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> La glycosylation est un processus cellulaire com-
plexe conduisant a des transferts successifs de
monosaccharides sur une molécule acceptrice, le
plus souvent une protéine ou un lipide. Ce proces-
sus est universel chez tous les organismes vivants
et est tres conservé au cours de I’évolution. Chez
’lhomme, des perturbations survenant au cours
d’une ou plusieurs réactions de glycosylation sont
a l'origine de glycopathologies génétiques rares,
appelées anomalies congénitales de la glycosyla-
tion ou congenital disorders of glycosylation (CDG).
Cette revue propose de revisiter ces CDG, de 1980 a
aujourd’hui, en présentant leurs découvertes, leurs
diagnostics, leurs causes biochimiques et les trai-
tements actuellement disponibles. <

Le processus de glycosylation :
entre acteurs et régulateurs

Les acteurs au ceeur de la réaction de glycosylation
La glycosylation est une modification post-traductionnelle a
laquelle différents acteurs participent : (1) des enzymes de
glycosylation (glycosyltransférases [GT] et glycosylhydro-
lases [GH), (2) différents nucléotides sucres mono/diphos-
phate (NM/DP-sucres), (3) des transporteurs de nucléotides
sucres (TNS), et (4) des molécules acceptrices, le plus
souvent une protéine, un lipide ou un monosaccharide. Ces
réactions se déroulent principalement dans le réticulum
endoplasmique granuleux (REG) et/ou I'appareil de Golgi,
possédant un environnement ionique spécifique, en termes
de pH et d’ions divalents, nécessaire a I'activité des diffé-
rentes GT pour la formation d’une liaison covalente entre un
monosaccharide et la molécule acceptrice (Figure 1).

Réle des glycosyltransférases golgiennes dans

le transfert des nucléotides sucres mono/diphosphate
Les glycosyltransférases (GT) sont les enzymes au coeur
de la glycosylation. Selon leur structure, elles peuvent

Vignette (Marquage de la lectine VVL dans les cellules HEK déficientes pour TMEM 165,
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m/s n® 8-9, vol. 36, aolit-septembre 2020
https://doi.org/10.1051/medsci/2020128

Anomalies
congénitales

de la glycosylation
(cDG)

1980-2020, 40 ans

pour comprendre

Marine Houdou, Frangois Foulquier

Univ. Lille, CNRS, UMR 8576 -
UGSF - Unité de glycobiologie
structurale et fonctionnelle,
Avenue Mendeleiev, 59655
Villeneuve d’Ascq, France.

francois.foulquier@univ-lille.fr

étre classées en deux grandes familles : les GT de type A (GT-A) et
les GT de type B (GT-B). Les GT-A ont une conformation telle que les
acides aminés constituant leur site catalytique forment un motif
structural de type « pli Rossmann »! qui se retrouve communément
dans la structure des protéines liant les nucléotides. Outre ce pli, les
GT-A possédent également dans leur structure un motif DXD (D étant
un acide aspartique et X n’importe quel acide aminé) permettant la
liaison d’un ion divalent impliqué dans la stabilisation du nucléo-
tide sucre diphosphate (NDP-sucre) au niveau du site catalytique de
enzyme. La plupart de ces enzymes requiérent comme cofacteur le
manganese (sous forme ionique Mn%") qui est essentiel pour leurs acti-
vités [1]. Les GT-B ne posseédent, quant a elles, pas de motif DXD et
sont donc considérées comme des enzymes métal/ion-indépendantes.
Les GT sont toutes des protéines transmembranaires de type II,
dont le domaine catalytique, porté par la partie en C-terminal de
la protéine, est exposé dans la lumiere de I'appareil de Golgi. Ces
enzymes possedent différents degrés de spécificité selon que I’on
considére le substrat « donneur », la molécule « acceptrice » et
I’anomérie (-ot ou —f3) de la liaison glycosidique qu’elles catalysent.
Chez ’homme, les GT ont pour substrats donneurs les principaux
NM/DP-sucres que sont : l'uridine diphosphate-glucose (UDP-Glc),
I’UDP-galactose (UDP-Gal), "UDP-N-acétylglucosamine (UDP-Glc-
NAc), I’"UDP-N-acétylgalactosamine (UDP-GalNAc), I"'UDP-acide
glucuronique (UDP-GIcA), I’UDP-xylose (UDP-Xyl), le guanosine
diphosphate-mannose (GDP-Man), le GDP-fucose (GDP-Fuc) et le

! Structure composée d’un feuillet B fait de 6 brins en paralléle, liés & deux paires d’hélice o..
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Figure 1. Acteurs principaux requis au cours d’une réaction de glycosylation dans la lumiére de ’appareil de Golgi. La réaction de glycosylation met

en jeu des acteurs primaires : une glycosyltransférase (GT), ici une fucosyltransférase ; un substrat donneur, le GDP-fucose et une molécule accep-

trice, une N-glycoprotéine (cadre en pointillé rouge). Cette figure illustre également les acteurs secondaires nécessaires & cette réaction, en par-

ticulier des éctonucléotidases, différents transporteurs de cations (Mn?*, Mg?*, Ca®*), de protons (H*) et de phosphate inorganique (Pi). Les enca-

drés en pointillé gris indiquent les causes principales de dérégulation du processus de glycosylation, pouvant aboutir a des Congenital Disorders

of Glycosylation (CDG). Le point d’interrogation représente un ion dont la nature reste a spécifier. SPCAL : secretory pathway Ca®/Mn** ATPase ;

SLC35C1 : solute carrier transporter 35C1 ; TMEM165 : transmembrane protein 165 ; TNS : transporteur de nucléotides sucres mono/diphosphate.

cytosine monophosphate-acide sialique (CMP-Sia). Tous ces mono-
saccharides dits « activés » sont préalablement synthétisés dans le
cytoplasme a I’exception du CMP-Sia dont la derniere étape de syn-
thése se déroule dans le noyau. Une fois générés, ces NM/DP-sucres
sont transportés par des transporteurs de nucléotides sucres qui
leurs sont spécifiques.

Import des nucléotides sucres

par les transporteurs golgiens de NM/DP-sucres

Les transporteurs de NM/DP-sucres (TNS) sont des protéines trans-
membranaires appartenant a la famille tres conservée des SLC35
(solute carrier transporter 35) [2]. Les TNS golgiens importent du
cytoplasme dans la lumiere de I'appareil de Golgi un NM/DP-sucre
(NDP) et, simultanément, exportent la forme monophosphate du
nucléotide (NMP) correspondant vers le cytoplasme. Ceci est permis
grdce a I'action d’ectonucléotidases qui hydrolysent les NDP générés
par la réaction de glycosylation en produisant le NMP et du phosphate
inorganique (Pi) (Figure 1). La localisation subcellulaire de chaque
transporteur est encore mal connue, mais elle est supposée calquer
celle des GT afin que "apport en nucléotides-sucres soit suffisant pour
leurs activités.
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Réle des glycosylhydrolases dans la maturation

et la dégradation des structures glycanniques

A coté des glycosyltransférases, les glycosylhydrolases
(GH), ou glycosidases, sont également des enzymes
clefs du processus de glycosylation, étant responsables
de ’hydrolyse des liaisons glycanniques libérant un ou
plusieurs monosaccharides. Leurs actions sont essen-
tielles dans la maturation des structures glycanniques
générées au cours de la N-glycosylation. Ces enzymes
ont également un rdle trés important dans le recyclage
de certains monosaccharides via la dégradation des
structures glycanniques.

La régulation de la glycosylation

La glycosylation est un processus tres conservé au
cours de I"évolution. Il est universel chez tous les
organismes vivants, procaryotes et eucaryotes, uni-
cellulaires et pluricellulaires. Néanmoins, au sein
d’un méme organisme, différentes voies de glyco-
sylation coexistent, générant une grande diversité
et complexité de structures glycanniques (Figure 2).
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Figure 2. Représentation schématique du lieu d’initiation (noyaux invariants) et de maturation des structures glycanniques associées aux dif-

férentes voies de glycosylation. Le réticulum endoplasmique granuleux (REG) et I’appareil de Golgi sont schématiquement représentés par les

encadrés en pointillé violet et rose, respectivement. A droite dans le cadre en pointillé gris, la voie de glycosylation cytoplasmique est également

illustrée. La nature des différentes liaisons a été omise dans la schématisation des structures glycanniques matures par souci de lisibilité. o et 3

représentent I"anomérie de la liaison, Asn : asparagine, GAGs: glycosaminoglycannes, GPI : glycosylphosphatidyl inositol, n : nombre de répétitions

du motif, P: phosphate, Pl : phosphate inositol, Ser : sérine, Thr : thréonine.

Ce processus se doit donc d’étre finement régulé afin d’assurer la
fidélité des structures glycanniques qui seront retrouvées sur les
protéines et/ou les lipides. Cette régulation est fondamentale et
son altération est dramatiquement illustrée par I’existence des
maladies génétiques rares et multi-systémiques, que I’on appelle
anomalies congénitales de glycosylation (congenital disorders of
glycosylation, CDG).

De nombreux travaux ont été entrepris afin de comprendre les
mécanismes de régulation de la glycosylation, dont un dysfonc-
tionnement a également été associé a de nombreuses autres
maladies acquises, telles que certains cancers, le diabéte et la
mucoviscidose [3,4]. Plusieurs facteurs impliqués dans cette déré-
gulation ont d’ores et déja été identifiés. Certains intéressent les
protéines qui sont au cceur des réactions enzymatiques : les GT,
les GH, les TNS, ou I’activation et la présentation des précurseurs
oligosaccharidiques principalement. D’autres sont indirectement
liés a ce processus, notamment des protéines impliquées dans la
localisation subcellulaire (organisation, distribution des acteurs
de la glycosylation) ou le maintien de I’homéostasie de I’appareil
de Golgi.
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Les anomalies congénitales de glycosylation

Les CDG sont qualifiées de maladies rares. La déficience
d’une des étapes du processus peut s’avérer [étale pour
I’embryon et les patients atteints de CDG, dits « hypo-
morphes »%, conservent une activité résiduelle malgré
les déficiences génétiques altérant différentes voies de

la glycosylation.

Jaak Jaeken, pére des CDG

Les premiers cas de CDG furent identifiés en 1980 par
le Professeur Jaak Jaeken a 'université de Louvain en
Belgique [5]. Deux sceurs jumelles monozygotes pré-
sentaient un retard psychomoteur associé a un ralen-
tissement de la propagation de I'influx nerveux et a
des anomalies de glycosylation retrouvées sur de nom-
breuses protéines sériques, principalement un défaut
de sialylation [6]. Quinze ans plus tard, les travaux de

? Se dit d’un alléle qui réduit la fonction d’un produit génique sans I’éliminer.
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van Schaftingen, Matthijs et Jaeken mirent en évidence chez ces deux
sceurs des mutations dans le gene PMM2, codant la phosphomanno-
mutase 2 (PMM2), associées a un déficit de I’activité de I’enzyme et
responsables des anomalies de glycosylation observées [7, 8]. PMM2
est I’enzyme qui permet la conversion du mannose-6-phosphate
en mannose-1-phosphate lors de la synthese du GDP-mannose, un
nucléotide sucre fondamental pour la synthese du précurseur oli-
gosaccharidique dans le REG, initiant la N-glycosylation. Le déficit
en PMM2 est a I'origine d’une hypoglycosylation des protéines qui
est caractéristique d’un profil CDG dit « de type | ». Aujourd’hui, ce
déficit reste celui dont la fréquence est la plus importante, avec plus
de mille cas rapportés dans le monde.

CDG et voies de glycosylation
La majorité des cas de CDG identifiés au cours des quarante derniéres
années se traduit par des défauts touchant la
N-glycosylation. €n 2004, Dupré et al. avaient

(=) Voir la Synthése
deT. Dupré et al.,
m/s n° 3, mars 2004,
page 331

publié une revue dans médecine/sciences qui
était dédiée aux anomalies congénitales des
N-glycosylprotéines [9] (=P).

Ils y décrivaient, entre autres, les bases de la compréhension des
mécanismes de la N-glycosylation des protéines. Ce processus origi-
nal s’initie dans le REG et se poursuit dans I"appareil de Golgi. Dans le
REG, les principales étapes de la synthese des N-glycoprotéines font
intervenir d’une part la synthese d’un précurseur oligosaccharidique
lipidique, de structure GlcsManyGlcNAc,-P-P-dolichol (P, phosphate),
et d’autre part, son transfert « en bloc » sur I’asparagine (Asn) de la
séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (X représentant tout acide aminé
excepté Pro) portée par la protéine acceptrice. S’en suivent I"action
de différentes GH impliquées dans I"acquisition du repliement correct
des N-glycoprotéines et, enfin, leurs adressages, via le trafic vésicu-
laire, vers ’appareil de Golgi. Les structures N-glycanniques subissent
ensuite une maturation lors du cheminement de la N-glycoprotéine
dans les différents saccules de I'appareil de Golgi. Uactivité de
mannosidases golgiennes est nécessaire a I’action séquentielle des
GT qui conduit a la formation de structures glycanniques complexes
ou hybrides (Figure 2). Outre la N-glycosylation, bon nombre de gly-
copathologies génétiques rares impactent d’autres - voire plusieurs
- voies de glycosylation au sein d’une méme cellule : la 0-glycosy-
lation (0-fucosylation, 0-GlcNAcylation, 0-GalNAcylation, 0-gluco-
sylation), la synthése des glycosaminoglycanes (GAG), la synthése
des ancres glycosylphosphatidylinositol (GPI) (ou glypiation), la
0-mannosylation de I’at-dystroglycan et la synthese des glycolipides
[10]. Chacune de ces voies s’initie dans un compartiment cellulaire
particulier, généralement le REG et/ou "appareil de Golgi, et génére
pléthore de structures glycanniques (Figure 2).

Cent-trente-trois génes ont été associés a différents CDG [10,
11]. La Figure 3 présente un panorama du nombre de génes mutés,
de la voie de glycosylation que ces mutations affectent, et de la
localisation subcellulaire des protéines codées par ces génes et
qui sont impliquées dans ces CDG. Bien que ces derniéres se loca-
lisent majoritairement dans le REG et "appareil de Golgi, certaines
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sont retrouvées dans le compartiment intermédiaire
(ERGIC), le cytoplasme et & la membrane plasmique.
Cette multiplicité des voies de glycosylation affectées
participe tres certainement a I’extréme diversité des
phénotypes cliniques rencontrés.

Quel(s) diagnostic(s) pour les CDG ?

La plupart des CDG sont des maladies multi-systé-
miques et 177 phénotypes cliniques différents ont été
identifiés. lls ont été classés par organes/systémes et
chacun associé a un CDG [11]. Le diagnostic de ces
pathologies est ainsi difficile et I'isoélectrofocalisation
(I€F) de la transferrine sérique reste, avec la chro-
matographie d’échange d’ions et la spectrométrie de
masse, la technique de référence pour leur dépistage.
Cette méthode de séparation des protéines selon leur
point isoélectrique a été a I’origine du diagnostic bio-
chimique des premiers cas de CDG ayant pour origine
des mutations du géne PMM2 en 1984 [6]. Fondée sur
I’état de sialylation des deux chaines de N-glycannes
portées par la transferrine, elle permet d’identifier et
de distinguer les patients (Figure 4A). Une dérégulation
de la N-glycosylation au niveau de la synthese et/ou
du transfert du précurseur oligosaccharidique GlcsMan-
,GlcNAc, produit en effet une sous-occupation des sites
de N-glycosylation de la protéine et caractérise un CDG
de type | (CDG-I). Les profils de type | présentent ainsi
une diminution des formes tétra-sialylées de la trans-
ferrine et une augmentation des formes di et/ou asialy-
lées (Figure 4A). Une perturbation de la N-glycosylation
en aval du transfert du précurseur oligosaccharidique
génére en revanche "apparition de structures N-glycan-
niques dites « tronquées » caractéristiques des CDG de
type Il (CDG-11). Dans ce cas, les deux sites de N-glyco-
sylation sont occupés mais le nombre d’acides sialiques
terminaux varie. Une augmentation globale des formes
tri-, di-, mono- et/ou asialylées de la transferrine est
alors évocatrice d’un profil CDG de type Il (Figure 44).
La détection des glycoformes de la transferrine sérique
présente néanmoins certaines limites. €lle ne permet
I’identification que de patients dont le déficit touche
la N-glycosylation des protéines hépatiques. Il est donc
souvent important d’examiner I'intégrité d’autres voies
de glycosylation, en particulier la 0-glycosylation. Le
dépistage des anomalies de 0-glycosylation est fondé,
comme pour la transferrine, sur des méthodes de sépa-
ration de protéines comme I'I€F et/ou I’électrophorése
bidimensionnelle appliquées a I'apolipoprotéine C-III
(ApoC-111) [12]. A la différence de la transferrine,
’ApoC-Ill n’est pas N-glycosylée mais 0-glycosylée.
Elle comporte une unique chaine 0-glycannique de type
mucine core I constituée d’une N-acétylgalactosamine,
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Figure 3. Panorama de la localisation subcellulaire différentielle des protéines mutées impliquées dans les anomalies congénitales de la glycosylation

(congenital disorders of glycosylation [CDG]). Les différentes voies de glycosylation affectées y sont répertoriées ainsi que le gene déficient iden-

tifié. Le nombre de genes impliqués dans chaque voie de glycosylation et associés a chaque compartiment subcellulaire, est indiqué entre paren-

theses. ERGIC: endoplasmic reticulum to Golgi intermediate compartment ; NM/DP-sucres : nucléotides sucres mono/diphosphate ; REG : réticulum

endoplasmique granuleux ; GAG: glycosaminoglycannes ; GH: glycosylhydrolases ; GPI: glycosylphosphatidyl inositol ; GT : glycosyltransférases ;

TGN : trans-Golgi Network ; TNS : transporteur de nucléotides sucres.

d’un galactose et de deux acides sialiques (Figure 4B). Les profils de
migration de la protéine résultant du nombre d’acides sialiques qu’elle
porte témoignent ou non d’une anomalie de 0-glycosylation.

Le diagnostic biochimique nécessite d’étre complété par un diagnostic
moléculaire afin d’identifier précisément la mutation génétique cau-
sale. Des avancées majeures ont été permises grace a I"avenement de
techniques de pointe en génomique, comme illustré par la revue de Ng
et Freeze [10] qui montre I’intérét du séquencage de I’exome entier
(whole exome sequencing ou WES) dans le diagnostic génétique des
(DG avec, entre 2010 et 2017, 51 cas identifiés (sur les 177 nouveaux
cas de CDG) par cette méthode. Un arbre décisionnel pour le diagnostic
a également été proposé par Francisco et al. [11].

€volution de la nomenclature des CDG

La premiere tentative de classification des CDG en deux grandes
familles (I et 1) repose sur les résultats de profilage obtenu par IEF de
la transferrine sérique (Figure 44). Les différents CDG se distinguaient
ensuite les uns des autres par une lettre, écrite en minuscule et par
ordre alphabétique selon ordre chronologique de leur découverte.
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Le CDG causé par une déficience en PMM2 fut ainsi
nommé CDG-la. Suite au nombre croissant de nouveaux
genes identifiés, ce systeme de classification atteignit
rapidement ses limites. Cette nomenclature ne permet-
tait, aussi, que de classer les CDG déficients pour la
N-glycosylation et occultait la nature des genes mutés
[13]. Depuis 2009, un nouveau systéme de nomen-
clature a été développé prenant en compte ces deux
aspects. Chaque CDG est désormais nommé par le gene
déficient, écrit en capitale sans italique, accolé du
suffixe « -CDG » [14, 15] : le CDG-la est ainsi identifié
par PMM2-CDG.

Une ére nouvelle pour les CDG

Malgré le nombre important d’enzymes et de protéines
impliquées dans les différentes voies de glycosylation,
force est de constater qu'une grande majorité des CDG
est causée par des mutations de genes qui codent
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Figure 4. lllustration du diagnostic biochimique des Congenital Disorders of Glycosylation (CDG). Résultats schématiquement représentés issus de

I'isoélectrofocalisation (IEF) de la transferrine (A.) et de I"apolipoprotéine-C I1l (ApoC-111) (B.), deux protéines sériques d’origine hépatique. Ces

|EF permettent d’orienter le diagnostic biochimique des CDG. A. L'IEF de la transferrine permet Iidentification d’anomalies de N-glycosylation par

le port de 2 chaines N-glycanniques. Selon le nombre d’acides sialiques présents et les proportions de chaque glycoforme, deux profils se dis-

tinguent reflétant un CDG-1 ou un CDG-II. B. LI€F de ’ApoC-I1Il permet quant a elle I'identification d’anomalies de 0-glycosylation reflétées par le

nombre de molécules d’acide sialique présentes sur le motif 0-glycannique de type mucine core I.

des protéines participant directement aux réactions de glycosylation
(GT, GH et TNS, principalement). Néanmoins, I’apparition d’un nou-
veau sous-groupe de patients présentant des altérations perturbant
la dynamique du trafic intravésiculaire ou I’homéostasie ionique de
I’appareil de Golgi, notamment celles du pH et du manganese (Mn%")
a rendu plus complexe la définition de la maladie (Figure 5). Outre
I’extréme hétérogénéité des déficiences désormais identifiées, ces nou-
veaux phénotypes permettent de caractériser de nouveaux acteurs de
la régulation du processus de glycosylation qui sont encore méconnus.

CDG et trafic intravésiculaire

Importance du trafic intravésiculaire golgien

La compartimentation cellulaire, qui permet la réalisation concomitante
de nombreuses réactions biologiques, est une caractéristique fonda-
mentale des cellules eucaryotes. Chaque organite étant délimité par une
ou plusieurs bicouches lipidiques, la communication entre les comparti-
ments ainsi que la composition et le recyclage de ces membranes, sont
essentielles au maintien d’un environnement optimal (en termes de pH,
homéostasie ionique, concentration en protéines et lipides).
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Cette communication repose sur un ensemble de vési-
cules transitant depuis le REG vers la membrane plas-
mique via I’appareil de Golgi (trafic antérograde) et,
a linverse, a partir de la membrane plasmique vers
le réticulum en passant par I'appareil de Golgi (trafic
rétrograde).

Siege de nombreuses modifications post-traduction-
nelles, dont les réactions de glycosylation, I’appareil
de Golgi est I'un des organites les plus dynamiques
de la cellule [16]. Son organisation particuliére en
sous-compartiments, appelés citernes (ou saccules),
requiert une distribution et une localisation correctes
de tous les acteurs moléculaires nécessaires a sa
fonction, en particulier aux processus de glycosyla-
tion (Figure 5). ’appareil de Golgi peut compter une
douzaine de saccules polarisés (définissant 4 zones :
le cis-Golgi, le médian-Golgi, le trans-Golgi et le
réseau trans-Golgi [TGN]) suffisamment proches les
uns des autres pour former un organite compact. Il est
entouré de nombreuses vésicules qui ont pour principale
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Figure 5. Représentation schématique des mécanismes cellulaires impliqués dans la régulation de la localisation subcellulaire des GT et de leurs

activités. D’une part, le complexe COG assure la localisation correcte des GT via le trafic rétrograde. D’autre part, la V-ATPase et TMEM165

régulent les homéostasies du pH et du Mn?* de I’appareil de Golgi, requises pour I’activité de ces GT. Uensemble de ces mécanismes est essentiel

a la génération de structures glycanniques matures correctes. Tout dysfonctionnement de ces mécanismes engendre un CDG. Le point d’inter-

rogation représente un ion dont la nature reste a spécifier. COG : Conserved Oligomeric Golgi, TMEM165 : Transmembrane protein 165, TGN :

Trans-Golgi Network.

fonction d’acheminer et de recycler des enzymes dans des citernes
spécifiques. La dynamique de ce compartiment est telle que la moindre
faille dans la formation, "adressage et la fusion des vésicules a des
conséquences désastreuses.

Au cours de la derniere décennie, les travaux portant sur les protéines
du complexe COG (conserved oligomeric golgi) ont révélé son rdle
essentiel dans le trafic rétrograde intravésiculaire golgien, et son impli-
cation dans la glycosylation golgienne. Le complexe COG est constitué
de huit sous-unités, COG1 a COG8, réparties en deux lobes distincts : le
lobe A formé des sous-unités COGl a 4, et le lobe B qui comprend les
sous-unités COG5 a 8. Ces deux lobes sont associés par une interaction
établie entre les sous-unités COG1 du lobe A et COG8 du lobe B. Chaque
sous-unité du complexe peut interagir avec différentes protéines qui
participent au trafic intravésiculaire, telles que les SNARE (soluble
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N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein
receptor) et les GTPase Rab, les protéines de fusion et
d’adressage des vésicules [17].

Perturbation du trafic intravésiculaire golgien et CDG

L'importance du complexe COG dans I’adressage et le
recyclage des enzymes de glycosylation golgiennes a
été révélée par la mise en évidence de déficits de 'une
des sous-unités du complexe chez des patients souf-
frant de CDG-II. Les premier cas, découverts en 2004,
impliquaient COG7 [18]. Il s’agissait d’un frére et d’une
sceur, présentant les symptomes cliniques d’un CDG
(une hypotonie, une asphyxie périnatale et une dys-
morphie - oreilles basses, peau lache et ridée). Ils sont

&P
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décédés respectivement apres cing et dix semaines de vie des suites
d’infections répétées et d’insuffisance cardiaque. Les profils d’IEF
de la transferrine et d’Apoc-IIl étaient anormaux et une diminution
de Iactivité de deux GT, impliquées dans I’élongation des structures
N- et O-glycanniques, a été observée. Un lien entre intégrité du trafic
intravésiculaire golgien (révélé par le déficit en COG7) et le processus
de glycosylation fut dés lors établi. De nombreuses mutations affec-
tant sept des huit sous-unités constitutives du complexe C0G (COG3
étant I'exception) ont par la suite été identifiées [19-25]. Environ un
tiers des patients atteints de CDG-II présentent de telles mutations.
Les mécanismes par lesquels sont générés les défauts de glycosyla-
tion ont fait 'objet de nombreuses études et ont partiellement été
élucidés. Certaines déficiences perturbent notamment la structure
méme de I'appareil de Golgi et le trafic rétrograde intra-golgien de
vésicules contenant des protéines importantes pour les réactions de
glycosylation, telles que les GT et/ou les transporteurs de nucléo-
tides sucres (TNS). Plus qu’une localisation golgienne anormale, les
derniers travaux montrent une instabilité de certaines GT, résultant
d’un adressage lysosomal inadéquat, en particulier MGAT (GLcNAc
transférases 1 et 2), MAN2AL (a-mannosidase class 2A member 1),
B4GALT1 (fB-1,4-galactosyltransferase 1) et ST6GALL (B-galactoside
alpha-2,6-sialyltransferase 1) [26, 27]. Ualtération du complexe COG
est donc a lorigine de la déplétion d’acteurs clefs de la glycosylation
golgienne provoquant les défauts de N- et O-glycosylation observés
chez tous les patients C0G-CDG.

CDG et pH de I’appareil de Golgi

Régulation du pH de ’appareil de Golgi

La régulation du pH de I'appareil de Golgi repose principalement sur
I’activité de trois familles de protéines : les ATPases vacuolaires, encore
appelées ATPases de type V (V-ATPase), qui importent des protons du
cytoplasme vers la lumiére de "appareil de Golgi ; les canaux de fuite a
protons, permettant d’ajuster finement le pH ; et les canaux ioniques qui
assurent I'influx d’anions ou I'efflux de cations pour maintenir le poten-
tiel membranaire [28,29]. Nous ne présenterons que les V-ATPase dont
les altérations ont été révélées chez des patients CDG.

Les V-ATPase se composent d’un domaine cytoplasmique V; et d’un
domaine transmembranaire V, chacun de ces domaines étant lui-
méme constitué de plusieurs sous-unités. Leur role dans "acidification
des organites de la voie de sécrétion a été démontré par I'utilisation
d’inhibiteurs spécifiques, tels que la bafilomycine Al et la concanamy-
cine A, qui conduit a une alcalinisation des compartiments acides de la
cellule et de 'appareil de Golgi [30].

Perturbation du pH de ’appareil de Golgi et CDG

Plusieurs mutations touchant différentes sous-unités de la V-ATPase
sont responsables de CDG-1I [31], révélant ainsi 'importance de la régu-
lation du pH de I'appareil de Golgi dans le processus de glycosylation
(Figure 5). Ainsi, des mutations du géne ATP6V0A2 codant la sous-unité
a2 du domaine V, de la V-ATPase, découvertes en 2008 par Kornak et
al. [32] affectent la fonctionnalité de la protéine avec une alcalinisa-
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tion de I'appareil de Golgi qui conduit a "apparition de
structures N- et O-glycanniques anormales, principa-
lement asialylées et agalactosylées. Le mécanisme par
lequel cette alcalinisation perturbe la glycosylation n’est
pas complétement élucidé. Deux hypotheses peuvent
toutefois étre proposées. Cette augmentation de pH
affecterait soit directement I"activité des enzymes de la
glycosylation, en particulier les sialyltransférases, soit
le trafic intracellulaire golgien, générant une mauvaise
localisation subcellulaire de ces enzymes [29, 33, 34].

D’autres mutations responsables de CDG-1I ont récem-
ment été identifiées dans les genes ATP6VIA et ATP6VIE]
qui codent respectivement les sous-unités A et €1 du
domaine V, de la V-ATPase [35] mais également des
mutations de genes codant des protéines accessoires
de la V-ATPase, comme ATP6API et ATP6AP2, ou encore
TMEM199 (transmembrane protein 199) et CCDCI115
(coiled-coil domain containing 115). TMEM199 et
CCDCL15 sont les orthologues humains de deux pro-
téines de levure, Vmal2p et Vma22p, qui, avec Vma2lp,
constitue un complexe qui « chaperonne » I"assemblage
du domaine V; de la V-ATPase au niveau du REG [36,
37]. Le phénotype clinique des patients est assez par-
ticulier, avec notamment des niveaux de transaminases
sériques chroniquement élevés et un taux de cérulo-
plasmine sérique faible. Curieusement, le métabolisme
du cuivre est également altéré chez ces patients. Le
lien entre pH du Golgi, anomalies de la glycosylation et
perturbation du métabolisme du cuivre reste a explorer.

CDG et homéostasie golgienne
de I’ion manganése (Mn?)

Régulation de ’homéostasie golgienne du Mn?*

Le manganese (Mn) est un élément trace, essentiel a la
réalisation de nombreux processus cellulaires physiolo-
giques. Chez ’homme, la quantité totale de Mn, dont les
formes biologiquement actives sont les ions Mn?* et Mn®",
est comprise entre 10 et 20 mg. Son homéostasie est
principalement régulée par la balance absorption/excré-
tion. Les effets néfastes de I'accumulation du Mn dans
I’organisme sont bien documentés. Inhalé a forte dose
via des expositions répétées, il est neurotoxique, condui-
sant a un trouble neurologique appelé « manganisme »
similaire & la maladie de Parkinson [38]. Cependant,
aucun cas de carence en Mn n’avait été rapporté.

Perturbation de I’homéostasie du Mn?* et CDG

€n 2012, notre équipe a montré qu'une carence en Mn
au niveau de I'appareil de Golgi, reposant sur un déficit
en TMEM165, provoquait un CDG-I1 [39-41]. Par I'étude
de la fonction de TMEM165 et de son orthologue chez la



levure Saccharomyces cerevisiae, Gdtlp [42-44], ces travaux ont permis
d’établir un lien entre homéostasie golgienne du Mn? et processus de
glycosylation. TMEM165 est en effet un acteur majeur de la régulation de
I’homéostasie du Mn?* en permettant son import dans I"appareil de Golgi
(Figure 5). A ce niveau, le Mn?* est un cofacteur de nombreuses glyco-
syltransférases, qui, en s’associant au site catalytique, les rend actives.
La déficience en TMEM165 induirait une diminution de la concentration
de Mn? au niveau de la lumiére de I’appareil de Golgi et affecterait
principalement le transfert sur les glycoconjugés, des NDP-sucres, en
particulier ’'UDP-galactose et "'UDP-GalNAc. Chez les patients déficients
en TMEML165, toutes les voies de glycosylation sont donc affectées, ce qui
participe tres certainement aux anomalies osseuses sévéres observées.
In vitro, le déficit de Mn® dans les cellules déficientes en TMEM165
peut étre comblé par un apport exogéne en Mn?* qui permet la correc-
tion des défauts de glycosylation observés dans ces cellules [45-47].
Le mécanisme de cette restauration reste cependant encore incompris
mais I"importance du REG, en particulier des pompes SERCA (sarco
endoplasmic reticulum Ca®-ATPase) a été suggéré : en 'absence de
TMEM165, ce mécanisme permettrait de fournir en ions Mn%*via le REG,
’appareil de Golgi [47].

Récemment, un autre CDG-1I affectant ’homéostasie cellulaire du Mn a
été rapporté. Il s’agit du SLC39A8-CDG, identifié en 2015 par Park et al.
[48]. Contrairement G TMEM165 qui est localisé au niveau de I'appareil
de Golgi, SLC39A8 est un transporteur de cations divalents situé a la
membrane plasmique. |l permet I'import des ions Mn?* et zinc (Zn?*) dans
le cytoplasme. Comme chez les patients TMEM165-CDG, une hypogalac-
tosylation massive des structures glycanniques associée a un phénotype
clinique osseux sévere sont observés chez les patients SLC39A8-CDG.

Quels traitements pour les CDG ?

Les résultats issus de la recherche combinés aux données cliniques
permettent une meilleure compréhension des mécanismes a I'origine
des défauts de glycosylation et permettent d’envisager, pour certains
patients CDG, de possibles traitements. Néanmoins, aucun traitement
ne permet aujourd’hui de corriger les atteintes sévéres, en particulier
neurologiques et osseuses, qui apparaissent chez ces patients au cours
de leur développement. Nous examinerons les principales avancées et
stratégies thérapeutiques actuelles ciblant les CDG [49].

Administration orale de monosaccharides et ions

Certains CDG résultent d’un déficit de protéines directement impliquées
dans la synthese ou le transport des nucléotides sucres. Dans certains
cas, des traitements relativement simples @ mettre en ceuvre sont envi-
sageables. Ils consistent en I’apport exogéne du monosaccharide/ion par
I’alimentation. Cette stratégie présente I"avantage d’étre relativement
inoffensive pour les patients et peu onéreuse. Selon le CDG considéré,
une administration orale de monosaccharide peut-étre combinée a
celle d’éléments traces, tels que les ions Mn?". A Pheure actuelle, cette
approche thérapeutique cible une dizaine de CDG et de nombreuses
revues rendent compte des différents traitements établis [49-53], dont
certains sont présentés ici.
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Le D-mannose

Le D-mannose est un monosaccharide qui participe a
plusieurs voies de glycosylation, dont la N-glycosy-
lation, la 0-glycosylation, la C-mannosylation et la
synthése des ancres GPI. Le premier cas de CDG ayant
bénéficié de ce traitement fut un patient atteint de
MPI (mannose phosphate isomérase)-CDG. U'apport
exogene de D-mannose compense dans ce cas le
déficit en mannose phosphate isomérase, ’enzyme
responsable de la conversion du fructose-6-phosphate
en mannose-6-phosphate. Ce mannose exogéne est
converti en mannose-6-phosphate par I’hexokinase. Il
est ensuite activé en GDP-mannose afin d’étre utilisé
par les GT. Uadministration par voie orale de D-man-
nose (1 g/kg par jour en trois a quatre prises), tend a
normaliser le profil des glycoformes de la transferrine
sérique. Elle améliore considérablement les fonctions
endocriniennes et les facteurs de coagulation chez les
patients traités [51]. La posologie du D-mannose doit
cependant étre finement ajustée en raison d’effets
secondaires gastro-intestinaux et hématologiques. Ce
traitement ne s’applique que pour le MPI-CDG, et non
pour le PMM2 (phosphomannomutase 2)-CDG, dont la
déficience affecte la conversion du mannose-6-phos-
phate en mannose-1-phosphate. Le traitement chez
les patients souffrant de PMM2-CDG ne conduirait qu’a
une augmentation de mannose-6-phosphate et non a
celle de mannose-1-phosphate, produit par la PMM2.
Une stratégie pharmacologique d’encapsulation du
mannose-1-phosphate dans des liposomes, élaborée
par la société Glycomine, a été entreprise pour ces
patients. Cette approche prometteuse permettrait de
délivrer directement le nucléotide sucre manquant aux
cellules. Les premiers essais cliniques devraient débuter
prochainement.

Le L-fucose

Le L-fucose est un monosaccharide retrouvé dans dif-
férentes structures N- et 0-glycanniques ainsi que dans
les glycolipides. L'import de GDP-fucose dans I’appareil
de Golgi se réalise principalement grdce au transporteur
SLC35C1 (solute carrier family 35 member C1). Chez les
patients présentant un SLC35C1-CDG, "apport exogéne
de L-fucose tend a normaliser le défaut de glycosy-
lation. Le mécanisme de cette normalisation n’est
pas completement élucidé, mais il reposerait sur une
augmentation de la concentration cellulaire de GDP-
fucose, permettant ainsi son import dans I'appareil de
Golgi malgré 'altération de son tranporteur SLC35CI.
Chez ces patients, principalement immunodéficients,
ce traitement diminue les infections et normalise le
nombre de leucocytes circulants [51].
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Le D-galactose

L'import d’UDP-galactose dans I"appareil de Golgi repose sur I'activité
du transporteur SLC35A2 (solute carrier family 35 member A2). Un défaut
de galactosylation des structures N- et O-glycanniques, ainsi que de
certains glycolipides, est observé chez certains patients CDG. Ces défauts
ont des origines multiples et résultent soit d’'une moindre quantité
d’UDP-galactose (pour les PGM1[phosphoglucomutase 1]-CDG), soit
d’un défaut d’import d’UDP-galactose dans I"appareil de Golgi (pour les
SLC35A2-CDG), soit, enfin, d’une altération enzymatique de son transfert
sur les structures glycanniques (pour les SLC39A8-CDG et les TMEM165-
(DG). Le défaut de galactosylation chez ces patients est corrigé par
I’administration orale de D-galactose (entre 0,5 et 1,5 g/kg par jour)
[45, 49, 51]. Les mécanismes de la restauration sont néanmoins com-
plexes et different selon le déficit. Une conséquence constante faisant
suite a I'apport exogéne de D-galactose est néanmoins I’augmentation
du pool cytoplasmique d’UDP-galactose. Dans le cas du SLC35A2-CDG,
le mécanisme reste incompris mais impliquerait vraisemblablement
I’activité d’un autre transporteur golgien dans I'import d’UDP-galactose.
Pour le PGM1-CDG ot la conversion du glucose-6-phosphate en glucose-
1-phosphate est altérée, 'apport exogene de D-galactose favoriserait a
la fois la production d’UDP-galactose et d’UDP-glucose par I'action de
I’UDP-galactose 4-épimérase (GALE).

Le D-galactose et I’ion Mn**

Dans les cas particuliers de SLC39A8-CDG et TMEM165-CDG, un apport
exogene combiné de D-galactose et d’ion Mn* (sous la forme de
MnCl, ou de MnSQ,) semble &tre un traitement de choix. 'UDP-galac-
tose et les ions Mn?* étant les substrats et cofacteurs de la B-1,4-
galactosyltransférase (B4GALT1), leur apport exogéne permettrait de
stimuler son activité afin d’accroitre le transfert de galactose sur les
structures glycanniques. Dans le cas du SLC39A8-CDG, cette combi-
naison a donné des résultats prometteurs avec une normalisation des
défauts de glycosylation, associée a I’lamélioration de nombreux para-
métres biochimiques [48, 54]. Le principal inconvénient dans la mise
en place d’un tel traitement repose sur la toxicité du Mn. I doit donc
s’accompagner du contréle de nombreux parametres afin de prévenir
ces effets toxiques sur organisme. Pour la déficience en TMEM165,
des études in vitro menées sur des lignées de cellules HEK293 dans
lesquelles le géne TMEMI165 a été invalidé, ont d’ores et déja prouvé
I’effet bénéfique d’une supplémentation en D-galactose et en ions
MnZ* sur la restauration des profils de glycosylation des structures
N-glycanniques et des glycolipides produits par les cellules [45, 47].
Des essais cliniques utilisant cette combinaison sont actuellement en
cours de validation sur deux patients TMEM165-CDG.

Transplantations

Les CDG se caractérisent par une atteinte multi-systémique [11] et
dans 22% des cas, le foie des patients est atteint, ce qui se traduit
par une cirrhose, une insuffisance hépatique ou, dans les cas les plus
séveres, une fibrose hépatique. C’est le cas, avec différents degrés
de gravité, des patients TMEM199-CDG, CCDC115-CDG, ATPAP1-CDG,
MPI-CDG, PMM2-CDG et PGM1-CDG [49]. Dans les cas de PMM2- et
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PGM1-CDG, les taux élevés de transaminases associés a
une stéatose confirment le dysfonctionnement du foie.
Néanmoins, la question d’une transplantation de foie
est délicate, puisque les taux de transaminases peuvent
se normaliser au cours du temps (pour les PMM2-CDG)
ou apres un traitement au D-galactose (pour les PGM1-
CDG). €n revanche, dans le cas d’une fibrose hépatique
avancée, que I’on observe principalement chez les
patients MPI-CDG, la transplantation est le seul moyen
de rétablir une fonction hépatique. Ces transplan-
tations ont été réalisées avec succes chez plusieurs
patients MPI-, ATP6AP1- et CCDC115-CDG.

Le foie n’est malheureusement pas le seul organe séve-
rement atteint chez certains patients. Pour les patients
DOLK (dolichol kinase)-CDG, des atteintes cardiaques
ont été rapportées et deux transplantations de coceur
ont été réalisées avec succeés. Dans les cas d’immu-
nodéficiences séveres telles qu’on les observe chez
les patients PGM3 (phosphoglucomutase 3)-CDG, une
transplantation de cellules souches hématopoiétiques
s'est avérée étre bénéfique en diminuant les troubles
immunitaires [49].

Utilisation des chaperonnes pharmacologiques

et de "acétazolamide

Les chaperonnes pharmacologiques (CP) sont de
petites molécules pouvant lier les protéines mutées
mal conformées et les stabiliser et, ainsi, empécher leur
dégradation prématurée. Dans le cas du PMM2-CDG,
pres de 80% des patients portent la mutation faux-
sens p.R141H responsable du déficit enzymatique de la
PMM2. Apres le criblage haut débit de 10 000 molécules
pharmacologiques, Yuste-Checa et al. [55] ont sélec-
tionné quatre composés susceptibles de jouer le réle de
CP pour la PMM2. Ces composés, en stabilisant la pro-
téine mutée, empéchent sa dégradation et favorisent le
maintien de sa fonctionnalité, bien qu’elle soit altérée.
Chez les patients PMM2-CDG, des accidents vasculaires
cérébraux (ou stroke like episodes, SLE) apparaissent.
Ces SLE sont également observés dans d’autres types
de maladies neurologiques, dont les migraines hémiplé-
giques familiales (MHF). 'acétazolamide (ou AZATAX)
est un traitement de choix pour ces MHF. Il réduit consi-
dérablement la fréquence de ces épisodes cérébraux.
Dans le cadre du déficit de PMM2, PAZATAX a été testé
sur une cohorte de patients. Bien toléré, son admi-
nistration a produit des résultats spectaculaires chez
certains d’entre eux avec, notamment, une améliora-
tion des syndromes cérébelleux moteurs. La encore, le
mécanisme d’action de "acétazolamide reste incompris
méme si I’on suppose qu’il est impliqué dans la régula-
tion d’un transporteur de calcium [56].
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