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Diagnostic biochimique des désordres
congénitaux de la glycosylation

A. Raynor, F. Fenaille, E. Lebredonchel, F. Foulquier, A. Bruneel

Résumé : Les désordres congénitaux de la glycosylation (CDG pour congenital disorders of glyco-
sylation) constituent un groupe de plus de 160 maladies héréditaires du métabolisme impactant la
glycosylation. Les atteintes moléculaires concernent principalement des enzymes et transporteurs du
cytosol, du réticulum endoplasmique et de I'appareil de Golgi et peuvent étre a I'origine d’anomalies de
la N-glycosylation, de la O-glycosylation et/ou des glycosaminoglycanes. Ces anomalies de la glycosyla-
tion peuvent se répercuter sur le repliement, I'adressage, la sécrétion, la stabilité et, in fine, la fonction
de nombreuses macromolécules glycosylées (majoritairement des protéines, parfois des lipides ou des
ancres glycosylphosphatidylinositol), avec des conséquences cliniques souvent importantes. Le diagnos-
tic clinique des CDG est difficile, la plupart d’entre eux se manifestant par des atteintes multiviscérales
sans signe pathognomonique. Ainsi, le biologiste spécialisé joue un réle important dans l‘orientation
diagnostique, en ayant recours a un panel d’analyses permettant de mettre en évidence des anomalies
de la glycosylation caractérisant les CDG. Dans cet article, apres de brefs rappels sur la glycosylation et
les CDG, nous présentons les techniques analytiques permettant d’étudier la glycosylation des protéines
au laboratoire, avec une attention particuliére portée sur l'interprétation des résultats et sur les facteurs
pouvant induire une confusion diagnostique. Nous décrivons ensuite brievement I'importance actuelle de
la génétique dans la démarche diagnostique des CDG.
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Analyse de la transferrine sérique (N-glycosylation) par d’une structure oligosaccharidique (un glycane) sur une chaine
techniques électrophorétiques 6 polypeptidique, avec de nombreuses conséquences sur ses
Analyse de la transferrine sérique (N-glycosylation) par propriétés structurales et fonctionnelles (repliement, adres-
spectrométrie de masse (SM) 8 sage, sécrétion, interactions, stabilité) [U. Les glycanes sont
Analyse du N-glycome sérique/plasmatique total aprés synthétisés par le biais de séquences enzymatiques de construc-
traitement par la peptide-N-glycosidase F (PNGase F) ou tion/déconstruction mettant en jeu différents monosaccharides
I'endo-B-N-acétylglucosaminidase H (EndoH) 11 (ou oses) et différentes glycosyltransférases et glycosidases. Chez
Analyse de I'apolipoprotéine C-llI sérique (O-glycosylation de I'Homme, les glycanes se lient aux protéines majoritairement au
type mucine core 1) 1 niveau de la fonction amide d’'une asparagine (Asn) (on parle
Biomarqueurs cellulaires des CDG 12 alors de N-glycosylation) ou de la fonction hydroxyle d'une
Analyse de la bikunine sérique (O-xylosylation des GAG) 13 sérine (Ser) ou thréonine (Thr) (on parle de O-glycosylation).

EMC - Biologie médicale

Volume 0 > n°0 > xxx 2025

La N-glycosylation est un processus séquentiel qui débute dans
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le réticulum endoplasmique (RE) et s’acheve dans l’appareil de
Golgi, alimenté par la synthese cytosolique de nucléotides-sucres ;
avec, finalement, des chaines glycaniques présentant une rela-
tive homologie structurale caractérisée par un pentasaccharide
initial commun 2. La O-glycosylation correspond quant a elle
a un ensemble de processus golgiens aboutissant a des structures
plus diverses. A titre d’exemples, on retiendra la O-glycosylation
de type mucine, ou le premier ose lié a la protéine est une
N-acétylgalactosamine (GalNAc) ; la O-xylosylation des glycosa-
minoglycanes (GAG), ou le premier ose est un xylose (Xyl) ; la
O-fucosylation (premier ose = fucose) et la O-mannosylation (pre-
mier ose = mannose) de 'a-dystroglycane. On note que les N- et
O-glycosylations, qui concernent la majorité des glycoprotéines,
impliquent toutes deux l’appareil de Golgi . En conséquence, la
régulation de ’homéostasie de cet organite (pH, concentrations
en métaux, trafic vésiculaire, etc.) revét une importance particu-
liere dans les processus de la glycosylation .

En lien avec le nombre important d’acteurs moléculaires impli-
qués, plus de 160 maladies héréditaires du métabolisme impactant
la glycosylation ont été décrites et regroupées sous le terme de
« désordres congénitaux de la glycosylation » ou CDG pour conge-
nital disorders of glycosylation. Lors de la description initiale des
CDG dans les années 1980, ils ne concernaient supposément
que des défauts de glycosylation des protéines. Il a plus tard
été montré que la glycosylation des lipides et la synthése des
ancres glycosylphosphatidylinositol (GPI) pouvaient également
étre affectées . Les tableaux cliniques des patients atteints de
CDG sont tres variables, et généralement peu spécifiques : sont
régulierement observés un retard de croissance, des atteintes neu-
rologiques, une coagulopathie ou une hépatopathie [°l. Pour ces
raisons, le diagnostic des CDG est souvent difficile, et associe clas-
siquement a la clinique un dépistage biochimique et des analyses
génétiques, conférant un role central au laboratoire de biochimie.
Le biochimiste spécialisé dispose d’un ensemble de biomarqueurs
et de techniques robustes pour 1’étude de la N-glycosylation et
de certains types de O-glycosylation, que nous décrivons par la
suite. Cependant, dans d’autres cas, 1’absence de biomarqueurs
aujourd’hui validés en pratique clinique constitue une limite
importante au dépistage et au diagnostic de certitude d'un CDG.

Dans cette revue, adaptée d'une récente publication dans
Advances in Clinical Chemistry /) nous proposons une bréve intro-
duction sur la physiologie de la glycosylation (N-, O-glycosylation
et synthese des GAG), ainsi que sur les CDG. Ensuite, nous
détaillons les biomarqueurs et techniques analytiques éprouvés.
Nous décrivons ensuite brievement 'importance actuelle de la
génétique dans la démarche diagnostique des CDG.

B Généralités sur la glycosylation
et les CDG

N-glycosylation

La N-glycosylation est le processus de glycosylation le mieux
décrit et concerne la majorité (= 90 %) des glycoprotéines chez
I’Homme 8 91, A titre d’exemples, la transferrine, I'haptoglobine et
beaucoup des facteurs de la coagulation sont des N-glycoprotéines
circulantes, majoritairement synthétisées et sécrétées par le foie.
La N-glycosylation se caractérise par la liaison de la chaine gly-
cane sur la fonction amide d'une Asn, classiquement au sein d'une
séquence consensus « Asn-X-Ser/Thr » (X : tout acide aminé sauf
une proline) [, Le processus débute dans le RE et se termine dans
I'appareil de Golgi et peut se résumer en deux étapes principales :
e la synthese de la chaine oligosaccharidique dans le RE et son

transfert « en bloc » sur la protéine en cours de syntheése ;

e samaturation dans le RE puis dans l'appareil de Golgi, avant de
se retrouver a la membrane plasmique ou d’étre sécrétée dans
la circulation.

De facon plus détaillée, la premiére étape de la N-glycosylation
débute sur la face cytosolique de la membrane du RE (Fig. 1) avec
le greffage de différents oses sur une ancre lipidique particuliere, le
dolichol-phosphate (dol-P). Ces oses proviennent de nucléotides-
oses, synthétisés dans le cytoplasme grace a une machinerie

2

enzymatique spécifique. Leurs liaisons au dol-P, puis a la chaine
glycanique en cours d’élongation, sont catalysées par des glycosyl-
transférases de la famille des asparagine-linked glycosyltransferases
(ALG). Apres la fixation d'une N-acétylglucosamine-phosphate
(GIcNAc-P) sur le dol-P, une GIcNAc et cing mannoses (Man)
sont successivement ajoutés, aboutissant a la structure dol-PP-
GlcNAc;-Man-(Man)-Mans, qui est transloquée a la face luminale
du RE grace a la flippase RFT1 ['!l. Puis, quatre Man et trois glu-
coses (Glc) sont successivement ajoutés, aboutissant au précurseur
biantenné dol-PP-GIcNAc,-Man-(Man-(Man;)-Man,)-Man;-Glcs.
Ici, les Man et Glc se lient dans le cytosol a des dol-P pour étre
ensuite transloqués dans la lumiere du RE et participer a la cons-
truction de l’oligosaccharide '?!. Enfin, ce dernier est transféré en
bloc du dol-P a la protéine en cours de synthese, sous l’action
du complexe oligosaccharyltransférase (OST), qui comprend huit
sous-unités protéiques distinctes (Fig. 1).

La seconde étape de la N-glycosylation débute dans le RE, ou la
glycoprotéine subit un contréle qualité (Fig. 2). Les glucosidases I
et II hydrolysent deux des trois Glc terminaux et la structure
Glc-Man;-(Mans)-Man-GIcNAc,- est reconnue par les lectines
chaperonnes calnexine et calréticuline. Ce complexe glycopro-
téine/lectines peut étre reconnu par 'oxydoréductase ERpS7, qui
participe au repliement de la protéine '3, Puis, la glucosidase II
clive le dernier Glc, permettant a la glycoprotéine d’étre reconnue
par 'UDP-glucose:glycoprotéine glycosyltransférase (UGGT), qui,
en cas de mauvais repliement protéique, rajoutera un nouveau
Glc terminal permettant d’amorcer éventuellement un nouveau
cycle %1, Ce processus peut se répéter si le mauvais repliement per-
siste 151, En cas d’impossibilité d’obtenir un repliement correct,
trois a quatre Man sont finalement retirés du N-glycane sous
I'action de la mannosidase I RE-spécifique, et la glycoprotéine
quitte le RE pour le cytosol ot elle est dégradée, et ses composants
recyclés 1. Si la glycoprotéine est correctement repliée, elle est
transférée vers I'appareil de Golgi ou la maturation de sa chaine N-
glycane -GIcNAc,;-Man-(Man-(Man;)-Man,)-Man; peut se pour-
suivre (Fig. 2). Plus précisément, des mannosidases golgiennes
vont retirer trois Man, puis une GIcNAc transférase va ajouter une
GIcNAc sur I"'une des deux antennes du N-glycane, avant hydro-
lyse des deux Man restants par la mannosidase II. Cela aboutit a
la structure -GlcNAc,-(Man)-Man,-GlcNAc sur laquelle différents
oses (GIcNAc, galactoses [Gal], acides sialiques [SA], fucoses [Fuc])
peuvent séquentiellement se lier, aboutissant a un N-glycane
mature biantenné 7. Ces oses préalablement activés sous forme
nucléotides-oses dans le cytosol sont acheminés dans ’appareil de
Golgi par des transporteurs spécifiques de la famille SLC35 (Fig. 2).

Chez les sujets sains, les N-glycanes matures sont prin-
cipalement de type « complexe », dont les antennes sont
majoritairement sialylées en position terminale "8/, Sont égale-
ment retrouvés des N-glycanes « riches en mannose », non-sialylés
en positions terminales (Manx-GIcNAc,-) et « hybrides », corres-
pondant a la situation intermédiaire (Fig. 2). Ces derniers sont
retrouvés en particulier sur certaines immunoglobulines 191,

O-glycosylation de type mucine

La O-glycosylation de type mucine est une modification post-
traductionnelle qui se déroule dans l’appareil de Golgi (Fig. 3).
Contrairement a la N-glycosylation, ou le glycane est assemblé sur
un dol-P avant d’étre transféré a la protéine, la O-glycosylation
s'initie sur la protéine (pas de séquence consensus identifiée).
Dans la O-glycosylation de type mucine, différentes polypeptide-
N-acétylgalactosamine transférases (ppGalNAcT) peuvent lier une
GalNAc sur 'hydroxyle d'une Ser ou d'une Thr, donnant nais-
sance a la structure de type mucine la plus élémentaire >,
D’autres oses peuvent alors successivement y étre greffés pour for-
mer les structures de type mucine « core 1 » a « core 8 » 1?1 Ces
oses proviennent du cytosol, sous la forme de nucléotides-sucres
acheminés dans le Golgi par des transporteurs de la famille SLC35.

Un exemple d’intérét clinique de protéine circulante O-
glycosylée de type mucine est l’apolipoprotéine C-III (apoC-
1) 221, Aprés liaison de la GalNAc sur la fonction hydroxyle de
la Thr 74, un Gal est ajouté sous l'action de la glycoprotéine-N-
acétylgalactosamine,3-B-galactosyltransférase 1 (C1GalT1, aussi
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Figure 1. N-glycosylation : étapes cytosoliques et premiéres étapes dans le réticulum endoplasmique (RE). La N-glycosylation est initiée par : la réaction

d’un nucléotide-sucre (synthétisé dans le cytosol) avec un dolichol-phosphate (dol-P) ancré a la membrane du RE, avec formation d’une liaison pyrophosphate
(1) ; les ajouts d’une N-acétylglucosamine (GIcNAc) et de cing mannoses, catalysés par des glycosyltransférases spécifiques (ALG) (2) ; la translocation du
dol-PP-glycane de la face cytosolique a la face luminale du RE, catalysée par la flippase RFT1 (3) ; I’ajout de quatre mannoses et de trois glucoses (4) ; et le
transfert de ce proto-N-glycane sur I'amide d’une asparagine (Asn) d’une protéine en cours de traduction, catalysé par le complexe oligosaccharyltransférase
(OST), suivi par I'élimination de deux glucoses (5). Les acteurs moléculaires décrits comme impliqués dans la pathogénie de désordres congénitaux de la

glycosylation (CDG) sont indiqués en rouge.

appelée core 1 synthase). Ce disaccharide Gal-GalNAc- correspond
au motif « core 1 » qui est partagé par de nombreuses autres
glycoprotéines et sert de base a 1’assemblage de structures plus
complexes. Dans le cas de ’apoC-III, un premier SA est le plus sou-
vent greffé au core 1 par la B-galactoside a-2,3-sialyltransférase 1
(ST3Gall), produisant la glycoforme apoC-III;. Un second SA
peut étre ajouté sous l'action de 'a-N-acétylgalactosaminide «-
2,6-sialyltranstérase 1 (ST6GalNAc I), produisant la glycoforme
apoC-III, 1% 241 (Fig. 3).

Syntheése des glycosaminoglycanes (GAG)

Les GAG sont des chaines glycaniques caractérisées par la répé-
tition d’'un motif disaccharidique comprenant une hexosamine
(par ex. GIcNAc) et un acide uronique (par ex. l'acide glucuro-
nique [GlcA]) (Fig. 4). La chaine GAG est le plus souvent liée a
une protéine (exceptions : héparine et acide hyaluronique) par
I'intermédiaire d'un linker tétrasaccharidique commun GlcA-Gal-
Gal-Xyl-, lui-méme li¢ a la protéine au niveau de la fonction
hydroxyle d’une Ser (O-xylosylation). Cela concerne les héparane-
sulfates (HS), les chondroitine-sulfates (CS) et les dermatane-
sulfates (DS). Les kératane-sulfates (KS) sont des exceptions car
ils se lient a la protéine sans linker intermédiaire, au niveau des
fonctions hydroxyles ou amides %!, La synthése des GAG débute
dans le RE, a l'interface avec I'appareil de Golgi, par 'élongation
du linker (ou des premiers oses dans le cas des KS). Une fois le linker
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synthétisé, différentes glycosyltransférases peuvent alors y ajouter
(un nombre variable de fois) un motif disaccharidique répété 21,
Comme pour la O-glycosylation de type mucine, les oses consti-
tuant les chaines GAG proviennent du cytosol, sous forme de
nucléotides-sucres acheminés dans l'appareil de Golgi par des
transporteurs de la famille SLC3S5. De plus, les chaines GAG sont
souvent abondamment sulfatées, ce qui leur confére une charge
fortement négative a l'origine de propriétés hydrophiles impor-
tantes notamment au niveau des matrices extracellulaires (Fig. 4).

Désordres congénitaux de la glycosylation
(CDG)

La pléthore d’enzymes impliquées dans la glycosylation, tres
spécifiques et sensibles a l’environnement biochimique (pH,
cofacteurs, etc.) ainsi que la variété de transporteurs et autres
acteurs moléculaires font de la glycosylation un processus parti-
culierement complexe et fragile. Des anomalies de glycosylation
peuvent apparaitre au cours de certaines pathologies acquises (par
ex. insuffisance hépatique, certains cancers). Les maladies hérédi-
taires du métabolisme définies par une atteinte de la glycosylation
sont regroupées sous le terme de « désordres congénitaux de la
glycosylation » ou CDG pour congenital disorders of glycosylation.
A ce jour, plus de 160 CDG ont été identifiés, de transmission
principalement autosomique récessive (exceptionnellement,
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Figure 2. N-glycosylation : suite et fin des étapes dans le réticulum endoplasmique (RE) et étapes golgiennes. La glycoprotéine subit d’abord un contréle de
qualité, consistant en sa reconnaissance par les chaperonnes calnexine/calréticuline (CNX/CRT) (6). L'oxydoréductase ERp57 pourra participer a la correction
d’éventuelles anomalies de repliement en remaniant les liaisons disulfures au sein de la glycoprotéine. L'élimination du glucose résiduel permettra de libérer la
glycoprotéine de ses chaperonnes. Si les anomalies de repliement persistent, I'UDP-glucose:glycoprotéine glucosyltransférase (UGGT) rajoutera un glucose,
entrainant une nouvelle reconnaissance de la glycoprotéine par ses chaperonnes. Aprés quelques cycles de controle de qualité, si la glycoprotéine n’est
toujours pas correctement repliée, elle sera orientée vers le cytosol pour étre dégradée et recyclée. Si la glycoprotéine est correctement repliée, elle sera
transportée vers |'appareil de Golgi liée a des chaperonnes, gréace au trafic vésiculaire antérograde. Dans I'appareil de Golgi, le N-glycane, qualifié a ce stade
de « riche en mannose », pourra étre maturé suite a l’ajout puis a I’'hydrolyse de différents sucres : trois mannoses sont retirés du N-glycane, sous I'action
des mannosidases | golgiennes (7) ; une N-acétylglucosamine est ajouté grace a une N-acétylglucosamine (GIcNAc) transférase (8) ; deux mannoses sont
retirés par des mannosidases Il golgiennes (9) ; et différents sucres activés, provenant du cytosol, sont ajoutés par différentes glycosyltransférases, produisant
un N-glycane mature (de type soit « complexe » soit « hybride ») (10). Les acteurs moléculaires décrits comme impliqués dans la pathogénie de désordres
congénitaux de la glycosylation (CDG) sont indiqués en rouge. ERAD : endoplasmic-reticulum-associated protein.

autosomique dominante ou liée a I’X) 1. Ces pathologies
sont rares, la plupart d’entre elles n’ayant été rapportées que
chez un faible nombre d’individus *®l. Les variants pathogénes
concernent des genes codant pour des enzymes de la glycosy-
lation (glycosyltransférases, glycosidases, isomérases, mutases,
etc.), des protéines du trafic golgien (comme les protéines COG
pour conserved oligomeric Golgi complex), des transporteurs de
nucléotides-sucres (famille SLC35) ou certains transporteurs
d’ions (par ex. pompe a protons, transport golgien du manga-
nése) 271, Les premiers CDG décrits (MGAT2-CDG, PMM2-CDG,
MPI-CDG, etc.) ont été caractérisés sur la base d’anomalies de
la glycosylation des protéines. Depuis, d’autres CDG ont été
caractérisés sur la base d’anomalies de la glycosylation des lipides,
ou de défauts de synthése des ancres GPI 1?*-%2I, Les CDG sont
des pathologies aux tableaux cliniques hétérogénes, regroupant
des symptomes souvent peu spécifiques et de sévérité variable.
La plupart des patients présentent des signes neurologiques
auxquels sont fréquemment associés un retard de croissance,
une hypotonie, une hépatopathie, une coagulopathie et une
dysmorphie. Bien que ces pathologies soient aujourd’hui pour

la plupart incurables, la prise en charge de certains CDG comme
MPI-CDG, PGM1-CDG, SLC39A8-CDG et TMEM165-CDG a
connu des progreés significatifs avec des traitements (mannose
et/ou galactose per os, manganese per 0s) permettant une
amélioration des anomalies de la glycosylation, voire des signes
cliniques [33 341,

Bien que I'histoire naturelle des CDG soit a ce jour imparfaite-
ment comprise, il est probable qu'une partie des signes cliniques
se développent avant la naissance. Plusieurs études sur modeéles
animaux et chez I'Homme ont souligné le rdle majeur des glyco-
protéines dans 'embryogenése et le développement feetal 539,
Les défauts de glycosylation pourraient, dans ce contexte, entrai-
ner des défauts de repliement protéique, de transport, ou de
liaison ligand-récepteur, a l'origine de désordres dans des voies
de signalisation essentielles au développement prénatal (par ex.
TGF-B, Sonic Hedgehog, Notch), ou altérant directement les fonc-
tions de certaines protéines (par ex. les protéoglycanes dans le
contexte du développement des cartilages et des os).

Le tableau clinique des CDG étant classiquement peu spé-
cifique, leur diagnostic nécessite des analyses biochimiques et
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Figure 3. O-glycosylation de type mucine core 1 : exemple de I'apolipoprotéine C-lll (apoC-lil). Une N-acétylgalactosamine (GalNAc) est greffée sur
I'oxygeéne de la chaine latérale d’une thréonine par une polypeptide N-acétylgalactosaminyltransférase (ppGalNAcT) (1), puis un galactose est ajouté grace a
la glycoprotéine-N-acétylgalactosamine,3-f3-galactosyltransférase 1 (aussi appelée C1GalT1 ou core 1 synthase), produisant le motif mucine core 1 (2). Puis
un acide sialique est greffé sur le galactose par la B-galactoside a-2,3-sialyltransférase (ST3Gal1) (3). Parfois, un deuxieme acide sialique est greffé a la GalNAc
par la a-N-acétylgalactosaminide «-2,6-sialyltransférase (ST6GalNAc I) (4). Les glycoformes asialylée, monosialylée et disialylée de I'apoC-IIl sont dénommées

respectivement apoC-Illy, apoC-lily et apoC-Iil;.

génétiques complémentaires. Les analyses biochimiques étudient
la glycosylation des protéines (charge, masse moléculaire, struc-
ture des glycanes) et permettent généralement d’orienter vers
un type de CDG voire, plus exceptionnellement, vers un sous-
type précis (voir infra) . Les analyses génétiques permettent
d’identifier le variant pathogeéne, ce qui, au-dela de 'aspect diag-
nostique (d'une maladie souvent incurable), présente un intérét
majeur dans le cadre d’'un éventuel conseil génétique. Les ana-
lyses biochimiques et génétiques sont complémentaires dans la
démarche diagnostique, la génétique seule étant souvent insuffi-
sante (découverte de variants de signification indéterminée [VSI]).

L'approche analytique a l'origine de la découverte des CDG
a consisté en I'étude des N-glycoformes de la transferrine (Tf)
sérique par isoélectrofocalisation (IEF). Deux types de profils
anormaux de la Tf ont été caractérisés, donnant naissance a la
distinction historique entre CDG de type I (CDG-I) et CDG de
type II (CDG-II) Y. Les CDG-I impliquent les premiéres étapes
de la N-glycosylation (synthese de 1'oligosaccharide précurseur et

EMC - Biologie médicale

transfert sur la protéine en cours de syntheése), avec des variants
pathogenes de génes codant pour des enzymes du cytosol ou du
RE, a l'origine d’un défaut partiel de structure du glycane précur-
seur, et de sa non-reconnaissance par le complexe OST. Pour la Tf,
cette non-reconnaissance se traduit par une sous-occupation des
sites de N-glycosylation. Les CDG-II impliquent des déficiences
dans les étapes suivantes du processus de N-glycosylation (matura-
tion du N-glycane apres sa liaison a la protéine), avec des variants
pathogenes de genes codant pour des acteurs moléculaires des
compartiments terminaux du RE ou de l'appareil de Golgi. Dans
les CDG-II, la Tf porte ses chaines de N-glycanes, mais celles-ci pré-
sentent des structures anormales, le plus souvent tronquées. Au
fur et a mesure de 'augmentation du nombre de CDG identifiés
et de la nature trés diverse des génes impliqués, la classification
historique en CDG-I/CDG-II (CDG-Ia, CDG-Ib, CDG-lia, etc.) a
évolué, et repose maintenant sur une nomenclature associant le
nom du géne muté au suffixe « -CDG » (PMM2-CDG, MPI-CDG,
MGAT2-CDG, etc.) 2.
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Biosynthése et modifications des glycosaminoglycanes (GAG) (a I'exclusion de I’héparine et des kératane-sulfates de types Il et IIl). A I'extrémité

libre du tétrasaccharide linker (GlcA-Gal-Gal-Xyl) lié a la protéine (O-xylosylation), la polymérisation de la chaine GAG est initiée par le transfert d’une
premiére osamine (N-acétylgalactosamine [GalNAc] pour la chondroitine sulfate [CS], N-acétylglucosamine [GIcNAc] pour I'héparane sulfate [HS]) et se
poursuit par I'ajout d’'un nombre variable de motifs disaccharidiques répétés (GlcA-GalNAc pour les CS, GlcA-GlcNAc pour les HS). A ce stade, un phénomeéne
d’épimérisation du GIcA de la chaine CS peut étre a I'origine d’un dermatane sulfate (DS ; IdoA-GalNAc). Les chaines GAG sont par ailleurs abondamment

sulfatées. Chaque voie de synthése implique I’action de glycosyltransféras
Pour le kératane sulfate (KS ; GIcNAc-Gal), la synthése peut s’initier de t

es spécifiques, ainsi que celle de sulfotransférases (non illustrées ici) et d’épimérases.
rois fagcons. Les oses utilisés dans la synthése des GAG proviennent du cytoplasme,

sous la forme de nucléotide-oses, avant d’étre transloqués dans le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi grace a des transporteurs de la famille
SLC35. XylIT : Xylosyltransférase ; 34Gal-T7 : B-4-galactosyltransférase 7 ; 33Gal-T6 : B-3-galactosyltranférase 6 ; B3GAT3 : B-3-glucuronyltransférase 3 ;
CSGalNACT1/2 : N-acétylgalactosaminyltransférase 1/2 ; ChSy : complexe chondroitine synthase ; DS epi : dermatane sulfate épimérase ; EXT : famille de

protéines exostosine ; EXTL : exostosine-like.

H Biomarqueurs classiques des CDG
et techniques analytiques associées

Analyse de la transferrine sérique
(N-glycosylation) par techniques
électrophorétiques

La Tf est une N-glycoprotéine de 679 acides aminés (masse
moléculaire : ~ 80 kDa) synthétisée par les hépatocytes et sécrétée
en concentration importante (1 a 4 g/1) dans le plasma. Elle joue
un role majeur dans I’homéostasie du fer, pouvant fixer jusqu’a
deux ions ferriques (Fe**) qu’elle transporte dans le sang. Elle
posséde deux sites de N-glycosylation, sur les Asn 413 et 611 43,
Chez le sujet sain, ces deux sites sont occupés par des N-glycanes
complexes biantennés, et la glycoforme majoritaire de la Tf porte
donc quatre acides sialiques terminaux (4-sialoTf). Les autres
glycoformes sont présentes en quantités moins importantes,
voire indétectables, et on retiendra, a coté de la 4-sialo Tf, la

séparation en quantités significatives de 5-, 3- et 2-sialoTf *4
(Fig. 5).

La premiere technique mise au point pour étudier les glyco-
formes de la Tf a été 1'IEF sur gel, suivie d’'une immunofixation
et d’une coloration protéique 1. Dans cette technique, les gly-
coformes sont séparées selon leur point isoélectrique (pI), qui
varie selon le nombre d’acides sialiques terminaux (chargés néga-
tivement) portés par les chaines N-glycanes. Avant I'IEF, les
échantillons (plasma/sérum) sont préincubés avec du Fe** pour
saturer la Tf, car une hétérogénéité de charge en fer induirait
une forte hétérogénéité des pl, cela indépendamment du nombre
d’acides sialiques terminaux.

Il est a noter que des altérations dans les proportions des gly-
coformes de la Tf ont initialement été découvertes chez des sujets
alcooliques chroniques, et que 1’analyse de la « transferrine dés-
ialylée » (carbohydrate-deficient transferrin, CDT) a été popularisée
dans ce contexte %47l [observation de profils anormaux de la
Tf dans le liquide céphalorachidien de patients présentant des
troubles neurologiques a, par la suite, été a 'origine de la décou-
verte des CDG ¥ 8], Comme évoqué supra, deux types de profils
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Figure 5. Exemples de glycoformes sanguines de la transferrine. Tétrasialotransferrine (4-sialoTf), la glycoforme de la transferrine (Tf) la plus abondante
dans le sang (78-86 % du total), portant deux chaines N-glycane et exposant donc quatre acides sialiques terminaux (A) ; trisialotransferrine (3-sialoTf) (B) ;
et disialotransferrine (2-sialoTf), deux glycoformes mineures (< 6 % et < 1,6 % du total, respectivement), caractérisées par I'absence d’un 3-sialoTf ou de deux
2-sialoTf acides sialiques terminaux (C, D). Les glycoformes hyposialylées peuvent résulter d’'un défaut de maturation des N-glycanes (par ex. C) et/ou de
I'absence d'une ou de deux chaines N-glycanes entiéres (par ex. D). Ces glycoformes sont typiquement présentes en proportions augmentées dans le sang
des patients atteints de désordres congénitaux de la glycosylation (CDG) (aux dépens de la forme 4-sialoTf). Elles sont identifiables grace a leurs différences
de charges électriques (techniques telles que I'isoélectrofocalisation ou I'électrophorése capillaire). A noter que sont présentes en proportions variables des
glycoformes de Tf portant des chaines N-glycanes polyantennées, avec plus de quatre acides sialiques terminaux (par ex. la 5-sialoTf (11-18 % du total [E]).

Les différentes glycoformes de la Tf peuvent étre fucosylées.

anormaux de la Tf ont pu étre observés dans le sérum/plasma : un
profil « CDG-I », avec une €élévation des proportions de 2- et de
0-sialoTf (traduisant la perte d’une ou de deux chaines N-glycanes
entieres) ; et un profil « CDG-II », avec une €élévation en propor-
tions variables des glycoformes hyposialylées (3-sialo a 0-sialo Tf;
traduisant la présence de chaines tronquées) (Fig. 5). La majorité
des cas de CDG sont détectables avec cette technique. Par ailleurs,
le profil de la Tf peut, dans de rares cas, suggérer un CDG précis :
par exemple, MGAT2-CDG et B4GALT1-CDG présentant un déca-
lage cathodique complet ; PGM1-CDG présentant un profil mixte
CDG-I + CDG-II ; et MAN1B1-CDG présentant une élévation iso-
lée et importante de la forme trisialylée de la Tf 3% 49-511,

L'IEF reste aujourd’hui la technique de référence pour ’étude
des glycoformes de la Tf appliquée au dépistage/diagnostic des
CDG. Cependant, l'électrophoréese capillaire (CE) s’est imposée
comme une alternative de choix %, En CE, les glycoformes
sont séparées selon leur mobilité électrophorétique, qui dépend
de leur charge (nombre d’acides sialiques terminaux) et de leur
taille (nombre et longueur des chaines N-glycanes). Les Kkits
commerciaux, initialement développés dans le contexte du

EMC - Biologie médicale

dépistage de I’éthylisme, offrent des performances comparables
voire supérieures a I'[EF pour le dépistage des CDG % %, Outre
le fait que la CE présente des avantages d’ordre pratique, avec des
analyseurs automatisés et plus simples a déployer que I'IEE, elle
permet des séparation et quantification plus précises des glyco-
formes de la Tf (Fig. 6). De plus, les automates peuvent étre utilisés
en parallele pour d’autres applications (électrophorése des pro-
téines sériques, ou de I'hémoglobine), ce qui est intéressant d'un
point de vue organisationnel et financier. Il faut toutefois noter
que la CE reste théoriquement sensible aux interférents communs
aux techniques d’étude des protéines, tels que le fibrinogene, les
immunoglobulines, les protéines du complément, 1'hémolyse,
la lipémie, l'ictére, ou certaines substances présentes dans les
prélévements sanguins des patients avec hépatopathie séveére 1°°,

De facon plus notable, I'IEF et la CE sont sensibles a cer-
tains polymorphismes génétiques de la Tf, qui impactent le
plus souvent son pI et sont a l'origine de pics additionnels
pouvant étre attribués a tort a des troubles innés ou acquis
de la glycosylation. Exceptionnellement, ces polymorphismes
peuvent affecter un site de N-glycosylation, a l'origine d'une
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Figure 6. Exemples de profils d’isoélectrofocalisation (IEF) de la transferrine (Tf) sérique. En IEF, les glycoformes de la Tf sérique sont séparées en fonction

de leur point isoélectrique (p/), qui varie selon le nombre d’acides sialiques terminaux portés par les chaines N-glycanes.

A. Profil d’un individu sain (contréle). La bande principale est la 4-sialoTf, les autres bandes correspondant aux glycoformes mineures (5-, 3- et 2-sialoTf).
B. Profil d'un sujet CDG-I, et d’un sujet éthylique. Ces deux profils sont caractérisés par une diminution de la proportion de 4-sialoTf, et par une augmentation
des proportions de 2- et de O-sialoTf. L'augmentation des pourcentages de ces glycoformes hyposialylées résulte, dans ces deux cas, de la perte d'une ou de
deux chaines N-glycanes entiéres. Ainsi, un des principaux diagnostics différentiels de CDG-I est I'éthylisme.

C. Profil d’un sujet CDG-II, caractérisé par une diminution de la proportion de 4-sialoTf et une augmentation de la 3- a la O-sialoTf. Ici, 'augmentation des
pourcentages des glycoformes hyposialylées résulte d’'un défaut de maturation des chaines N-glycanes, et non pas de la perte de chaines entiéres comme

dans les CDG-I.

élévation trés importante de la fraction 2-sialo *7-°°l, Dans tous
les cas, le risque est la confusion avec l'alcoolisme chronique
ou un CDG, entrainant une errance diagnostique et des ana-
lyses complémentaires superflues. Dans la plupart des cas, les
polymorphismes de la Tf peuvent étre détectés apres traitement
a la sialidase/neuraminidase (Fig. 7). Cette enzyme permet de
retirer les acides sialiques terminaux des chaines de N-glycanes,
ce qui permet de détecter les différences de charges du squelette
protéique % % Un individu hétérozygote pour le géne de la Tf
présentera alors deux pics distincts de 0-sialoTf, contre un seul
pour un individu homozygote (wild-type comme muté). Cette
technique peut cependant étre mise en défaut dans les rares cas
de polymorphismes avec abolition d'un site de N-glycosylation,
et ou I'acide aminé « sauvage » est substitué par un acide aminé
de pI proche auquel cas un seul pic de 0-sialoTf sera présent apres
traitement 5%, Dans des cas exceptionnels, un individu peut étre a
la fois porteur d'un polymorphisme de la Tf et atteint de CDG (¢!,

Chez les patients avec hépatopathie, des anomalies particulieres
de la N-glycosylation (ex. polyantennarité et/ou fucosylation
excessive) peuvent entrainer des défauts de séparation (ex. « bloc
2-3-sialoTf ») a I'origine de difficultés d'interprétation des profils
d’IEF ou de CE [°?l, Cela a notamment été décrit chez des patients
souffrant de cirrhose, de stéatose hépatique dysmétabolique ou
d’hépatite C chronique. Dans ces situations, la chromatographie
en phase liquide a haute performance (HPLC) pourrait permettre
de « récupérer » pres de la moitié des profils de la Tf initialement
non interprétables [©% 63,

Une limite de ces techniques est leur incapacité a dépister les
CDG avec anomalies de la fucosylation (le fucose étant latéral et
non chargé ; ex : FUT-CDG, FCSK-CDGQG), ou ceux sans anomalie
détectable de la N-glycosylation (ex : GNE-CDG, PIG-CDG) ¢4,

8

Enfin, ont été rapportés d’exceptionnels cas avérés de CDG liés a
des troubles de la N-glycosylation, mais présentant des profils de
la Tf normaux ou subnormaux (par ex. dans certains PMM2-CDG,
ATP6VOA2-CDG, SLC35A2-CDG, etc.) [©-%°l, Ces cas ne sont a ce
jour pas bien expliqués, certains auteurs évoquant (au moins pour
le PMM2-CDG) une normalisation des profils de la Tf avec 1'age.
En parallele, des améliorations spontanées des concentrations
de certains parametres biologiques (coagulation, transaminases,
thyroid-releasing hormone [TRH]) ont aussi pu étre notées chez cer-
tains patients 7%72l, Toutefois, ces améliorations biologiques ne
se sont pas toujours associées a des améliorations cliniques évi-
dentes. Ces données sont a garder en mémoire lorsque les analyses
de premieres intentions sont normales chez un individu suspect
de CDG (et surtout chez l'adulte), et lors du choix des biomar-
queurs de suivi dans le cadre d’études thérapeutiques % 741,

Analyse de la transferrine sérique
(N-glycosylation) par spectrométrie
de masse (SM)

Des techniques basées sur la SM ont été développées, en par-
ticulier aux Ftats-Unis, au Japon et aux Pays-Bas, pour Ianalyse
des glycoformes de la Tf. Ces techniques permettent de détailler
avec précision les structures des chaines N-glycanes liées a la Tf,
voire parfois d’orienter vers un gene causal. La technique la plus
utilisée est I'analyse de la Tf immunopurifiée intacte, par chroma-
tographie liquide (LC) couplée a une analyse par un spectrometre
a haute résolution de type quadripole-temps de vol équipé d'une
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Figure 7. Exemples de profils d’électrophorese capillaire (CE) de la transferrine (Tf) sérique, et utilisation de la neuraminidase/sialidase pour la détection
des polymorphismes protéiques. En CE, les glycoformes de la Tf sanguine sont séparées principalement en fonction de leur p/, qui varie selon le nombre
d’acides sialiques terminaux.

A. Profil d’un individu sain. Le pic principal correspond a la 4-sialoTf et les autres pics correspondent aux autres glycoformes notables (5-, 3- et 2-sialoTf). Le
traitement par la neuraminidase/sialidase retire les acides sialiques terminaux, produisant un unique pic de O-sialoTf.

B. Profil d’un sujet CDG-I, caractérisé par une proportion diminuée de 4-sialoTf, et des proportions accrues de 2- et de O-sialoTf. Le traitement par la
neuraminidase produit un pic unique de O-sialoTf.

C. Profil d’un individu sain porteur d’un polymorphisme de la Tf a I'état hétérozygote. On note la présence d’un (plus ou moins) grand pic comigrant
avec la 2-sialoTf, pouvant étre confondu avec un profil CDG-I. Cependant, ici, le traitement par la neuraminidase produit deux pics de 0-sialoTf, chacun
correspondant a une isoforme protéique de la Tf.

source d’ionisation electrospray (ESI quadrupole — time-of-flight des structures caractéristiques de certains CDG-II (par ex.
[Q-TOF]) 175 7l MGAT2-CDG : N-glycanes monoantennés ; BAGALT1-CDG : aga-

Bien que cette technique ne parvienne pas a discriminer cer- lactosylation complete ; PGM1-CDG : sous-occupation des sites
tains sous-types de CDG-I (caractérisés par I'absence d’une ou de N-glycosylation et défauts de galactosylation) °! 771, Toutefois,
de deux chaines N-glycanes), elle peut permettre d’identifier cette technique présente des contraintes analytiques particuliéres.
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Figure 8. Exemples de techniques de spectrométrie de masse appliquées a la transferrine (Tf) sanguine et au N-glycome.

A. Distribution des ions multichargés de la Tf (haut) et spectre de masse obtenu apres déconvolution (bas).

B. Spectres de masse matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight des N-glycanes perméthylés libérés apres traitement des glycoprotéines par la
peptide-N-glycosidase F (PNGase F). En haut, sérum d’un sujet sain ; en bas, sérum d’un patient avec défaut de GlcNAcylation. Les profils ont été obtenus

en mode positif, et tous les ions sont sous forme d’adduits sodium.

Les spectres de masse de la Tf sont complexes, et nécessitent
d’étre déconvolués en un spectre de « charge nulle » afin d’en
faciliter l'interprétation (Fig. 8A). Cette étape peut étre source
d’erreurs, par exemple dans le cas de spectres associant variant(s)
de la Tf, assez fréquent(s), et glycoformes multiples. Les risques
sont alors que la résolution spectrale et la précision de mesure de
masse soient insuffisantes pour discriminer certaines glycoformes
qui ne difféerent que de quelques Da, ou une sensibilité insuffi-
sante pour la détection de glycoformes minoritaires 78/, A titre
d’exemple, van Scherpenzeel et al. ont rapporté des masses de la
4-sialoTf variant de 79 546 a 79 560 Da (masse théorique atten-
due : 79 556 Da) dans une cohorte d'une centaine de témoins et
patients !, Bien que cela n’empéche pas de détecter des variants
de la Tf (différences de masse d’environ 30 Da, telles que rap-
portées par Ziihlsdorf et al.), une telle précision de mesure de
masse pourrait étre plus problématique pour identifier des gly-
coformes minoritaires de la Tf de masses proches %7, Jansen
et al. ont publi¢ en 2020 une étude menée chez 247 patients
atteints d’hépatopathie et chez 40 témoins, dont les profils de la
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Tf ont été établis par ESI-Q-TOF. Des spectres interprétables n’ont
pu étre obtenus que chez 110 patients et 39 témoins (soit envi-
ron 52 %), ce qui pose des questions quant aux performances
de la méthode dans le contexte du diagnostic biochimique des
CDG 1,

De plus, comme pour les techniques précédentes, il existe un
certain nombre de CDG ne pouvant étre discriminés par SM de
la Tf immunopurifiée. En effet, cette protéine est essentiellement
synthétisée et sécrétée par le foie, et reflete donc surtout I'état de la
machinerie de glycosylation hépatique. Chez les patients atteints
de MOGS-CDG, le profil de la Tf est frécquemment normal, quand
I’étude des N-glycanes plasmatiques totaux et/ou portés par les
immunoglobulines G (IgG) (voir infra) met en lumiére des défauts
de glycosylation (accumulation de N-glycanes riches en man-
nose) 8821 Cela est également le cas dans les CDG avec troubles
de la fucosylation, la Tf étant particuliérement peu fucosylée 131,

Ainsi, chaque technique d’étude de la Tf présente ses avantages
et ses inconvénients. Les techniques électrophorétiques basées
sur la charge de la protéine sont peu cotteuses et relativement
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simples a mettre en ceuvre, mais ne proposent que des informa-
tions limitées quant aux anomalies de glycosylation. A I'inverse,
les techniques basées sur la SM offrent des données structurales
précises, mais sont plus cofiteuses et peuvent étre plus délicates,
notamment dans un contexte d’activité a relativement faible
débit, telle que celle du dépistage biochimique des CDG.

Analyse du N-glycome sérique/plasmatique
total apres traitement par la
peptide-N-glycosidase F (PNGase F) ou
I'endo-B-N-acétylglucosaminidase H (EndoH)

L’analyse du N-glycome sérique/plasmatique total est une ana-
lyse éprouvée qui complémente de maniere intéressante le profil
de la Tf sérique. Cette technique a été adoptée par de nom-
breux laboratoires comme outil robuste et efficace de diagnostic
de CDG B4+8I 11 a par exemple été montré que le N-glycome
plasmatique total suivi d’'une approche de classification hiérar-
chique des données permettait de classer efficacement les patients
d'une cohorte de 99 individus présentant des troubles de la gly-
cosylation golgienne. Dans cette méme cohorte, la découverte
d’anomalies particulieres du N-glycome chez quatre patients por-
teurs de variants dans le géne SLCI0A7 a par ailleurs permis
d’établir un lien entre ce transporteur et une modification du
N-glycome, lien jusqu’alors non reporté 9,

La réalisation du N-glycome sérique/plasmatique débute par
le clivage des chaines N-glycanes de 1’ensemble des glycopro-
téines circulantes sous l'action de la peptide-N-glycosidase F
(PNGase F). Cette enzyme clive la liaison entre la premiere
GlcNAc du N-glycane et I’Asn qui la porte. Puis, les N-glycanes
libres sont généralement modifiés chimiquement avant analyse
(par ex. perméthylation ou estérification des acides sialiques),
ou dérivés par introduction d’une sonde fluorescente (par ex.
2-aminobenzamide, procainamide, acide 8-aminopyrene-1,3,
6-trisulfonique). La technique analytique de choix est la SM,
généralement de type matrix-assisted laser desorption/ionization
— time-of-flight (MALDI-TOF) et/ou LC-ESI a haute résolution
(high-resolution mass spectrometry [HRMS]) 8581 Des couplages
performants de type LC ou CE avec détection par fluorescence
ont également été développés.

Dans le cadre du diagnostic des CDG, la spectrométrie de masse
MALDI-TOF permet une analyse du N-glycome a relativement
haut débit, plus facile d’utilisation et produisant des données
relativement simples a interpréter (Fig. 8B). Dans un cadre plus
fondamental, un défaut de cette approche est son incapacité a dis-
tinguer les N-glycanes isomeres, par exemple les SA liés en «2,3- ou
a2,6-, ou les différentes structures polymannosylées. Dans le cas
des SA, une dérivation chimique spécifique des SA liés en «2,3-
ou a2,6- peut permettre de les distinguer efficacement #3. Plus
récemment, 'analyse par HRMS de type Q-TOF des N-glycanes
préalablement marqués par une sonde N-hydroxysuccinimide
carbamate (RapiFluor-MS®) a permis d’obtenir des niveaux de
spécificité et sensibilité particulierement élevés et grandement
améliorés en ce qui concerne le diagnostic de CDG %1l Avec
cette méthode, 'analyse des échantillons par injection directe
(sans séparation préalable des N-glycanes par LC) est possible
et peut permettre d’assurer un haut débit analytique . La
séparation des N-glycanes par LC d’interactions hydrophiles
(HILIC) suivie par une analyse par ESI-HRMS peut permettre
de différencier les isomeres de configuration, ainsi que les iso-
meres de liaison : cette méthode a notamment permis d’obtenir
des résultats intéressants chez des patients MAN1B1-CDG et
TMEM199-CDG U, Elle a également permis de mettre en évi-
dence des défauts de N-glycosylation sur des protéines sériques
spécifiques, comme la Tf, les IgG ou l'a;-antitrypsine 18388, 92],

Il est a noter que ces techniques de SM d’analyse du N-glycome
ont principalement démontré leur intérét dans le diagnostic des
CDG-II (défaut de maturation des N-glycanes), ou elles permettent
parfois d’orienter vers l'étape limitante de la synthese des N-
glycanes, et donc vers une étiologie précise #* %I, Leur application
au diagnostic des CDG-I, caractérisés par la perte de chaines N-
glycanes enticres, a été décrite plus récemment avec la mise en
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évidence de ’accumulation d’un N-tetrasaccharide caractéristique
(SA-Gal-GlcNAC;-, aussi nommé « N-tetra ») et de N-glycanes poly-
mannosylés chez des patients atteints d’ALG1-CDG, PMM2-CDG,
MPI-CDG, ALG3-CDG, ALG13-CDG et DPM1-CDG * 931,

Une limite de 1’étude du N-glycome sérique/plasmatique total
par SM est que, dans certains CDG, des N-glycanes d’intérét diag-
nostique produisent des pics de trop faible intensité pour étre
exploitables. Dans le cas de certains CDG avec défauts de man-
nosylation, l'utilisation de 'EndoH, qui clive préférentiellement
la liaison entre les deux premieres GIcNAc des chaines N-glycanes
hybrides et riches en mannose, a pu permettre d’augmenter la
sensibilité de I’analyse par SM. Ainsi, I’'approche avec utilisation
de ’EndoH a montré de meilleures performances diagnostiques
que celles utilisant la PNGase F chez des patients MAN1B1-CDG
et SLC37A4-CDG, tous deux caractérisés par des troubles de la
(dé)mannosylation °8l, Ces résultats suggérent qu'il existe un
potentiel important a l'utilisation d’enzymes alternatives a la
PNGase F et a I'EndoH pour l'amélioration de la sensibilité et
de la spécificité des techniques de SM appliquées au diagnostic
biochimique de certains CDG.

Analyse de I'apolipoprotéine C-lll sérique
(O-glycosylation de type mucine core 1)

L'apolipoprotéine C-III (apoC-III) est une O-glycoprotéine de
79 acides aminés synthétisée et sécrétée par les hépatocytes, mais
également par les entérocytes. Elle intervient dans le métabolisme
des lipoprotéines, en inhibant I’action de la lipoprotéine lipase !,
Comme décrit supra (partie « O-glycosylation de type mucine »),
sa structure primaire contient un unique site de O-glycosylation
sur la Thr 74 22!, Chez les sujets sains, I’apoC-III porte un O-
glycane de type mucine core 1 (Gal-GalNAc-O) essentiellement
mono- et disialylé, avec une forme non glycosylée parfois détec-
table en faible proportion 4 (Fig. 3). La premiére technique mise
au point pour 'étude des glycoformes de 1'apoC-III a été I'IEF sur
gel suivie par un transfert passif et une immunorévélation 4.
Cette technique a permis de distinguer trois profils anormaux de
I'apoC-1III : « apoC-III, », « apoC-III; » et « apoC-IIIj », caractérisés
respectivement par des proportions élevées de 2-, 1- et O-sialo
apoC-III par rapport aux valeurs normales. Certaines pathologies
acquises (obésité, maladies hépatiques, réanimation) pouvant étre
al’origine de profils de I'apoC-IIT anormausx, il est aujourd’hui éta-
bli que dans le cadre des CDG, cette analyse doit essentiellement
s’envisager en seconde intention, apres la découverte d'un profil
de la Tf de type II, a la recherche d'un CDG lié a un trouble de
I'homéostasie golgienne %, Ainsi, des profils apoC-111, et apoC-
III; sont tres fréquemment retrouvés chez des patients atteints
de CDG avec troubles du trafic ou de la régulation du pH golgien
(COG-CDG, ATP6V0A2-CDG, CCDC115-CDG) affectant a la fois
la N- (CDG-II) et la O-glycosylation [?4I. Par ailleurs, tout comme
la Tf, 'analyse des glycoformes de I'apoC-III peut étre perturbée
par des polymorphismes chez les patients hétérozygotes. Le trai-
tement a la neuraminidase permet la aussi de résoudre ’essentiel
des cas %1 Des cas exceptionnels de polymorphismes abolissant le
site accepteur de O-glycosylation ont également été rapportés 101,

Bien que I'IEF soit une technique performante pour étudier les
glycoformes de 1’apoC-III, elle reste soumise aux mémes limita-
tions que I'IEF de la Tf : la technique est manuelle, et nécessite
un personnel expérimenté. Contrairement au cas de la Tf, la CE
de I’apoC-III reste encore a développer dans le contexte des CDG,
malgré des premiers résultats prometteurs 192, A noter également
que des approches par MALDI-TOF et ESI-MS ont présenté des per-
formances intéressantes pour le dépistage de CDG avec troubles
de ’homéostasie golgienne 103 1041,

L'électrophorese bidimensionnelle (2-DE) a également été
appliquée a 'apoC-III dans ’objectif d’affiner les résultats obtenus
par IEF seule. En 2-DE, une électrophorese en gel de polyacryla-
mide est réalisée apres 1'IEF, permettant une seconde séparation
des glycoformes de 1’apoC-III en fonction de leur masse molécu-
laire "% (Fig. 9A). Cette technique présente un intérét particulier
pour la séparation des différentes glycoformes asialylées de ’apoC-
ITI. Celles-ci comprennent 1’apoC-IIly, (apoC-III non glycosylée),
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Figure 9. Analyse des glycoformes de |'apolipoprotéine C-lll par électrophorese bidimensionnelle (2-DE) et de la bikunine par western blot.

A. Electrophorése bidimensionnelle (2-DE) des glycoformes de I'apoC-Ill. Dans un sérum/plasma d’individu sain (haut), les formes apoC-lll; et apoC-lll; sont
majoritaires (% apoC-llly > % apoC-lll,), alors que I'apoC-lllp, est présente a I’état de traces (< 5 %), voire indétectable. Dans un sérum/plasma d’individu
atteint de COG-CDG (bas), I"apoC-Illp, est souvent présente en proportion trés augmentée.

B. Western blot des formes légeéres de la bikunine sérique/plasmatique. Comparativement aux cas d’individus sains, le western blot des formes légeres de
la bikunine sérique/plasmatique d’un patient atteint de linkéropathie révele une bande de masse moléculaire (MW) diminuée, témoignant d’un défaut de

syntheése précoce de la chaine chondroitine sulfate (CS).

I"apoC-Illy, (GalNAc-apoC-III), et 'apoC-Ill. (Gal-GalNAc-apoC-
III) avec une valeur diagnostique importante d'une augmentation
de la forme apoC-Illy, vis-a-vis des COG-CDG 1%, Enfin, le profil
de l’apoC-III peut présenter un intérét particulier chez des patients
chez qui un CDG est tres fortement suspecté (notamment sur une
base génétique), mais dont le profil de la Tf est normal. En effet,
nous avons rapporté des cas de patients atteints de CDG avec pro-
fils de la Tf normaux, et dont les profils de I’apoC-III étaient eux
significativement altérés (%]

Biomarqueurs cellulaires des CDG

Bien qu’utiles pour la caractérisation des CDG dans des cel-
lules en culture (en particulier dans les fibroblastes cutanés de
patients), peu de biomarqueurs cellulaires des CDG ont été vali-
dés a ce jour. Par exemple, l'intracellular cell adhesion molecule-1
(ICAM-1) est un biomarqueur intéressant pour le diagnostic des

12

CDG-], car il a été montré qu'une diminution du nombre de ses
chaines N-glycaniques favorisait sa dégradation, avec une dimi-
nution de sa concentration cellulaire (appréciée le plus souvent
par western blot) par rapport a des cellules controles 9% 1971 Les
glycoprotéines LAMP2 (lysosomal-associated membrane protein 2)
et TGN46 (trans-Golgi network 46) sont quant a elles des biomar-
queurs en développement notamment pour le diagnostic des CDG
avec troubles de la N- et/ou de la O-glycosylation. LAMP2 est une
protéine membranaire lysosomale richement N-glycosylée, et des
anomalies de son profil de migration ont été décrites dans les
fibroblastes de patients atteints de certains CDG-II 1081101 Cette
protéine a été particulierement utilisée pour le suivi d’anomalies
de la N-glycosylation dans des fibroblastes de patients atteints
de CDG avec trouble de I’homéostasie golgienne, comme les
COG-CDG ou le TMEM165-CDG (lié a un déficit d’entrée du man-
ganese dans la lumiere golgienne). TGN46 est, elle, une protéine
fortement O-glycosylée, et des anomalies de son profil de migra-
tion ont également été décrites dans des fibroblastes de patients
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TMEM165-CDG "', Enfin, ’alphadystroglycane est une protéine
O-mannosylée (la seule connue a ce jour), particulierement inté-
ressante dans le diagnostic de maladies neuromusculaires graves
(les « alphadystroglycanopathies ») associées a des déficits enzy-
matiques a 'origine de troubles de la O-mannosylation (par ex.
POMT1/2-CDG, B3GALNT2-CDG) 112 1131,

Toutefois, ces biomarqueurs cellulaires sont plus ou moins
sensibles selon le CDG, certains ne produisant pas ou peu
d’altérations de leurs profils de glycosylation, possiblement en
lien avec des mécanismes compensatoires développés par les cel-
lules en culture (et souvent au fur et a mesure des « repiquages »).

Par ailleurs, au-dela des applications diagnostiques, les bio-
marqueurs cellulaires de la glycosylation pourraient présenter
un intérét particulier dans le cadre de la recherche et du déve-
loppement de thérapies des CDG (par ex. l'epalrestat dans le
PMM2-CDG) !4,

Analyse de la bikunine sérique
(O-xylosylation des GAG)

La bikunine est une « protéine-glycosaminoglycane-protéine »
synthétisée essentiellement par les hépatocytes et sécrétée sous
diverses isoformes présentes en concentrations élevées dans le
sang. Elle est impliquée dans de nombreuses fonctions physio-
logiques, telles que la stabilisation des matrices extracellulaires,
I'inhibition de protéases inflammatoires et le développement
foetal 12!, Les principales isoformes de la bikunine circulante sont :
¢ la bikunine libre (Bkn), correspondant a la protéine seule ;
¢ la bikunine liée a une chaine GAG de type chondroitine sulfate

(O-xylosylation avec linker GlcA-Gal-Gal-Xyl ; Bkn-CS) ;

e la Bkn-CS estérifiée par une ou deux protéine(s) nom-
mée(s) heavy chain (HC) a l'origine respectivement de la Pal
(pro-a-trypsin inhibitor) et de VITI (inter-a-trypsin inhibitor) 12°,
Notre équipe a développé la Bkn-CS sérique comme biomar-

queur des « linkeropathies », c’est-a-dire de déficits congénitaux

affectant I’expression des enzymes impliquées dans la synthése du
linker GlcA-Gal-Gal-Xyl 115 1161 Chez les individus atteints (par
ex. B4GALT7-CDG et B3GAT3-CDG), nous avons montré une
forte augmentation de formes légéres de la Bkn sérique suggé-
rant un défaut majeur de syntheése du linker tétrasaccharidique

(Fig. 9B). De plus, en 2-DE, certains profils caractéristiques d'un

géne causal ont pu étre observés [''. Enfin, la Bkn-CS étant abon-

damment sulfatée, nous avons également montré que 1’étude de
ses isoformes pourrait permettre de dépister des anomalies de la
sulfatation de certains GAG '],

Comme tout biomarqueur, I'analyse de la Bkn-CS présente elle
aussi certaines limites. La bikunine étant synthétisée essentiel-
lement par les hépatocytes, seuls les déficits de la synthese des
GAG issus du foie sont a priori détectables. Par exemple, les
patients atteints de XYLT1-CDG présentent des profils de la Bkn-
CS normausx, car ’enzyme xylosyltransférase 1 (XYLT1) n’est pas
exprimée dans les hépatocytes, contrairement a XYLT2 [11°l, De
plus, la bikunine portant une chaine CS, son analyse ne permet
théoriquement pas de dépister les anomalies spécifiques a la syn-
these des GAG de types dermatane sulfate, héparane sulfate et
kératane sulfate.

B Role et importance
de la génétique dans le diagnostic
des CDG

Comme évoqué précédemment, les techniques biochimiques
présentent deux principales limites dans le contexte du diagnos-
tic des CDG : premic¢rement, elles ne permettent que rarement
d’orienter vers un géne causal (des profils caractéristiques sont
notamment retrouvés dans PGM1-CDG, B4AGALT1-CDG, MGAT?2-
CDG et MAN1B1-CDG), et ne permettent pas d’identifier précisé-
ment une mutation. Deuxiémement, certains CDG « échappent »
aux techniques actuelles de dépistage. Ainsi, la génétique peut
jouer un role majeur de deuxieme intention dans le diagnostic bio-
logique des CDG. Des analyses biochimiques contributives, ainsi
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que 'histoire clinique et familiale, peuvent amener a cibler un
gene (ou un panel de genes) précis (par exemple, un profil de la Tf
de type II associée a un cutis laxa amene a séquencer prioritaire-
ment ATP6V0OA2). En cas de dépistage biochimique négatif, mais
de suspicion clinique ou familiale forte, la découverte de variants
pathogeénes peut permettre d’affirmer le diagnostic .

A l'inverse, avec la croissance exponentielle des séquencages
d’exome (WES), de génome entier (WGS) voire de transcripto-
mique (RNA-Seq), il arrive de plus en plus fréquemment (bientot
majoritairement ?) que des variants soient identifiés et conduisent
a réaliser des analyses biochimiques dans 1’objectif de valider
fonctionnellement leur causalité. Notamment, elles seront indis-
pensables pour confirmer la pathogénicité des VSI. Si les analyses
de biomarqueurs circulants s’avérent négatives, des modeéles cellu-
laires, voire animaux, sont souvent requis pour pouvoir conclure
(par ex. SLC35A2-CDG et mesure du transport de I'UDP-Gal dans
un modele cellulaire (%),

H Conclusion

Compte tenu de la diversité des acteurs moléculaires impliqués
dans la glycosylation, les CDG constituent un vaste groupe de
maladies héréditaires du métabolisme dont le nombre croit tres
rapidement avec ’avancée des techniques de diagnostic. En paral-
lele de I'identification continue de nouveaux CDG, de nombreux
biomarqueurs et techniques analytiques ont été développés pour
leur dépistage et leur diagnostic. Historiquement basée sur le profil
des glycoformes de la transferrine, 1’étude biochimique des CDG
a évolué pour associer aujourd’hui un panel d’examens (utilisant
notamment la spectrométrie de masse) offrant une grande sensi-
bilité et permettant parfois d’orienter vers un géne causal. Avec
I’émergence d’options thérapeutiques, le laboratoire spécialisé va
sans aucun doute prendre une place centrale dans la prise en
charge des patients. Ainsi, le biochimiste clinique doit étre averti
des intéréts et des limites de chaque biomarqueur et technique,
pour pouvoir collaborer fructueusement avec les cliniciens et pou-
voir les aider a mieux appréhender le monde de la glycosylation
et des maladies associées.

Déclaration de liens d’intéréts : les auteurs n’ont pas transmis de déclaration
de liens d’intéréts en relation avec cet article.
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