOOO) |
adld = -y b ®
Albumin 66.0 35.8-66.1 40.3 Upper: Case No. 2. Middle: Normal. Lower: Case No. 5.
» < 2. - “9 - . . .
::p:' ; 32 ’ ;) " ;; . L Fig. 1. Paper electrophoretic protein pattern of sera
&':.a e o 102 e = Population majoritaire from two patients with ay-antitrypsin deficiency
Gamma 11.9 11.1- 188 7.3 caucasienne and from 2a control.
Deg:hgmet,,Mos efli, Lombard, Un déficit sévere en alphal-antitrypsine révélé par Laurell, C.-B., and S. Eriksson. 1963. The electrophoretic a-1-globulin pattern of
un ictére néonat@l R8vue Francophone des Laboratoires,Volume 2021, Issue serum in a-1-antitrypsin deficiency. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 15:132-140.
536,2021



Un exemple de serpinopathie

®» Serpines = serine protease inhibitor

Alzheimer’s disease,
yﬁ{ FENIB, and Prion disease
42 ‘.: Abnormaol Polymers Accumulotion \

m™m / N
< : y . 7

W E Obesity and Diabetes » 30% d'homologie de sequence
— insulin Resistonce

. . Se,, -.g:

Kidney diseases “ing 3

Glomerulopathies
Renal carcinoma

" Antiinflammtory Actions nucléotidique avec AAT et structure 3D
) 0?} Reduce Food Intake
‘,/ commune

Serpfn A7

» Al = AAT
-
3
= Liver Di - . .
3 Abnormal :::me:e.-:::mufation - A3 - OnTIChymOTrypSIHe
: Hepatocellular carcinoma
u

Cardiomyopathy » = -

Cardiac Fibrosis ﬁ E ] PA' ]

Hypertension /% ’/V-lQ

::,;4 Pmm » C1 = Antithrombine
} » Gl =Cl inhibiteur

Emphysema
Elostase Activity
Antl-inflammatory and Anticoagulant Activities

Sanchez-Navan nzalez-Sorria, Caldino-Bohn, Bobadilla.
An integrative vielw ofgserpins in health and disease: the conftribution of SerpinA3. Am J Physiol Cell Physiol 2020



Alpha-T-antitrypsine

» Glycoprotéine de 394 AA, nombreuses isoglycoformes
» Concentration plasmatique normale entre 0,9 et 2 g/L
» Synthese hépatique majoritaire

» Protéine positive de la phase aigue de I'inflammation
» Principal inhibiteur de protéases chez I'humain

» |nhibe principalement I'élastase neutrophilique

. | » Anfi-inflammatoire, anfi-apoptotique, anti-angiogénique,
Esquinas, Belmonte et al. Structural and clinical characterization of novel missense Inhlbe |O CrOISSOnce Tumorcle

variants of SERPINAT §ene causing alpha-1 antitrypsin deficiency. European Respiratory
Journal Sep 2019



Fonctionnement de I'alpha-T1-antitrypsine

» 3 feuillets béta plisses
(A,B,C)

Neutrophil § |
elastase

» ] boucle centrale réactive
jouant le role de pseudo
substrat pour la sérine
protéase

Alpha-1
antitrypsin

» Résidus P1-P1’ MET-SER au
centre de la boucle, clivés
par la protéase

Elastase binds Reactive center Cleaved reactive loop Both molecules

to the refaclnl')\;'e is cleaved zlnaps back wcil:;d bound and inactivated » Phénomene de
center of alpha-1 astase atta
antitrypsin molecule « mousetrap »

Stoller JK. Al 1 antitrypsin deficiency: An underrecognized, freatable cause of COPD. Cleve Clin
J Med. 2016, 1 27399863.



Une pathologie conformationnelle :
Polymérisation du variant Z

Gooptu B, Hazes B, Chang W-SW, et al. Inactive conformation of the serpin al-antichymoftrypsin indicates two stage insertion of the reactive loop; implications for inhibitory function and
conformational disease. Proc Natl Acad Sci USA 2000;97:67-72




Nomenclature et decouverte des variants de I'AAT

PiZZ = Patient homozygote pour I'allele 7

MP FMMX MYZZ SZ SS MV IM FS MS MZ IS IM MM

!'l « M4
+ M6

- e M7

—— T wmes =

— - — — e M8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Balduyck M, et al. Diagnosis of alpha-1 antitrypsin deficiency: Modadlities, indications and diagnosis strategy. Revue des Maladies Respiratoires (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.rmr.2014.06.001



Mecanismes génetigues

Transmission autosomique récessive

14g32.13
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! » gene SERPINAT = Chromosome
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SERPIN

H

\
\
1
1
1
\
\
1
\
'
\
’
’
’
,
’
’
s
’

" SERPINA1 gene

» Quatre exons codants 2,3,4,5
12 1bic 2 3 4 5
|| | | | ®» 3 exons non codants 1a, 1b, 1c
Macrophage ‘I'allele ‘S’ allele 'Z' allele , , .
TN F allele servant de sequences regulatrices
N o
Transcriptional
Promoters

Kimberley E. Foil. Variants of SERPINA1 and the increasing complexity of testing for alpha-1
ntitrypsin deficiency. Ther Adv Chronic Dis 2021



Deux variants pathogenes fréquents

0O <0.02
H 0.02-0.04

> Variant S = Fréquence dans le monde 2-3%

- Substitution p.Glu288Val
- Apparait dans la péninsule Ibérique , date inconnue
- Pas d'impact clinique si non associé au variant Z

O <0.005
@ 0.005-0015

> Variant Z = Fréquence dans le monde 1%, le plus pathogene

- Substitution p.Glu366Lys

- Apparait en Scandinavie il y a 2000 ans

- Gradient de fréquence décroissant Nord-Sud

- Allele formant le plus de polymeres et le plus vite
- 95% des déficits severes

Figure 2 Frequencies of {A) PI*S and (B) PI*Z genes in Europe.

| visetti Seershol‘ OMO—] —antitrvosin deficiencyv : Enidemioloayv of al-antitrvosin deficiency Thorax 2005



De nombreux autres variants

Table 1. Key Alleles Associated with Alpha;-Antitrypsin (AAT) Deficiency.®
Mutation
Variant} and rs Numbers: Molecular Basis of Disease Clinical Features Epidemiology
Deficiency alleles
F Arg223Cys Reduced association rate constant with Coinheritance with the Z deficiency allele Case report
neutrophil elastase; slow formation may confer a predisposition to em-
of polymers physema
| Arg39Cys Protein misfolding; can form hetero-  No clear disease association Disease reported only in compound heterozy-
rs28931570 polymers; reduced serum protein gotes
Iners Gly349Arg Type || mutant (i.e., normal secretion  Not known Case report
but functionally deficient)
King's Hisp334Asp Rapid polymerization in hepatocyte Neonatal jaundice; presumed high risk of Case report
endoplasmic reticulum; delayed emphysema in homozygote or com-
secretion pound Z heterozygote
M matton A52Phe (M2 variant) Intracellular degradation and polymer- Well-established association with liver dis- Most common rare deficiency allele in Sardinia;
rs775982338 ization; low serum level ease and emphysema in homozygotes seen sporadically in the United Kingdom and
Canada
Mmineral springs Gly67Glu Abnormal posttranslational biosyn- Emphysema in homozygotes Unusual; described in an Afro-Caribbean person
rs28931568 thesis but no polymerization; low in the United States
serum level
Moprocida Leud1Pro Unstable protein structure leadingto  High risk of emphysema in homozygotes Case report
rs28931569 intracellular degradation; reduced
catalytic activity of circulating
protein
Pittsburgh Met358Arg Function altered to an antithrombin Fatal bleeding disorder Case report
rs121912713
Queen's Lys154Asn Polymer formation Compound heterozygote with Z Case report
S Glu264Val Protein misfolding and reduced secre- Emphysema seen in SZ heterozygotes Most common deficiency variant; carrier fre-
rs17580 tion; can form heteropolymers with but less severe than in ZZ; cirrhosis quency: 1 in 5 persons in southern Europe, 1
Z AAT reported in SZ heterozygotes in 30 in the United States, 1 in 23 among per-
sons of European descent in Australia, 1 in
26 among those of European descent in New
Zealand; rare or nonexistent in Asia, Africa,
and Aboriginal Australians
Siarna Ser53Phe Intracellular degradation and polymer- Liver disease and emphysema in homo-  Rare, but most common deficiency allele in
rs55819880 ization; low serum |evel zygotes Japan

Strnad P, McElvaney NG, Lomas DA. Alphal-Antitrypsin Deficiency. N Engl J Med. 2020 Apr 9;382(15):1443-1455. doi: 10.1056/NEJMra1910234. PMID: 32268028




De nombreux autres variants

Trento Glu75Val Nonclassical polymer formation Emphysema in compound heterozygote Case report
with Z
z Glu342Lys Intracellular degradation and polymer- In homozygotes, well-established asso- Most common severe deficiency variant; car-
rs28929474 ization; low serum level ciation with liver disease and emphy- rier frequency: 1 in 27 persons in northern
sema; MZ heterozygotes may be more Europe, 1 in 83 in the United States, 1in 75
susceptible to airflow obstruction and persons of European descent in Australia, 1
chronic liver disease in 46 persons of European descent in New

Zealand; not seen in China, Japan, Korea,
Malaysia, or northern and western Africa

Null (QO) alleles
QO efiingham Lys217 stop codon No detectable AAT mRNA High risk of emphysema in homozygotes Case report
rs199422211 and compound heterozygotes
QO%alton AlbpPro362, causing stop  Truncated protein; intracellular degra- High risk of emphysema in homozygotes Case report
codon at 373 dation and no secreted protein and compound heterozygotes
QO;ranitetails AlbpTyr160, causing stop No detectable AAT mRNA Severe emphysema reported in Z com- Case report
codon pound heterozygote
rs267606950
QOhangkang AZbplLeu3l8, causing stop  Truncated protein; intracellular aggre- High risk of emphysema in homozygotes Case reports (persons of Chinese descent)
codon at 334 gation (no polymerization), degra- and compound heterozygotes
rs1057519610 dation, and no secreted protein

* The information is from Lomas et al." AAT deficiency alleles with different functional effects are listed. The delta symbol denotes deletion, and mRNA messenger RNA.

T The single or initial letter in each name reflects the position of migration of the variant on isoelectric-focusing gels (e.g., A indicates the fastest migration, M moderate migration, and Z
the slowest migration); the rest of the name represents the site of the first description (in the case of Iners, the site is unknown). Deficiency results from a range of effects on the pro-
tein: rapid polymerization of the Z, S; . .., M0, and King's variants; slower polymer formation of S, |, and Queen’s AAT; a change in the inhibitory activity of Pittsburgh AAT, secre-
tion of an inactive protein, Iners AAT; and some of the many null variants that result in no secreted protein.

1 The rs number Is the reference SNP cluster identification number.

\\ Strnad P, McElvaney NG, Lomas DA. Alphal-Antitrypsin Deficiency. N Engl J Med. 2020 Apr 9:382(15):1443-1455. doi: 10.1056/NEJMra1910234. PMID: 32268028



Phsiopa’rhologie

(A o

(8) (D)
-t e R P
Entangled polymers within Circulating deficiency
hepatocyte ER (arrow)
) (E)
Hepatic cirrhosis Early-onset emphysema
(toxic gain-of-function) (dominant loss-of-function)

Gooptu, Dickens, Lomas. The molecular and cellular pathology of al-antitrypsin deficiency. Trends in Molecular
Medicine, February 2014.



Physiopathologie de |I'atteinte pulmonaire

Intracellular polymers

Liver
disease

Reduced secreted
Z-antitrypsin

Severe plasma
Z=-AT deficiency

Plasma
Lung

Z Polymer Reduced inhibitory
Accelerated rate formation activity against

neutrophil elastase

Oxidation

Chemoattractant

r

Loss of neutrophil
elastase inhibitory
function

Neutrophils

A

Lung damage

A

——| Emphysema

Alam, Li, Janciauskiene, Mahadeva. Oxidation of Z al-Antitrypsin by cigarette smoke induces polymerization. Am J Respir Cell Mol Biol 2011




Manitestations clinigues pulmonaires

\ Mesure de la spirométrie :
» Emphyseme -CVL (L) 515 3,83
. -CPT (L) 6,98 9,89
®» Precoce, parfois avant 40 ans -SET L()L) ?3411 ggg

» Avec ou sans frouble ventilatoire obstructif

Mesure de la courbe débit-volume :

®» |mportance du tabac +++ - VEMS (L) 411 141
-CVF (L) 4,93 :
s - VEMS/CVF (%)
- DEMM 25-75 (L/s) 468 U85 10
- DEP (L/s) 953 328 34
[
0

Y : g 1 7 7

Mesure de la capacité de transfert du CO :

-TLCO (mi/min/mmHg) 358 186 @
J.-F. Mornex, M&&ck, M. Bouchecareilh et al, Atteinte pulmonaire du déficit en alpha-1 antitrypsine. Recommandations pratiques pour le diagnostic

et la prise en chdfge \Revue des Maladies Respiratoires,Volume 39, Issue 7,2022
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Physiopathologie de I'atteinte hépatique

Patients homozygotes 717 :

» 5% de I'AAT est sécrété

» 5% de I'AAT est accumulée dans le
réeticulum endoplasmique sous forme

de polymeres

» 70% de I'AAT est dégradée par la

voie du protéasome

» |nduction inflammation et apoptose

Ordonez, Morcin\.\doplosmic reficulum stress and the protein overload response in the serpinopathies. The serpin family, Springer 2015



Manifestations clinigues hepatiques
Chez I'enfant

Sveger et al. 1976 :
- 200 000 nouveaux nés suedois

- 120 PiZZ - 19 cause génétique d'atteinte

- 48 PiSZ hépatique
80- - Perturbations biologiques
70- spontanément résolutives apres la

premiere année
60+
50- ,
% abnormal liver BALTl 10% de cholestase néonatale
enzymes 40- réversible
30 BGGT

20)-
10+
0

- 2-3% vont développer une cirrhose

- Disparition des signes cliniques a I'age
adulte

6 months 2vears dvears Svears 12 vears [8vears

SvegerT, Eriksson\Tkliver in adolescents with alpha 1-anftitrypsin deficiency. Hepatology 1995;22:514-7



Manifestations clinigues hepatiques

Chez I'adulte 2 B o
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Hamesch et al. European Alphal-Liver Study Group. Liver Fibrosis and Metabolic Alterations in Adults With alpha-1-antitrypsin Deficiency Caused by the Pi*2ZZ Mutation. Gastroenterology. 2019



Données issues de la
Biobank du Royaume-Uni

Nakanishi et al. 2020

OR significatifs vs pop
générale :

- Cirrhgse = 7,8

ie diminuée vs MM

UK Biobank

COPD

Asthma

=

Bronchiectasis

Pneumonia

FEV,/FVC <0.7

FEV, <50% predicted

+All + Ever-smokers —+— Never-smokers
OR [95% Cl]

a4 { 8.8 (5.8-13.3)
L 4 . 13.3(7.5-23.8)
- 7.9 (3.9-16.1)

2.0(1.4-3.0]
3.512.0-6.1]

® 1.4 (0.8-2.5]

L = 7.3(3.2-16.8)
' @ { 19.6 (8.2-46.7)

NA
2.7 (1.5-4.9]

2
® : 3.0(1.3-7.0]
L 4 2.9(1.3-6.8]

4 5.8 (3.0-11.4)
3.612.0-6.5]

& : 13.2 (6.9-25.5)
b L { 27.6 (12.2-62.1)
6.8 (2.1-22.6)

T T T T

10 20 40 60
OR (95% Cl)

Nakanishi T, Forgetta V, Handa T, Hirai T, Mooser V, Lathrop GM, Cookson WOCM, Richards JB. The undiagnosed disease burden associated with
alpha-1 antitrypsin deficiency genotypes. Eur Respir J. 2020



Manitestations cliniques autres

» Panniculites (<1%)

» Vascularites (GPA ++), MTEV

> Associations avec diabete, HTA, IRC, Anévrysmes




Diagnostic du déficit en alpha-1-antitrypsine

» Recommandations de la Société de Pneumologie de Langue Francaise (SPLF) en 2022
» Pas de consensus scientifique sur les stratégies a adopter

» Avis d'experts de la SPLF :

1) Dosage sérique de I'AAT a distance d'un syndrome inflammatoire

2) Si AAT< 1,1 g/L, déterminer variants du gene SERPINAT par phénotypage (IEF) ou
génotypage (ciblé)

3) Séquencage du gene si discordance entre dosage et phénotypage/génotypage




Diagnostic biochimique

» Dosage par Immunonéphélémétrie (ou immunoturbidimétrie)

» Sur sérum ou plasma, Tube hépariné ou EDTA

» Standardisation avec un étalon de référence permettant une homogénéité entre
les laboratoires

» Peu cher, cotation B30 = remboursé 7,80 euros

Immunonéphélémétrie et Immunoturbidimétrie

Cuve réactionnelle Photodétécteurs

———
_ oy
~~ >

Source lumineuse ¢ '
Turbidimeétre: t=0
C )
Laser v‘ " :‘“\_\q Mesure de la lumiére absorbée,
- P <~ Anglex diffusée et réfléchie

—— —

Complexes immuns
formant un précipité l Nephelometre: t > 0

Mesure de la lumiére diffusée




Diagnostic biochimique

= Augmentation :
- Syndrome inflammatoire

- Grossesse
- Conftraceptifs oraux

®» Diminution :
- Insuffisance hépatocellulaire
- Syndrome néphrotique
- Pertes digestives (entéropathie exsudative, MICI...)
- Déficit congénital

Tableau 1 Concentration sérique de |’AAT selon le phénotype (d’apres Balduyck, et al. [3]).

Phénotype
Concentration PiM PiMS PiMZ PiS PiSZ PiZ
pmol/L 17—-39 15-35 10-27 12-25 8-15 2—6
g/L 0,9-2,0 0,8-1,8 0,5-1,4 0,6—1,3 0,4-0,8 0,1-0,3

AAT : alpha-1 antitrypsine.

\ \olduyck M, et al. Diagnosis of alpha-1 anftitrypsin deficiency: Modalities, indications and diagnosis strategy. Revue des Maladies Respiratoires (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.rmr.2014.06.001



Diagnostic génétique
Génotypage ciblé

» Sang total sur EDTA par exemple, cotation B500 = 130 €

o = R = Reporter
Polymerization O'= Quendhor
Forward » [Extraction de I’ADN leucocytaire
Primer ~ Probe
3 rd 3 5.
3’ hY . . AN AN Vd °oge
5 » [°¢intenfion a Bordeaux : PCR allele-spécifique avec sonde
s Tagman
Strand Displacement
Q Endpoint Fluorescence Scatter Plot
5' } 3 voLm e 2N & 03M A DO 21121706303 A DS 221127502102
3 5 D12 BLANC
x Sonde M

65,000 .
i PIMM
Cleavage mmO/
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’ _am PIMZ
&' > 3 ; & 45000
3 5 $ am
5" 4 § w0
§ 00

£ 5000

Polymerization " 000

Completed 9 .
. m -’ & 10000
5 s

3

P

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000 55000 S0000 65000
Fluotescence (533-580) sonde Z

N




» 2¢me intention

Recherche de variants rares ++

Diagnostic genétique

Séquencage SERPINAT par NGS (882,9 €) ou Sanger (615,6€)

Comparaison a la séquence de référence (variant M) pour caractériser le variant d'intérét

94376

o TRAOOS ST Gy 70y IV G“' r$1303_Glu37éAsp. MIM2 (521 AC & 86 CC
rsléd l‘l‘"l“vl\ M1 GA .
o rs61761869 Prolds¥se M, H Tl
s 1120302 v) sZBY29LT74 Z21hZ2 GA 3'.. ZAAl e
re20540 _Loul18Leu M3 . Tl rs?011187?7 lle]uUValHAbl
r513f.’95 012 Th HBTM [1CGJ e rs7630_ Ala332/\la [2CT) e
rs709932_Arg101His_M4MZ (363 GA & 36 AA) @ » rs201788503 Ser330Ph
rs766025736_Arg101Cys {1CT| .
r57"8‘§20 15_ProBBLeu [1 C*y . e 18139964603 _Val302ile [1 GAl
411850950 _Alaé0The_Mé 2 AG] o * rs141620200_AlaZ84Ser (11 GT|
rs11_181/71[' AlaSSTer GAl . A
28731549 L wuk1Pro My . |1 TCle o 1517580 Glu264Val S (146 AT & 5 TT]
528931570 Argd9Cys 16 CTl e .y ll./.'r'HUD As p!‘mA 5P It. H I
15-:)?84.949 ar'u 13Phe [2CT] o o ryl T14 Asp256Val P 12 AT
ruT45663238 Ser1éPhe S (1CT]e AS"?A Pro?uanl’ CA)
51379((19)14 Leu 2GIn [2TA] = ) Iv»; 3Cys FI&CT
rs147283849 Leu-10Leu(3CT) e .
re1343069141 _Ser-19Ser |1 GAl » o rsbb47 _Val213Ala_M1 1427 TC & 62 CC)
la 1bic 2 3 4 5
I | ] ] i ] ] ] | ] ] ] ] ] ] ]
94391 94390 94389 94388 94387 94386 94385 Q4384 94383 94382 94381 94380 94379 94378 94377
Chromosome 14 kb

Gupta, Gaudreault, Thériault et al. Granularity of SERPINAT alleles by DNA sequencing in CanCOLD. European Respiratory Journal Oct 2020




Prise en charge thérapeutique non spéecifique

» Arréet du tabac +++

» Traitement et suivi similaire a la BPCO et a la cirrhose classique

» Transplantation pulmonaire et/ou hépatique en dernier recours




Prise en charge thérapeutique specifique

Alpha-1-antitrypsine humaine par voie IV

Trois spécialités disponibles : ALFALASTIN, PROLASTIN, RESPREEZA

A
60 m/kg ‘ ‘ ‘ = g :11;:1&:0
= :
L = = 108 g/l per year
% — 60 m E 3 2319 gn pcrjﬂ‘.u‘ - =
£ 2 e
E 150 | g 5
z b E & - 1.33 g/l per year
~z )
]
= 40 32
(7] 5 . e
Dpen-habed extermsion treal
g 2 Doubie- biod triad C L sal
©
b 430 @ %
: — > =
P b=}
F.' § = - 1.37 g/l per yoar
3 =
£ 120 o £ =
= z
— | : E 34 06 G s yess 108 g/l peryear
3 Threshold~ -={10 2 el
:1;L1LL1_IJlJJLlllLllJIIiIllllnll § =
-2 0 24 6 8 1012141618 20 2224 26 28 ‘ ' . .
o 12 24 36 48
Days L)aube\bl:nﬂ triad = Open. bl ::;;Tv.acnnulv
Mansh

Wewers MD, CasBlar@\MA, Sellers SE, Swayze SC, McPhaul KM, Wittes JT, Crystal RG. Replacement therapy for Chapman et al. Infravenous augmentation freatment and lung density in severe al antitrypsin deficiency (RAPID):
alpha 1-antitrypsinf@lefiGiency associated with emphysema. N Engl J Med. 1987 a randomised, double-blind, placebo-controlled frial. Lancet. 2015



Efficaciteé :

Prise en charge thérapeutique spécifiqgue

A Study or Treatment Placebo Weight Mean difference Mean difference
subgroup Mean SD Total Mean SD Total (%) IV, fixed, 95% Cl Year IV, fixed, 95% CI
Dirksen et al™ -15 217 28 -257 217 28 194 1.07 (-0.07, 2.21) 1999 1
Dirksen et al*" -141 25 35 -21 1.72 32 241 069 (-0.33, 1.71) 2009 -
Chapmanetal® -145 221 92 -219 23 85 56.5 0.74 (0.07, 1.41) 2015 ——
Total (95% CI) 155 145 100 0.79 (0.29, 1.29) =
Heterogeneity: 72=0.29, df=2 (P=0.86), I’=0% ¢ + t i
Test for overall effect: 2=3.10 (P=0.002) -4 -2 0 - 4
Favors placebo Favors treatment
B Study or Treatment Placebo Weight Mean difference Mean difference
subgroup Mean SD Total Mean SD Total (%) 1V, fixed, 95% Cl  Year 1V, fixed, 95% CI
Dirksen etaP* -211 185 28 -147 185 28 766  -0.64(-1.61,0.33) 1999 —
Chapmanetal™® -155 535 93 -125 6.55 B7 234 -0.30 (-2.05, 1.45) 2015 ©
Total {95% Cl) 121 115 100 ~0.56 (-1.41, 0.29) .r
Heterogeneity: y*=0.11, df=1 (P=0.74), I*=0% k + T + {
Test for overall effect: Z=1.30 (P=0.20) = -2 0 - 4
Favors placebo Favors treatment
C Study or Treatment Placebo Weight Std mean difference Std mean difference
subgroup Mean SD Total Mean SD Total (%) IV, fixed, 95% Cl Year 1V, fixed, 95% Ci
Dirksen et al* -0.19 025 28 -0.16 0.25 28 179 -0.12 (-0.64, 0.41) 19989 -
Dirksen et al*" -046 044 38 -0.34 046 39 245 -0.26 (-0.71, 0.18) 2009 ©
Chapmanetal® -22 182 83 -1.5 195 87 576 -0.04 (-0.33, 0.26) 2015
Total (95% Cl) 159 154 100 =0.11 (-0.33, 0.11)
Heterogeneity: y?=0.69, df=2 (P=0.71); I*=0% b $ + + 4
-1 05 0 05 1

Test for overall effect: Z=0.95 (P=0.34)

Figure 3 Forest plots of the objective results from meta-analysis of augmentation wrials.
Notes: (A) Mean annual change in lung density. (B) Mean FEV, % predicted. (C) Standardized mean difference in DLCO. Differences in units used for DLCO {mmol/min/kPa
and mU/mmHg/min) and the use of percentage change from baseline in RAPID, but annual change in the other studies required the use of a standardized mean difference plot
Abbreviations: FEV , forced expiratory volume in one second (L), DLCO, diffusing capacity of the lungs for carbon monoxide; mmoel/min/kPa, millimole per minute per kilopascal;
mUmmHg/min, milliliter per milimeter of mercury per minute; SD, standard deviation; Cl, confidence interval; df, degrees of freedom; Std, standard; IV, inverse variance.

Edgar RG, Patel M, Bayliss S, Crossley D, Sapey E, Turner AM. Treatment of lung disease in alpha-1 antitrypsin deficiency: a systematic review. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis. 2017.

Favors placebo Favors treatment



Median absolute change, -47.9 nmol /g (95% CI, -72.7 to -24.6)
Median relative change, -83.3% (95% Cl, -89.7 to -76.4)
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Figure 1. Effect of Fazirsiran Treatment on Liver Z-AAT Concentration at
Week 24 or 48.

Strnad et al. Fozi\o\or Liver Disease Associated with Alphal-Anfitrypsin Deficiency. N Engl J Med 2022

De nouvelles thérapeutiqgues d'avenir
FAZIRSIRAN

The RNAi mechanism
RNA interference (RNAI) is an important biological
mechanism in the regulation of gene expression.

Iy Double-stranded RNA

dsRNA (dsRNA) binds to the
protein Dicer ...

... which cleaves dsRNA
into smaller fragments.

One of the RNA strands
is loaded into a RISC
complex...

...and links the complex
to the mRNA strand by
basepairing.

RISC
\ ~
2 m'mumg ;

l mRNA is cleaved and
destroyed. No protein

can be synthesized.
NW




De nouvelles thérapeutiques d’'avenir

Molécules bloguant la polymérisation du variant Z (Mallya et al. 2007)

Acftivation de I'autophagie dans les hépatocytes par la carbamazépine (Hidvegi et al. 2010)

reffe hépatique de cellules souches saines ou modifiees génétiguement (Ding et al. 2011 ;
Yusa et al. 2011)

Edition du génome par CRISPR/Cas? (Bjursell et al. 2018)



Quel role pour le biologiste dans le
dépistage et le diagnostic ?




Premieres recommandations
concernant le dépistage

» 1989 : leres recommandations ATS, indication seulement si forte suspicion clinique

» 2003 : 2emes recommandations ATS/ERS, beaucoup plus exhaustives :

- Disparition des alpha-1 a I'électrophorese

- Emphyseme précoce

- BPCO précoce
- Asthme cortico-résistant
- Bronchectasies inexpliquées
- Hépatopathies inexpliquées
- Panniculites et Vascularites inexpliquées
- Symptdmes respiratoires sur plusieurs générations

- Dépistage familial autour d’'un cas



Table 2 Relationship between expected and diagnosed
cases of AAT deficiency (Pi ZZ + Pi SZ) in selected

couniries

AAT deficiency  AAT deficiency

Country expected diagnosed
Canada 42372 144

taly 46068 100

The Netherlands 9790 136

New Zealand/Australia 33707 93

Spain 86899 70
Sweden 6717 181

UK 79456 324

Total 305009 1068

Expected cases are based on de Serres” and Martin ef al*; diagnosed
cases are from Alpha One International Registry (AIR) central database
(updated April 2003, courtesy of Claes-Goran Lofdahl, Eeva Piitulainen,
Ragnar Alm). Individuals with AAT deficiency in the AIR database were
recruited since 1999 in a prospective fashion.

Luisetti, Seersholm\lrxj—l -antitrypsin deficiency : Epidemiology of al-antitrypsin deficiency. Thorax 2005

Une pathologie sous-diagnostiquée

+ de 90% des cas non diagnostiqués

Intervalle libre de 5 a 8 ans entre symptomes et
diagnostic

Association montrée entre la sevérité de
I'atteinte pulmonaire, la mortalite, et la survie
sans transplantation avec le retard au
diagnostic

1 a 3% des BPCO seraient dus a un déficit en
AAT... mais frop peu de dépistages
effectivement réalisés



Indications du dépistage ciblé en France

» Premieres recommandations de la Société de Pneumologie de Langue Francaise (SPLF)
en 2022

» Reprennent les indications de I'ATS en élargissant et insistant sur :
» Tous les patients présentant un emphyseme

» Tous les patients présentant une BPCO

=» Enquéte familiale autour d’'un cas

» |ndications supplémentaires tirées des recommandations européennes du groupe
d’'experts ALPHA-1 de 2017 :

» Toutes maladies hépatiques inexpliguées

» Toutes panniculites et vascularites inexpliquées

» Tous Asthme et bronchectasies




Un élargissement du dépistage nécessaire

» Plus le diagnostic est posé tot meilleur est le pronostic

» Un fraitement disponible pour les formes severes
» ['impact de I'éviction du tabac dans les formes moins séveres

/‘ Recruter des cohortes de plus grande ampleur

Dépistage généralisé Dépistage ciblé

- Manqgue de données - Plus simple a mettre en place

- 1 cas attendu pour 3500 patients screenés - 1 cas attendu pour 250 patients screenés
présentant des symptémes respiratoires
- Quel coUt 2
- Manqgue de données pour les autres types de
- Quelle méthode ¢ symptomes



Quelle place pour I'électrophorese des proteines ¢

Il est recommandé depuis 2003 de réaliser
systématiguement un dosage pondéral en cas de
diminution des alpha-1-globulines a I'EPS




Quelle place pour I'électrophorese des protéines ¢
Slev et al. 2008 :
» 84% des patients ZZ avaient un taux d’'alpha-1-globulines < 2,1 g/L

» Jusqu'd 1 cas dépisté tous les 31 patients ayant une hypo-alpha-1-globulinémie < 2,1 g/L

» Limite : echantillons envoyés pour dosage AAT et IEF (pas d'électrophoreses tout-venant)
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BFigure 10 Correlation between measured a,-antitrypsin (AAT)
protein concentration and measured o,-globulin fraction. The Phenotype
total measured AAT protein concentration was determined
by turbidimetric immunoassay (Roche), and serum protein #Figure 20 Dot-plot summary of o,-globulin protein
electrophoresis analysis was used to measure total o,-globulin fraction concentration as determined by serum protein
protein. Deming regression best-fit analysis is shown. The electrophoresis analysis for MM, MZ, and ZZ phenotype

Imese best ity described by 1AAL1 = OAdleg-alobdlin: prolea) samples. Horizontal lines represent the median value for each
+ 0.002. The regression line Z is 0.67, and the Sy,x is 0.024 s P

g/L. Specimens that exhibited measured AAT concentrations phenotype. A single MM phenotype sample with a measured

below the AAT concentration assay detection limit of 0.030 a,-globulin fraction of 0.86 g/dL was omitted from this figure.
g/L were omitted from this figure.



Scarlata et al. 2020 :

» Algorithme prenant en compte le
taux d'alpha-1, les ASAT, ALAT,
CRP

» Comparé avec le protocole
clinique habituel (recos 2003)

» Taux de détection 3 fois plus élevé

Population screening Standard clinical screening

: E 1023 Subjects attending outpatient
oA m‘-..ﬂ e ‘mmmg
Inclusion criteria
-mfwuu:hnmuum.
ATEUN (G 8| o
t w&:mwwd
— ' Inclusion criteria
o Erhanont sanghin o banng ABTHL Ichxbeg (e win
Wty it DOPD (440 yours af age. b |
empbmerna, foridy I OO, e weét petiutal
145 Subjects efigible for g

15 Subjocts were recruited ns.:bpaswed» mswodseuphlafu
amaong relatives participate and ware
{family screaning) 'm \ J

L34 i

Figure 1: Flow chart of the screening process.

14 Subjects were recruited

amaong relatives

{family soreening)

Quelle place pour I'électrophorese des protéines ¢

Table 1: Summary of population screening (PS) groups (A, B and C) with genetic AATD and related detection rates compared with data from

clinical screening.

Group A Group B Group C Total Aggregated Clinical Aggregated

(A+B+C+FS) screening (CS) (CS+FS)

Number of screened subjects 63 5 14 82 97 113 127
Number of genetic AATD 38 2 2 42 49 18 24
Detection rate, % 60.3 40.0 14.2 51.2 50.5 15.9 18.9

Group A, a,-globulin <2.6%; Group B, «,-globulin 2.6%~2.9% and AST/GOT: >37 U/Land ALT/GPT: 578 U/L; Group C, u,-globulin %:
2.9~4.6% and AST/GOT: >37 U/Land ALT/GPT: >78 U/L and ESR >34 mm/h and CRP >3 mg/L; AATD, a -antitrypsin-deficient; CS, clinical

screening; FS, family screening.



Cas clinigue |
Mme M, 74 ans

» Aniecedents :

- Dilatation des bronches diagnostiquée a I'dge adulte, éfiquetée comme secondaire ¢
une coqgueluche dans I'enfance, bronchopathie obstructive, emphyseme pan-lobulaire

- Depuis septembre 2022, la patiente décrit une dyspnée d'effort avec difficulté a monter
les marches de sa maison (13 marches)

- SAOS appareillé
- HTA
- Péricardites a répétition : 3 épisodes entre 2013 et 2017 sans étiologie retrouvee

- Trouble mnésique avec hypothese de démence vasculaire




Cas clinigue |
Année 2017 Mme M, 74 CIHS
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Commentaire ELP : Diminution des alpha-1 globulines pouvant faire suspecter un déficit en alpha-1 antitrypsine.
Dosage de l'alpha-1 antitrypsine rajouté et envoyé chez Cerba.

¢ ALPHA 1-ANTITRYPSINE (Immunoturbidimétrie)

Préfavement : 27042047 Sérum ou Piasma

A noter :
En 2017, pas de commentaire accompagnant
un déficit qui préconise le phénotypage ou génotypage

0,22 g/l N:030az0
4,05 pmol/} N: 16,56 3 36,80
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Cas clinigue |
Année 2023 Mme M, 74 ans

et

¢ ALPHA-1 ANTITRYPSINE (étude du géne SERPINA1) &

Prédévornent : 2 3 wg EDTA  17h 43

¢ ALPHA 1-ANTITRYPSINE (Immunoturbidimétrie) #

( 0.27 gl ).omazcﬂ o N >
4,97 pmold RAARSERGRN; | oot cmttow ix Bl STRTTR | |

Prélovament : 24012023 Séum 12008




Cas clinigue |
Mme M, 74 ans

» Au fotal :

- Diagnostic de déficit sévere en alpha-1-anfitrypsine pose gréce a la vigilance
du biologiste

- Probablement la cause de ses symptdomes, aurait donc pu étre pris en charge
aucoup plus rapidement

- Eligible & un traitement par PROLASTIN®

- Importance du suivi et du bilan de la fonction hépatique




Cas clinigue 2
Mr L, 63 ans

= Antécédents :
- Familiaux = Pere décedé d'un cancer colo-rectal
- Personnels = Cancer de la thyroide opéré suivi d'une IRAthérapie ; HTA ; Tabac

» Réalisation d’'une ELP en ville, indication 2

" Pas d’anomalie qualitative mais diminution des alpha-1-globulines a 2 g/L (N =2,1-3,5 g/L)
- Dosage pondéral AAT=0,71 g/L
- Orientation vers un pneumologue du CHU

Consultation pneumologie :

- Aucun signe clinique

- AATrecontrélée a 0,77 g/L en dehors de tout SIB
- Demande génotypage SERPINAT = SZ




Cas clinigue 2
Mr L, 63 ans

» Hétérozygote composite SZ = déficit sévere en alpha-1-antitrypsine

portance du suivi et de la prévention, arrét du tabac et alcool +++

= |nclusion protocole eARCO (€tude observationnelle prospective
paneuropéeene visant a obtenir de grandes cohortes)



Quelle place pour I'électrophorese des protéines ¢
Take home message

» Un examen souvent prescrit en routine, fres utile pour un dépistage fortuit

» Ne pas passer a coté d’'une hypoalpha-1-globulinémie

» Réaliser ou envoyer le dosage pondéral de sa propre initiative

Proposer un génotypage/phénotypage au prescripteur en cas de dosage
<1,1 g/dL

» Communiquer, informer, et sensibiliser le prescripteur en cas de déficit
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De nombreux sujets de recherche

Physiopathologie de I'atteinte pulmonaire et hépatique, notfamment chez I'enfant

Comprehension des facteurs de risque, de I'hétérogéneité des évolutions cliniques

angue de données épidéemiologiques, peu d'études de cohortes pronostiques

Mangue de marqueurs pronostiques

Manqgue de données sur |I'efficacité du traitement substitutif



Cohorte du C

» 322 génotypages réalisés entre 1992 et 2002

» 83 diagnostics de déficit en AAT

» Adresseur principale = Pneumologie (55/83)

®» Atteinte pulmonaire chez 81% des patients

» Atteinte hépatique chez 21% des patients

U de Bordeaux

Mombre Poumon Fole Dosage AAT
£z 50 33 9 0,33
52 27 16 5 0,04
Autres b 4 0 0,45
Total 83 55 14 0,46




Cohorte du C

®» Age moyen au diagnostic = 53 ans ; médiane = 60 ans

U de Bordeaux

» 10 enfants =& 6 asthmes comme porte d’entrée ; 3 cholestases néonatales (toutes PiZZ)

» 38 patients afteints d’emphyseme = 46%
- Fgemphyseme PiZZ = 32/50

- Fgemphyséme SZ = 4/27 = 15%

- 11 transplantations pulmonaires ; Fq transplantation pulmonaire PiZZ

» 8§ cirrhoses = 10%

- 4S7:471
- FQZ7=8%

- Fgcirrhose SZ = 15% ;

O
d

Mombre Poumon Fole Dosage AAT
£z 50 33 9 0,33
52 27 16 5 0,04
Autres b 4 0 0,45
Total 83 55 14 0,46




Annexe
Atfteinte hépatique

Adults with European descent without known liver disease
and with valid transient elastography measurement

» Flow chart ef tableau 1, Homesch et al. 2019 (non-invasive assessment of liver fibrosis and steatosis)

Table 1.Characteristics of Homozygous Carriers of the a1-Antitrypsin Pi*Z Variant (Pi*ZZ) and Pi*Z Non-Carriers (Exploratory

Cohort)
Variable Non-carriers (n = 234) Carriers (Pi*ZZ) (n = 403) P value Exclusion of previously existing liver disease
(clinical and laboratory workup)

Characteristics
Age, y 53.1 + 146 54.1 + 13.0 39
Women 487 454 42
BMI, kg/n7’ 251 +38 248 +4.4 34
Mean alcohol consumption, g/d 79 +10.1 6.6 + 103 4
AAT serum level,” mg/dL” 139.7 + 25.3 28.6 + 166 <.001 -

Risk factors Determination of ai-antitrypsin genotype
ev*:"st_gg:?’m o 102:)4-946 i 01301 oA i; (measurement of al-antitrypsin serum level & genotying
i e ia e o for the Pi*Z variant of a1-antitrypsin (or sequencing))
Relevant alcohol intake® 12.8 10.4 38

Lung status
Cigarette consumption, pack-years 93 +178 10.0 + 140 62
CAT score (points)” 6.8 + 6.0 169 + 7.7 <.001
Long-term oxygen treatment” 0.4 258 <.001 .

e Adults with homozygous Adults without
Liver stifness, kPa” 46+17 6.7 +58 <.001 Pi*ZZ genotype Pi*Z carriage

Liver stiffness >7.1 kPa” 6.4 236 <.001 = =
s S (n = 554) (n = 234)
Liver stiffness >10.0 kPa"~ 13 136 <.001
CAP, dB/m” 246 + 59 267 + 57 <.001
CAP >248 dB/m® 482 61.1 .002
CAP >280 dB/m'? 28.4 38.7 012
APRI, units® 0.27 + 0.12 0.41 + 0.36 <.001
APRI >0.50 units® 5.4 196 <.001
APRI >1.00 units™” 0.5 45 .005
HepaScore, units” 0.25 + 0.21 0.43 + 0.32 <.001 Exploratory | | Confirmatory
HepaScore >0.48 units” 135 36.3 <.001 cohort cohort
HepaScore >0.72 units™ 41 256 <.001 (n = 403) (n s 151)




