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I. LE PATIENT

A. Anamnese

Cette étude porte sur un patient de sexe masculin de 12 ans (né le 14/08/2011),
initialement venu consulter dans le service d’Orthopédie pédiatrique du CHU Toulouse le

22/06/2022 pour un trouble de la marche avec douleur et fatigabilité en fin de journée.

1. Interrogatoire

L’interrogatoire retrouve un trouble de la marche ayant débuté des I'age de 7 ans et ne
faisant que s’accentuer depuis. Est rapportée une fatigabilité en fin de journée,
accompagnée de douleurs au niveau des membres inférieurs (notamment au niveau de la
malléole droite externe), de coxalgies et de douleurs au niveau du rachis de maniére
globale. Ces douleurs sont invalidantes, empéchant toute pratique sportive et nécessitant
une dispense de sport a I'école. Les douleurs sont également associées a un manque de
concentration et sa démarche particuliére entraine des moqueries de la part de ses

camarades de classe (I'enfant est alors scolarisé en classe de 65™¢).

Au niveau personnel, on ne note pas d’antécédents particuliers. Ses parents ne seraient
pas apparentés. C'est un enfant né a 39 SA par césarienne pour cause maternelle (fibromes
utérins avec MAP), eutrophe (PN 3,3kg, TN 51cm, PCN 34,5cm, APGAR 10/10) et ayant eu
un développement moteur sans anomalie. La grossesse a été obtenue par FIV et a été

marquée par un diabéte gestationnel équilibré par de simples regles hygiéno-diététiques.

Au niveau familial, les antécédents retrouvent chez la grand-mere maternelle une
dysthyroidie et un déces a la suite d’'un infarctus du myocarde. Le pere de I'enfant est
également porteur d’une dysthyroidie traitée par Levothyrox, et les grands-parents
paternels ont tous les deux un diabete de type 1. On ne note pas de difficulté

d’apprentissage chez les parents.
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2. Développement psychomoteur

La marche a été acquise a I’age de 15 mois.

Au niveau du langage, les premiers mots ont été acquis t6t, mais on note un retard dans le
langage oral entre 3 ans et 4 ans, résolutif aprés prise en charge orthophonique.
L'acquisition de la lecture aurait été difficile en CP et acquise seulement en fin de CE1. Le
patient décrit toujours actuellement des difficultés de compréhension du langage écrit. Un
bilan orthophonique réalisé en CE2 aurait plutdt évoqué des difficultés de concentration et
orienté vers un suivi en psychomotricité. Le patient a cependant été pris en charge deux
ans en orthophonie pour un travail sur la lecture. Il bénéficie de I'aide d’une AVS

notamment pour I'écriture.

B. Examen clinique

Actuellement (en date du 16/05/2024) notre patient mesure 1m55 pour 39kg, témoignant
d’une croissance dans les normes pour son age (Figure 1).

Il est observé une démarche dandinante, avec les pieds et les rotules orientés vers
I'intérieur.

Le reste de I'examen clinique retrouve un trouble de I'occlusion dentaire ainsi qu’une
hyperlaxité prédominante au niveau des doigts et des genoux, une asymétrie au niveau du
thorax et un pectus carinatum.

Le rachis est [égerement enraidi mais ne présente pas de déformations.

Les mobilités de hanches sont conservées, I'abduction quant a elle est limitée a 30° (norme

a 45°) et déclenche une douleur au niveau des adducteurs et au-dela.

Un bilan plus poussé de kinésithérapie retrouve une asymétrie des rotations (majoration
de la rotation interne), un flexum au niveau des hanches, un metatarsus varus au niveau
des deux pieds, une scoliose thoracique haute a convexité droite, une colonne lordosée et
un rachis globalement raide.

Le bilan musculaire met en évidence une faiblesse musculaire majeure.
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Figure 1 : Courbe de croissance du patient
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C. Examens d’imagerie

1. Radiographies du squelette

Des radiographies osseuses ont été réalisées, retrouvant une dysplasie épiphysaire des
tétes fémorales de maniere bilatérale ainsi que des anomalies acétabulaires.

A I'étage cervical on retrouve un minime antélisthésis de C2 sur C3 de 5mm.

L'analyse des corps vertébraux a |'étage dorsal de profil était plus difficile : aspect de dos
plat, avec effacement des courbures physiologiques. Attitude scoliotique de convexité
droite (Figure 2A), sans véritable rotation vertébrale, avec une vertebre en rostre
(hypoplasique) en L2 (Figure 2B) sans cyphose lombaire marquée.

On note un discret spondylolisthésis de L5 sur S1 de grade | (Figure 2B).

Il est retrouvé un aspect dysplasique des épiphyses proximales des deux fémurs (Figure 2A),

avec des noyaux d'ossification affaissés.

La radiographie du membre supérieur gauche (Figure 2C) retrouve un age osseux estimé a
11 ans. A noter I'absence de Iésion ostéolytique ou ostéocondensante suspecte et I'labsence
d'anomalie des épiphyses. On retrouve un discret décalage radio-ulnaire aspécifique.

Les clichés dynamiques (Figures 2D et 2E) n’ont montré aucune anomalie.

Ces images radiographiques, associées aux signes cliniques du patient, font suspecter une

maladie osseuse telle qu’'une maladie de surcharge.
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Figure 2 : Clichés radiographiques. (A), rachis de face en date du 20/02/23. Fleche orange : scoliose de
convexité droite, fleche verte : dysplasie épiphysaire du fémur, (B), rachis de profil en date du 20/02/23.
Fleche bleue : spondylolisthésis de L5 sur S1, fleche rouge : vertébre L2 hypoplasique. (C), radiographie du
membre supérieur gauche en date du 22/05/23. Fleche orange : discret décalage radio-ulnaire. (D) et (E),
clichés dynamiques du rachis cervical en date du 22/05/23 : sans anomalies

2. Echographie cardiaque

L'échographie cardiaque retrouve une valve aortique quadricuspide, non sténosante, siege
d'une micro-fuite centrale. Il n’y a pas d’autre anomalie constatée.

Une échocardiographie de controle sera effectuée dans 2 ans.

3. IRM cérébrale et médullaire

L'IRM n’a pas mis en évidence d'anomalie de signal ou de morphologie parenchymateuse
sus ou sous-tentorielle. Il y a une bonne visibilité des espaces péri-cérébraux de la convexité
et un aspect modérément élargi du systeme ventriculaire, sans signe d'activité toutefois.
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On trouve également un kyste arachnoidien rétro-cérébelleux non compressif (Figures 3A

et 3B).

Sont notés aussi des discopathies débutantes cervicales avec une perte du signal hydrique,
et quelques débords discaux modérés sans retentissement médullaire évident. On retrouve

également une platyspondylie principalement de C3 a C7 inclus (Figure 3B).

Figure 3 : Clichés IRM en date du 16/10/23. (A), IRM cérébrale. La fleche orange indique la
présence d’un kyste arachnoidien rétro-cérébelleux. (B), IRM médullaire. Fleche orange : kyste
arachnoidien rétro-cérébelleux ; fleche verte : platyspondylie de C3 a C7.

4. Autres examens

Echographie abdominale et rénale le 19/05/2023 : sans anomalies.

Examen ophtalmologique en aolt 2023 : diagnostic d'hypermétropie forte tres
probablement actuellement sous corrigée. L'examen anatomique ne retrouvait pas de
macula rouge cerise ; on note la présence d’une légere atrophie optique, pas de nystagmus

dans les regards excentrés.

Examen ORL en mai 2023 : la nasofibroscopie permet d'éliminer toute hypertrophie des
végétations adénoidiennes. Légere déviation septale avec des fosses nasales globalement

étroites. Tympans parfaits, I'audiométrie est également normale.
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D. Examen neuropsychologique

Un bilan neuropsychologique a été réalisé le 27/07/23 (Figure 4), retrouvant des capacités
cognitives dans la norme basse avec un profil hétérogene et une faiblesse de la vitesse de
traitement et en mémoire de travail. Il est noté des difficultés d’expression verbale orale
pendant le bilan ainsi que des difficultés d’attention et d’impulsivité (il est notamment
déconcentré par le bruit, gigote pendant les épreuves et n’attend pas toujours la fin des

consignes). Son entrée au collége est donc soutenue par la présence d’'une AESH.

Figure 4 : Bilan neuropsychologique de notre patient selon WISC-V. Les indices
situés entre 85 et 115 et les notes standard des subtests situées entre 7 et 13 sont
dans la moyenne par rapport a I’age. Notre patient se situe dans la moyenne basse
par rapport a ce qui est attendu a son age.

E. Examens biologiques

De multiples examens biologiques sont réalisés.

Les bilans de biochimie générale et d’hématologie sont sans anomalies particulieres.

L'analyse qualitative des oligosaccharides urinaires a la recherche d’une maladie
lysosomale retrouve un résultat anormal : présence sur le chromatogramme des urines de
composés migrant comme des oligosaccharides selon un profil évocateur de GM1-
Gangliosidose ; résultat a confronter aux dosages des enzymes lysosomales leucocytaires

et de I'analyse mutationnelle du géne GLBI1 (cf. chapitre VI.3).
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De ce fait, le dosage de plusieurs enzymes leucocytaires et plasmatiques impliquées dans
différents types de maladies lysosomales a été effectué, dont celui de la B-
glucocérébrosidase et la chitotriosidase pour la recherche d’'une maladie de Gaucher, et |a
[-galactosidase pour la recherche d’'une mucopolysaccharidose ou gangliosidose.

Le résultat qui va nous intéresser est le déficit de 'activité de I'enzyme [-galactosidase

(Figure 5).

Figure 5 : Activité de la B-galactosidase acide, mesurée sur leucocytes.

Par la suite, une analyse génétique a été effectuée a la recherche d’'une GM1 gangliosidose
ou d’une maladie de Morquio B, deux maladies impliquant le déficit de la méme enzyme.
Ces analyses ont permis d’identifier une variation homozygote ¢.1143+2T>C, jusque-la non
décrite, dans le géne GLB1 (Figure 6). Elle sera discutée dans le chapitre VI.B.

Le méme variant a été retrouvé a |'état hétérozygote chez les deux parents.
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Figure 6 : Résultats du séquencage NGS de I’ADN du patient (isolé a partir de leucocytes), mettant en
évidence la variation homoallélique ¢.1143+2T>C a I'extrémité 3’ de I'exon 11 du géne GLB1.

Le déficit enzymatique en [-galactosidase ainsi que I'analyse génétique orientent donc le
diagnostic vers une gangliosidose GM1, une lipidose appartenant au groupe des maladies
de surcharge lysosomale.

Nous savons que dans cette pathologie, il prédomine une forme neurologique, or, notre
patient présente a ce jour une forme squelettique modérée.

Nous nous sommes donc posés la question de savoir pourquoi notre patient, porteur d’un
variant homozygote, n’était pas atteint d’'une forme classique neurodégénérative de GM1

gangliosidose mais d’une forme particuliere osseuse atténuée.

Il. LE SYSTEME ENDOSOME-LYSOSOME

A. 'endosome

1. Description

Les endosomes sont des organelles de plus grande taille que le lysosome.

Il existe deux types d’endosomes : I'endosome précoce et I’'endosome tardif.
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L’endosome précoce a un pH modérément acide qui favorise la dissociation entre les
ligands et leurs récepteurs. Il regoit les composés extracellulaires endocytés au niveau de
la membrane cytoplasmique. Apres endocytose, il réalise un tri des différents composés en
distinguant ceux a dégrader et ceux a recycler.!

Les éléments a dégrader restent dans I'endosome précoce et sont séquestrés dans des
vésicules intraluminales (IVL) de 50 a 80 nm de diametre qui se forment par
bourgeonnement.

Les composés a recycler sont ensuite dirigés vers 'endosome de recyclage via un systeme
de tubules émergeant de I'’endosome. lls sont adressés a la membrane plasmique ou a
I’appareil de Golgi.

L’'endosome précoce va mdrir et se transformer en endosome tardif aprés des phénomeénes
de fusion et de scission des vésicules aboutissant a un tri protéique.

Le nombre de vésicules intraluminales augmente et le pH diminue en lien avec I'activité
d’une pompe a protons ATP-dépendante appelée V-ATPase.

La dégradation des composés débute dans I'endosome tardif et se termine dans le

lysosome.?

2. Maturation

La distinction entre endosome précoce et endosome tardif est difficile, mais certains
marqueurs aident a les distinguer.

Les endosomes précoces contiennent de la transferrine liée a son récepteur qui est recyclée
et réadressée a la membrane plasmique. La transferrine est donc retrouvée en grande
guantité dans I'endosome précoce alors que son taux est faible dans I'endosome tardif.

Le nombre de vacuoles intraluminales est corrélé a la concentration de transferrine
internalisée. L'endosome précoce contient généralement une a huit vésicules
intraluminales et I'’endosome tardif en contient au moins neuf.

Les marqueurs protéiques EEA1 (Early Endosome Antigen 1) et Rab5%* sont spécifiques des
endosomes précoces. Rabl1l apparait progressivement au cours de la maturation de
I’endosome précoce. Rab5 disparait pour étre échangé contre Rab9 et EEA1 disparait.
L'endosome tardif évolue progressivement en lysosome par des phénomenes de

maturation et de fusion avec des lysosomes préexistants?.
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B. Le lysosome

Les lysosomes sont des organites cellulaires du cytoplasme, caractérisés par un pH luminal
acide et qui contiennent des enzymes (spécifiquement, des hydrolases acides) chargées
d'assimiler les déchets (appelés métabolites) produits par les cellules (Figure 7). Grace a
leur fonction de dégradation, ils permettent de recycler et de renouveler les molécules
complexes, qu’elles soient issues de I'intérieur ou de I'extérieur de la cellule. Le lysosome
assure le maintien de I’homéostasie cellulaire en transportant des ions a travers la
membrane®, en apportant a la cellule les petites molécules (oses, acides gras, acides
aminés, ...) dont elle a besoin pour fonctionner et en dégradant des biomolécules ou des
organelles non fonctionnelles. Le lysosome est donc aussi impliqué dans une des grandes
fonctions intracellulaires : 'autophagie?. Cette fonction de digestion et d’assimilation est

assurée par des protéines présentent dans les lysosomes.*

Un dysfonctionnement lysosomal est un facteur essentiel de pathologie pouvant
provoquer neuro-inflammation et neurodégénérescence.®

Pour chacune des maladies lysosomales, un défaut d'un gene spécifique entraine la non-
production ou la production insuffisante d’une protéine chargée de |'assimilation des
métabolites, ou bien la synthese d’une protéine mutante ayant perdu sa fonction. Les
métabolites s'accumulent alors, entrainant des Iésions cellulaires et le dysfonctionnement

des organes concernés.®’

Figure 7 : Représentation schématique d’un lysosome (https://www.alamyimages.fr)
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1. Découverte du lysosome

lls ont été découverts par hasard par Christian de Duve en 1955>*8711 dans son laboratoire
de l'université catholique de Louvain, en Belgique. Il étudiait les effets de I'insuline dans le
foie et il a supposé que la connaissance de la localisation subcellulaire de la glucose-6-
phosphatase permettait de mieux comprendre I'action hépatique de l'insuline. Il étudia la
répartition de I'activité phosphatasique acide sur des homogénats d’hépatocytes.
Certaines fractions subcellulaires contenaient une trés grande quantité de phosphatase
acide, et l'ont amené a proposer que cette phosphatase (et d'autres enzymes) était
séquestrée dans des organites membranaires mais « relargable » aprés éclatement de ces

organelles.’

En 1962, Novikoff et Essner décrivent les lysosomes en microscopie électronique sous
forme de corpuscules dans les cellules eucaryotes, limités par une membrane et ayant une

forte activité phosphatasique acide?.

2. Description et réles du lysosome

Les lysosomes sont des organelles intracytoplasmiques sphériques ou ovalaires, de
diametre allant de 0,05 a 0,5um, et limitées par une membrane simple, tapissée d’un
glycocalyx du c6té luminal.

lIs sont présents dans toutes les cellules eucaryotes? sauf les globules rouges. Leur contenu
est riche en protons et en calcium ionisé (Ca++). lls ont un pH compris entre 4,5 et 5,5>* et
different des endosomes par leur degré d’acidification. lls ont une densité élevée

notamment en microscopie électronique.?

Les lysosomes contiennent une soixantaine d’hydrolases acides différentes* qui participent
a la dégradation des macromolécules'! et des organelles endommagées en monomeres
(dégradation des protéines en acides aminés, des polysaccharides en monosaccharides, des
lipides complexes en acides gras libres, ...)*>®1°, et des protéines activatrices localisées dans
la matrice.

La membrane lysosomale contient quant a elle plus d’une vingtaine de protéines

différentes : protéines de transport, canaux ioniques, pompes a protons...12
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Le lysosome ne contient pas de récepteurs au mannose-6-phosphate ce qui le différencie

des endosomes.!

3. Contenu du lysosome

3.1. Les hydrolases lysosomales

Les hydrolases lysosomales sont des enzymes ayant une activité optimale a un pH situé
entre 4,5 et 5,5, qui coupent une molécule en présence d’eau.

Elles peuvent dégrader de nombreuses macromolécules telles que les protéines, lipides,
acides nucléiques, glucides...*

La dénomination des hydrolases a été définie selon la nature biochimique des substrats a
dégrader : protéines - protéases, lipides - lipases, acides nucléiques - nucléases, glucides -

glycosidases...”

Ces enzymes nécessitent parfois pour fonctionner la présence de cofacteurs et de protéines
activatrices. Ainsi, I'activité des enzymes impliquées dans la dégradation de certains
sphingolipides nécessite la présence de « protéines activatrices des sphingolipides » (les
SAP, sphingolipid activator protein) également appelées saposines®. Les mutations
affectant ces protéines activatrices miment d’un point de vue clinique le déficit de

I'hydrolase activée par une de ces protéines’.

Les hydrolases lysosomales sont synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique (RE)
puis sont ensuite adressées a I'appareil de Golgi ou elles vont subir des modifications post-
traductionnelles, notamment des réactions de glycosylation et de phosphorylation.
La phosphorylation d’'un résidu mannose au niveau d’une chaine glucidique permet
I’adressage de I’enzyme au lysosome ; elle est catalysée par deux enzymes>*3 (Figure 8) :
- La N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase (GlcNAc-1-phosphotransférase) qui
assure le transfert d’un résidu N-acétylglucosamine-1-phosphate sur I’hydroxyle du
carbone 6 d’un résidu mannose®.
- La deuxieme enzyme, la N-acétylglucosamine-1-phosphodiester a-N-
acétylglucosaminidase, assure le clivage du résidu N-acétylglucosamine, ce qui

démasque le mannose-6-phosphate (M6P).
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Figure 8 : Formation du résidu mannose-6-phoshate. Aprés la glycosylation, une majorité
des enzymes lysosomales est phosphorylée sur un résidu mannose d'un arbre
oligosaccharidique. La N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase assure le transfert d’un
résidu N-acétylglucosamine-1-phosphate puis la N-acétylglucosamine-1-phospho-diester a-
N-acétylglucosaminidase clive le résidu N-acétylglucosamine, ce qui démasque le mannose-
6-phosphate (d’apreés la thése de Lénaig ABILY-DONVAL2).

La plupart des enzymes lysosomales parviennent jusqu’au lysosome au moyen d'un signal
de reconnaissance (généralement du mannose-6-phosphate) et de ses récepteurs
correspondants. Le résidu mannose-6-phosphate permet a I'enzyme d’étre adressée a
I'endosome puis au lysosome via sa liaison aux récepteurs du mannose-6-phosphate

(M6PR) (Figure 9).41415

Les lysosomes ne possedent pas de M6PR, mais ils sont capables de fusionner avec les
endosomes tardifs et les autophagosomes?. lls recoivent donc leur contenu via des
mécanismes d’endocytose ou via des voies de biosynthese aprées fusion avec I'endosome
tardif.

La dégradation du matériel endosomal et autophagosomal se déroule au moment de la
fusion avec le lysosome aboutissant a la formation des endolysosomes et des
autolysosomes. La digestion des substrats endocytés et autophagiques débute dans les
endolysosomes et les autolysosomes puis se termine dans le lysosome sous I’action des

hydrolases acides.

La dissociation entre I’hydrolase et le récepteur mannose-6-phosphate (M6PR) se fait lors

de I'acidification avant d’atteindre le lysosome. Le M6PR est ensuite recyclé vers I'appareil
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de Golgi (et la membrane plasmique) pour recruter d’autres protéines lysosomales et les

adresser au lysosome.

D’autres mécanismes d’adressage au lysosome indépendants du mannose-6-phosphate
existent : les protéines activatrices, cofacteurs des enzymes lysosomales, sont adressées
au lysosome via un récepteur appelé sortiline®. La phosphatase acide lysosomale et la -
glucocérébrosidase ne possédant pas de résidus mannose-6-phosphate, la phosphatase
acide lysosomale atteint I’endosome par endocytose grace a un motif tyrosine dans son
domaine cytosolique qui lui permet d’étre endocytée. La B-glucocérébrosidase va se fixer

a la protéine LIMP-2 qui va I'adresser au lysosome? 1>

Comme chaque enzyme intervient a un niveau précis dans la cascade de dégradation, la
déficience d'une seule hydrolase créera une incapacité a dégrader le reste de la

macromolécule’.

Figure 9 : Trafic de I'enzyme au sein du systéme endosome lysosome. Les enzymes lysosomales
sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique puis subissent des maturations dans I'appareil
de Golgi qui permettent notamment la formation d’un résidu mannose-6-phosphate. Elles sont
par la suite adressées vers I'endosome aprés liaison a un récepteur mannose-6-phosphate. Aprés
acidification, les hydrolases deviennent actives et se détachent de leur récepteur qui va alors étre
recyclé pour retourner vers |'appareil de Golgi. Ces récepteurs peuvent aussi se retrouver au
niveau de la membrane cytoplasmique (d’apreés la thése de Lénaig ABILY-DONVAL?).

28



3.2. Le systéeme d’adressage des enzymes lysosomales par les récepteurs

du mannose-6-phosphate (M6PR)

Structure des récepteurs :

Les M6PR sont présents dans la plupart des cellules de mammiferes. Il en existe deux types
: les récepteurs cation-indépendants (CI-M6PR, 300 kDa) et les récepteurs cation-
dépendants (CD-M6PR, 46 kDa).

Ces deux récepteurs sont des protéines glycosylées et fonctionnent sous forme
d’homodimeres reliés de maniere non covalente.

Le domaine luminal du récepteur CI-M6PR se compose de 15 unités répétées avec deux
sites de liaison au mannose-6-phosphate alors que le récepteur CD-M6PR se compose de
159 acides aminés avec un seul site de liaison au mannose-6-phosphate.’

Le site de fixation reconnait spécifiquement les motifs mannose-6-phosphate présents a la

surface des précurseurs des hydrolases lysosomales nouvellement synthétisées?.

Trafic des M6PR : transport et recyclage :

Les M6PR ciblent une grande majorité des hydrolases lysosomales nouvellement
synthétisées a partir de I'appareil de Golgi.

lIs sont localisés a I’état basal dans le réseau transgolgien (TGN), la membrane plasmique
et 'endosome dans les zones riches en clathrine. Ces zones forment des vésicules de
transport par un phénomene de bourgeonnement qui vont alors se diriger vers I'endosome
tardif.12

Il existe des protéines adaptatrices (GGA et AP-1) qui favorisent la concentration des M6PR
dans les zones riches en clathrinel®. En cas de localisation du M6PR au niveau de la surface
de la cellule, 'ensemble enzyme-récepteur M6PR est internalisé par I'intermédiaire de la
protéine adaptatrice AP-2 et rejoint I'endosome précoce.

L’acidité de I’endosome tardif favorise la dissociation entre le récepteur M6PR et son
ligand, I'enzyme. Les MG6PR sont ensuite réadressés au TGN ou a la membrane

cytoplasmique pour étre recyclés et réutilisés®°.
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Roles des récepteurs M6PR :

Le rble principal des récepteurs M6PR est I'adressage des enzymes lysosomales a
I’'endosome.® Il n’y a pas de réle spécifique a chaque M6PR, mais certaines hydrolases
lysosomales ont une affinité préférentielle pour le CD-M6PR ou pour le CI-M6PR.

Par exemple, le CD-M6PR a une liaison plus forte pour son ligand en présence de cations
divalents. Les CI-M6PR permettent I’endocytose des hydrolases lysosomales, ce qui n’est
pas le cas des CD-M6PR en conditions physiologiques. Le CI-M6PR a également d’autres
fonctions qui lui sont propres telles que la régulation des taux circulants d’Insulin-like
growth factor Il (IGFIl) au cours du développement embryonnaire, I'activation du
Transforming Growth Factor B (TGFp), I'activation de I'apoptose médiée par I'acide
rétinoique ou par internalisation du granzyme B.

Le CI-M6PR est également un potentiel agent suppresseur de tumeur du fait de son action

sur ces différents facteurs de croissance?.

4. La membrane lysosomale

Les hydrolases lysosomales sont isolées du reste du cytoplasme grace a une membrane
relativement imperméable, composée d’une seule bicouche phospholipidique de 2 a 10 nm
d’épaisseur, et entourée de protéines membranaires.?

Cette membrane permet de maintenir les hydrolases dans un environnement acide ou leur
efficacité est maximale et évite leurs éventuels effets indésirables en dehors du lysosome.
Elle est également imperméable a certains petits composés monomériques libérés par
dégradation qui nécessitent, de fait, des protéines spécifiques pour leur transport a

I’extérieur du lysosome?.

Il existe plus de 120 protéines membranaires lysosomales, qui ont des rdles variés assurant
le bon fonctionnement du lysosome : import et export de composants, acidification du
contenu du lysosome, fusion avec d’autres vacuoles ou vésicules du cytoplasme
17

notamment les endosomes, communication avec les autres organelles, ...

Le déficit d’'une seule de ces protéines peut induire une maladie sévére (Tableau 1).
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Protéine membranaire Géne OoOMIM Pathologie associée

LAMP2 LAMP2 300257 Maladie de Danon

LIMP 2 SCARB2 602257 Syndrome AMRF (Action myoclonus renal failure)
Transporteur acide sialique/glucuronique SLC17A5 269920 Maladie de Salla

Transporteur de la cystine CTNS 219800 Cystinose

Héparane sulphate a glucosaminide N-  HGSNAT 252930 Mucopolysaccharidose Il C

acétyltransférase

Transporteur des cobalamines LMBRD1 277380 Acidémie méthylmalonique avec homocystinurie type cblF
CIN3 CLN3 204200 Céroide lipofuscinose type 3

CLN7 CLN7 610951 Céroide lipofuscinose type 7

Sortiline (récepteur de la prosaposine et de la SORT1 602458 Maladie d’Alzheimer, cancer

sphingomyélinase acide)

Tableau 1 : Exemples de protéines de la membrane lysosomale et leur implication en physiopathologie
(d’apres?).

Une vingtaine de protéines de transport a été identifiée assurant le transport des acides
aminés, des petites protéines, des sucres, des ions, des nucléotides, et des vitamines.

Plus de la moitié de ces protéines est représentée par des protéines fortement glycosylées
(Figure 10) : LAMP1 et LAMP2 (Lysosome-associated membrane protein 1 et 2)Y,
LIMP1/CD63 et LIMP2 (Lysosome-integral membrane protein 1 et 2).

LAMP1 et LAMP2 forment une couche de type glycocalyx a I'intérieur de la membrane, qui
joue le réle de barriére protectrice contre I'autodigestion de la membrane par les enzymes
lytiques de la lumiére lysosomale.® Le domaine intralysosomal de LAMP1 et LAMP2
représente la majeure partie de ces protéines’. Elles ont un seul domaine
transmembranaire et un domaine C-terminal cytosolique. Leur poids moléculaire se situe
entre 40 et 45 kDa avant glycosylation et 120 kDa apres glycosylation. La glycosylation leur

permet de jouer ce réle protecteur.2’

LIMP2 est un récepteur indépendant des M6PR, elle cible les lysosomes principalement via
la voie « directe » du TGN vers les lysosomes. Elle joue un réle de protection du fait de sa
glycosylation, mais constitue également un récepteur de tri et de transport pour la -
glucocérébrosidase®. Sa surexpression peut induire une augmentation du nombre
d’endosomes et de lysosomes. Elle peut perturber le trafic dans le systéeme
endosome/lysosome!?. Elle contient deux domaines transmembranaires avec des

extrémités N et C-terminales situées dans le cytosol (Figure 10).%1°
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Figure 10 : Protéines majeures de la membrane lysosomale (d’aprés Eskelinen et al.®%)

D’autres protéines membranaires moins abondantes ont pu étre reconnues apres

identification du géne responsable de la maladie qui les implique.

Les protéines transmembranaires lysosomales peuvent étre ciblées par les protéines
adaptatrices telles que les protéines hétérotétramériques AP1 a AP4 (Adaptor-protein
complex) ou les protéines de la famille GGA (Golgi-localizing Gamma-Adaptin)*®. Ces deux
familles de protéines adaptatrices permettent la ségrégation des protéines lysosomales et

I’encapsidation dans des vésicules de clathrine.?*

Les deux M6PR sont codés par des genes qui font partie du réseau CLEAR (TRIER1, SCARB2,
MG6PR ,IGF2R ,NAGPA et GNPTG) qui contiennent un ou plusieurs sites de liaison pour le
TFEB et sont sensibles a I'activation ou a la surexpression du TFEB. Cela suggere que
I'expression des protéines lysosomales doit étre coordonnée avec celle de leurs protéines
modificatrices et de leurs récepteurs de tri afin de permettre une biogenése efficace des
lysosomes et, vraisemblablement, des réponses appropriées aux stimuli externes et

internes (Figure 11)°.
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Figure 11: Régulation de la synthése du trafic intracellulaire des enzymes lysosomales : TFEB module
I'expression de diverses enzymes lysosomales et de leurs transporteurs : LIMP-2 (SCARB2), la sortiline (SORT1)
et les récepteurs du mannose-6-phosphate (M6P) (M6PR et IGF2R). TFEB module également I'expression d'une
sous-unité de la GlcNac-1-phosphotransférase (GNPTG) et de I'enzyme faisant apparaitre le M6P (NAGPA), les
enzymes résidant sur I'appareil de Golgi qui générent I'étiquette M6P sur la plupart des enzymes lysosomales.®

lll. LES MALADIES DE SURCHARGE LYSOSOMALE

A. Définition

Les maladies de surcharge lysosomale sont causées par des anomalies de protéines
lysosomales entrainant une accumulation de métabolites non dégradés®!®. Environ 70
maladies de surcharge lysosomale sont décrites. Elles sont généralement transmises selon
le mode autosomique récessif.

Prises individuellement, ces maladies sont rares, mais elles sont probablement sous

diagnostiquées.
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Leur prévalence combinée avoisine 1/5000 naissances®°. Elles ont en commun certains
symptomes dits de « surcharge » liés a un défaut de dégradation de macromolécules ou de

composés monomériques dans les organelles du systéeme endosome/lysosome.

Les maladies de surcharge lysosomale se présentent cliniquement sous des formes tres
variées, presque a tout age et avec des degrés de sévérité trés variables. Les formes les plus
séveres sont le plus souvent associées a des retards de développement majeurs et une

neurodégénérescence progressive.3

Plusieurs classifications ont été utilisées pour distinguer ces différentes maladies. Ces
affections peuvent étre groupées en fonction de la nature du matériel qui s’"accumule :
mucopolysaccharidoses, lipidoses, glycoprotéinoses, anomalies de stockage du glycogene,
céroide-lipofuscinoses.?

Ces maladies peuvent aussi étre classées selon le mécanisme physiopathologique en cause

(déficit isolés, déficits multiples, anomalies des transporteurs, défauts en activateurs, ...).

B. Physiopathologie

L’accumulation progressive de molécules non digérées dans les lysosomes conduit a une
hypertrophie et une dysfonction de celui-ci®® (Figure 12).

Les mécanismes moléculaires pouvant induire une maladie lysosomale de surcharge sont
nombreux. Toutes ces pathologies ne sont pas liées au déficit quantitatif ou qualitatif d’une
hydrolase acide du lysosome. Des anomalies de la biogenese du lysosome, des défauts des
protéines de la membrane ou des anomalies du trafic vésiculaire ont également été
décrites.?

Certaines maladies sont liées a un défaut d'une enzyme associée a la membrane comme
dans la mucopolysaccharidose de type IIIC, ou encore a des altérations de la translocation
ou de ’lhoméostasie ionique comme dans la mucolipidose de type IV.18

Néanmoins, pour de multiples maladies lysosomales leur mécanisme physiopathologique
demeure incomplétement connu. Le déficit enzymatique et 'accumulation de matériel de

surcharge ne permettent pas d’expliquer toute la symptomatologie.
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Classiquement, lorsqu'une hydrolase lysosomale est défectueuse, une seule maladie
lysosomale apparait ; cependant, dans le cas de I'enzyme B-galactosidase, des mutations
du gene GLB1 peuvent entrainer deux maladies lysosomales distinctes : la gangliosidose

GM1 et la maladie de Morquio de type B.%°

Figure 12 : Représentation schématique de la voie du lysosome et de I'autophagie dans les cellules
normales (A) et dans les cellules de maladie de surcharge lysosomale (B). (A) Les lysosomes fusionnent
avec les autophagosomes pour former des autolysosomes. Les lysosomes fusionnent également avec les
endosomes pour former des structures membranaires hautement dynamiques appelées endolysosomes.
Les lysosomes fonctionnels nécessitent un environnement acide dans la lumiére lysosomale (pH 4,5 a 5)
maintenu par la pompe a protons V-ATPase et un niveau adéquat d'ions calcium maintenu par le
transporteur TRPML1 (de la sous-famille des canaux TRP des mucolipines de mammiféres). (B) La maladie
de surcharge lysosomale (LSD) est un trouble métabolique généralement provoqué par des mutations dans
les genes codant pour les enzymes lysosomales, conduisant ainsi a I'accumulation de divers substrats. Les
lysosomes chargés de substances non digérées conduisent a une fusion lysosomale défectueuse avec les
autophagosomes ou les endosomes. De plus, les lysosomes de maladie de surcharge lysosomale présentent
des altérations du pH lysosomal et de I'homéostasie du Ca?* lysosomal.'®
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C. Généralités cliniques

L’age de début et le type de symptomes dépendent de la fonction de la protéine en cause,
de la nature biochimique et de la quantité du matériel accumulé (selon vraisemblablement
I'activité enzymatique résiduelle), et du type cellulaire ou prédomine la surcharge.

Certaines maladies lysosomales peuvent se manifester des la période anténatale
(hydramnios, anomalies osseuses, anasarque...), mais la plupart sont asymptomatiques a
la naissance et les signes cliniques apparaissent progressivement’. Certaines pathologies
peuvent parfois apparaitre tardivement a I’age adulte avec un phénotype atténué, voire
n’étre diagnostiquées que fortuitement. Le début des signes se fait généralement dans
I’enfance, aprés une période sans anomalie, puis la maladie s’aggrave progressivement

avec des symptomes dégénératifs en I'absence de traitement.

Les symptomes les plus fréquemment retrouvés (et les plus séveres) pour de nombreuses
pathologies lysosomales, du moins dans leurs formes infantiles, sont neurologiques :
troubles du comportement, convulsions, perte des acquisitions psychomotrices aprés une
phase de  développement normale, troubles neurosensoriels, troubles
neuropsychiatriques, difficultés d’apprentissage scolaires... Une étude menée au
Royaume-Uni a révélé que les maladies lysosomales de surcharge représentaient la grande
majorité des diagnostics dans une cohorte pédiatrique de maladies neurodégénératives®.
Les processus neurodégénératifs peuvent toucher plusieurs régions cérébrales : thalamus,

cortex, hippocampe et cervelet.

Plusieurs hypotheses physiopathologiques ont été émises pour expliquer I'atteinte
neurologique : certains composés accumulés (par exemple, la psychosine) exercent un effet
délétere sur certaines populations cellulaires du systeme nerveux. De plus, I'activation de
I'immunité innée est décrite dans le cerveau. Cette inflammation induit des |ésions du
systeme nerveux central. Une astrogliose est également retrouvée induisant une toxicité

neuronale.
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D. Traitements disponibles

Il n'existe pas véritablement de traitement curatif des maladies lysosomales.'® Les
traitements disponibles ont pour but de ralentir ou d’arréter la progression de la maladie.
De nombreux traitements ont été développés ces années ayant pour cible les différentes
organelles impliquées dans la physiopathologie de ces maladies.

Plusieurs stratégies thérapeutiques sont possibles :

Atténuer/corriger le déficit enzymatique par I’'enzymothérapie substitutive

- L’allotransplantation de cellules souches hématopoiétiques (thérapie cellulaire)

- Lathérapie par chaperon pharmacologique

- Lathérapie génique

- Diminuer la quantité de substrat accumulé en favorisant son élimination et/ou en

réduisant sa production.

Les différents traitements disponibles seront détaillés ci-dessous. En I'absence de
traitement curatif disponible, une part importante de la prise en charge thérapeutique est

le traitement symptomatique des différentes complications liées a la maladie.

1. Enzymothérapie

L'enzymothérapie substitutive (en anglais, ERT pour Enzyme Replacement Therapy)
consiste a remplacer I'enzyme déficiente par une enzyme exogene, recombinante, le plus
souvent administrée par voie intraveineuse a intervalles réguliers (hebdomadaire ou toutes
les deux semaines).

Ce traitement repose sur la possibilité des enzymes lysosomales d’étre endocytées par
reconnaissance de leurs résidus M6P grace aux MPR situés au niveau de la membrane
plasmique.

L'enzyme de synthese est adressée au lysosome ou elle exerce son effet catabolique.

La premiere enzymothérapie substitutive disponible a été développée pour la maladie de
Gaucher de type 1. La glucocérébrosidase a été purifiée a partir de placenta humain. Elle
était apportée au patient par des perfusions intraveineuses toutes les 2 semaines. Cette
molécule a permis de modifier le pronostic des patients.

Apres l'instauration de cette premiere enzymothérapie substitutive, d’autres traitements

ont été développés pour la maladie de Fabry, pour la maladie de Pompe et pour plusieurs
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mucopolysaccharidoses. Elles apportent des bénéfices certains aux patients, mais ne
permettent pas d’améliorer tous les symptomes, car les molécules diffusent mal dans
certains organes notamment le systeme nerveux et I'os. Le traitement ne passe pas la

barriere hémato-encéphalique.

Les principaux effets secondaires de ces traitements sont liés a I'immunogénicité avec le
développement d’anticorps dirigés contre I'enzyme de synthése. D’autre part, ces
traitements sont couteux et nécessitent des perfusions par voie intraveineuse a vie.

D’autres évolutions pour améliorer I'efficacité de I'enzymothérapie substitutive ont vu le
jour récemment. En effet, des modifications chimiques ou des administrations intrathécale
ou intracérébrale ont été proposées pour augmenter I'acces a des organes cibles (systéme

nerveux central, 0s...).2122

2. Thérapie par réduction de substrat

La thérapie par réduction de substrat (en anglais, SRT pour Substrate Reduction Therapy) a
pour objectif de diminuer la production du substrat de I'enzyme défectueuse et par
conséquent son stockage. Ce traitement peut reposer sur 'inhibition des enzymes qui
synthétisent le substrat ou un précurseur du substrat.

La premiére molécule ayant été commercialisée est le Miglustat (N-Butyl-
Désoxynojirimycine) qui est un inhibiteur de la glucosylcéramide synthase (I’enzyme
catalysant la premiére étape engagée dans la biosynthése de la plupart des
glycosphingolipides, y compris les gangliosides)?2. Il réduit partiellement la biosynthése des
glycosphingolipides. Le Miglustat est actuellement utilisé dans les maladies de Gaucher et
de Niemann-Pick type C afin de réduire la quantité de substrat non dégradé par I'enzyme.
Le Miglustat peut traverser la barriere hémato-encéphalique. Cette molécule pourrait
également avoir des bénéfices dans d’autres gangliosidoses, mais sans indication reconnue
a ce jour devant I'absence de preuves scientifiques. Ce composé inhibe les disaccharidases,
ce qui peut induire lors des premieres semaines de traitement des effets secondaires

digestifs.?1723
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3. Chaperons pharmacologiques

La structure tridimensionnelle des protéines est essentielle au bon fonctionnement de
celles-ci. Le repliement des protéines s’effectue au niveau du réticulum endoplasmique lors
de leur biosynthese.

Certaines mutations peuvent conduire a la synthese de molécules mal repliées. En cas de
mauvais repliement, les protéines sont prématurément dégradées par le protéasome grace

a un complexe appelé ERAD (Endoplasmic Reticulum-Associated protein Degradation).

Des molécules endogenes, dites chaperons ont la propriété d’aider au repliement correct
des protéines. C'est le cas de certaines protéines de choc thermique ou encore de la
calnexine. Des petites molécules synthétiques, dites chaperons pharmacologiques, ont été
congues pour restaurer une conformation adéquate aux protéines mutantes (a condition
que la mutation n’affecte pas le site actif de I'enzyme). Il peut s’agir d’inhibiteurs de
I’enzyme cible qui, en se liant avec une tres forte affinité a la protéine mal repliée,
permettent d’éviter sa dégradation prématurée par le systeme ERAD et d’aboutir a une
conformation tridimensionnelle compatible avec son adressage au lysosome.

L’exces de substrat au sein du lysosome et le pH acide de 'endosome tardif contribuent a
libérer la molécule chaperonne du site actif. L'enzyme parvenue au lysosome est alors

fonctionnelle pour dégrader le substrat accumulé.

Des études ont démontré qu’il n’est pas nécessaire de restaurer un taux physiologique
intracellulaire d’enzyme active. Une activité enzymatique résiduelle de 10 % de I'activité
physiologique pourrait s’avérer suffisante pour limiter la surcharge.

L'intérét de ces chaperons pharmacologiques réside dans leur facilité de fabrication (donc
leur colt) et le mode d’administration per os évitant, ainsi, la contrainte des perfusions de
I’enzymothérapie substitutive.

De plus, ces molécules présentent I'avantage d’avoir une meilleure biodistribution vers les
tissus difficilement accessibles a 'enzymothérapie. Certaines peuvent traverser la barriere
hématoencéphalique.

Ce type de molécules n’est efficace que si les variants pathogenes induisent la production
d’une protéine mutante présentant un défaut de repliement, mais pas une altération
propre de la fonction catalytique. Seuls les patients présentant des variants dits sensibles
pourraient étre concernés par ces traitements.?1723
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4. Transplantation de CSH

La transplantation de cellules souches hématopoiétiques (moelle osseuse ou sang de
cordon) a été développée pour certaines maladies lysosomales. Les cellules injectées
provenant d’'un donneur sain permettent la production de I'enzyme déficiente dans la

moelle, mais également dans le systeme nerveux via les cellules microgliales.

Elle est indiquée dans la mucopolysaccharidose de type | chez les patients diagnostiqués
précocement avant I'age de 2,5 ans et ayant un quotient de développement >70.

Elle peut également étre bénéfique dans certaines sphingolipidoses telles que la maladie
de Krabbe en cas de traitement précoce.

En dehors de ces indications, les bénéfices sont trés inconstants et la greffe n’est pas

recommandée. Les indications peuvent étre discutées au cas par cas.?1?

5. Thérapie génique

La thérapie génique consiste a apporter, par l'intermédiaire d’un vecteur généralement
viral, une séquence génique pour corriger un défaut génétique. Ceci permet la production
de la protéine codée par le transgéne aprés son internalisation dans les cellules.?*

Dans le cadre des maladies lysosomales, la thérapie génique va permettre la production de
I'enzyme déficiente. Elle permet également d’obtenir une concentration en enzyme plus
réguliére par rapport a I'enzymothérapie. L’enzyme va pouvoir également étre captée via
I'intermédiaire des M6PR par les cellules qui n’ont pas intégré le transgene.

La thérapie génique représente un intérét pour les maladies lysosomales caractérisées par
une symptomatologie neurologique. En effet, I'introduction du transgene dans le SNC
permet une production locale d’enzyme offrant une alternative a I'enzymothérapie dont la
distribution dans le SNC est tres médiocre.

Différentes techniques d’injection sont possibles : soit une injection intracérébrale du
vecteur soit une injection intrathécale. De nombreux essais ont été menés sur des modeles
animaux et ont permis de prouver l'intérét potentiel de la thérapie génique dans les

maladies lysosomales.

Cependant, lI'immunogénicité peut limiter I'effet thérapeutique car les réponses
immunitaires ciblent les protéines de capside, les cellules transduites et les produits de

thérapie génique, entrainant finalement une perte d’activité enzymatique.?*
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IV. LA GM1 GANGLIOSIDOSE

A. Généralités

Les gangliosidoses GM1 sont des maladies de surcharge lysosomale caractérisées par
I'accumulation principale de gangliosides GM1, due a une déficience en enzyme
catabolique nécessaire a leur dégradation : la B-galactosidase.?

Ce sont des affections neurodégénératives rares, de transmission autosomique récessive,

dont l'incidence a été estimée a 1 sur 100 000 a 200 0000 naissances vivantes.21,22,26-30

Cette GM1 gangliosidose comporte un continuum de présentations cliniques allant d'une
forme infantile sévére a une forme adulte chronique plus modérée3!. En principe, la gravité
de la maladie est inversement corrélée au niveau d’activité enzymatique résiduelle de la 3-
galactosidase.3?

C’est une maladie dévastatrice et aujourd’hui sans traitement curatif spécifique;
cependant, grace a une prise en charge médicale adaptée, I'espérance de vie et la qualité

de vie des patients ont pu étre améliorées.

B. Les gangliosides

1. Généralités

Les gangliosides ont été découverts par Ernst Klenk dans les années 1930 lorsqu'il a analysé
des tissus cérébraux post-mortem de patients atteints de la maladie de Tay- Sachs, une
forme infantile mortelle d'idiotie amaurotique, maladie héréditaire caractérisée par des
cellules chargées de lipides (ici, GM2 ganglioside) dans le systeme nerveux et les organes

viscéraux, un retard mental et des troubles de la vision.??

Les gangliosides sont des lipides qui font partie des glycosphingolipides, lipides complexes
dérivés de la sphingosine sur laquelle est ajouté un acide gras. Ainsi, ils sont constitués d’un
céramide, lié par une liaison osidique un ou plusieurs oses chargés. Les gangliosides
contiennent deux résidus osidique ou plus dont au moins un est estérifié par un acide
sialique.®
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Il existe plus de 200 gangliosides identifiés chez les vertébrés, chacun étant classé en
fonction du nombre et de la position des résidus d'acide sialique®*. Le ganglioside GM1 (en
réalité GM1a) contient un seul acide sialique (ou acide N-acétylneuraminique ou NANA) et

est donc classé comme un monosialoganglioside, d’oli le M de GM1 (Figure 13)2225,

2. Réle du ganglioside GM1

Les gangliosides sont synthétisés par toutes les cellules, mais surtout dans le systeme
nerveux, les concentrations des différentes espéces de ces lipides variant selon le type
cellulaire. Ils participent a la construction des membranes plasmiques et sont
particulierement abondants dans le cerveau, ou leur présence dans la substance grise est
environ 5 fois plus élevée que dans la substance blanche.?

Dans le cerveau humain, les gangliosides majoritaires sont les GM1a, GD1a, GD1b et GT1b.
IIs sont les principaux glycolipides des membranes plasmiques neuronales ou leur fraction
glucidique participe a des fonctions telles que les interactions cellule-cellule et
la transduction du signal®*, ils représentent 10% du contenu lipidique cérébral et sont
nécessaires pour le développement du systeme nerveux, la neurogenese, la synaptogenéese

et la plasticité neuronale.?%2°

Il a été démontré que I'enrichissement de la membrane plasmique en GM1 résultant de
I'activité de la neuraminidase 3 (NEU3) — une sialidase spécifique des gangliosides qui
convertit GD1a et GT1b en GM1 — déclenche I'afflux de Ca2+ dans les cellules neuronales

via des canaux calciques de type T et induit la neuritogenése.3
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Figure 13 : Représentation de la structure des gangliosides (GM1, GM2 et GM3). En rouge = acide
gras, en noir = sphingosine, en bleu = résidus osidiques neutres, en vert = acide sialique. NANA =
acide N-acétylneuraminique (https://en.wikipedia.org/wiki/Ganglioside).

3. Biosynthese

La premiére étape est la synthése du céramide dans le RE, qui se poursuit dans I'appareil
de Golgi ou il subira I'action de transférases pour devenir un glycosphingolipide (GSL). La
premiére modification que subit le céramide est le transfert d’un 3-D-glucose (Glc) par la
céramide-B-glucosyl-transférase pour devenir un -glucosylcéramide (GlcCer), puis d’un -
galactose (Gal) par la glucosylcéramide-B1,4-galactosyl-transférase, pour devenir un

lactosylcéramide (LacCer), le précurseur des gangliosides et des GSL de la série 0.222>33

Le LacCer est sialylé pour former de petits gangliosides précurseurs (GM3, GD3 et GT3) par
I’action d’une synthase. lls sont ensuite convertis par des glycosyltransférases liées a la
membrane golgienne en gangliosides complexes, qui atteignent la surface cellulaire par

transport vésiculaire de la voie de sécrétion.33
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A noter qu’une fois une série commencée, il n'est pas possible de revenir en arriere.
L'élongation des gangliosides des différentes séries se poursuit par les mémes enzymes.
Ainsi, la formation de GA2, GM2, GD2 et GT2 se fait par la méme Gal-transférase (ou
GM2/GD2 synthase), puis lI'action d’une autre Gal-transférase (GM1a/GD1b synthase)
permet la formation des gangliosides GA1, GM1a, GD1b, GT1c. Ces derniers peuvent ainsi
subir successivement l'action d’une Gal-transférase, d’une sialyl-transférase et d’une

GalNAc-transférase pour compléter la famille des gangliosides (Figure 14).

Chez ’'Homme, les acides sialiques se présentent exclusivement sous la forme d'acide N-
acétylneuraminique (Neu5Ac ou NANA) et de ses dérivés O-acétylés. lls peuvent étre en
outre modifiés par O-acétylation ou élimination du groupe N-acyle, pour générer un groupe

amine libre.

Figure 14 : Représentation schématique de la voie de biosynthése et des structures des gangliosides : Les
gangliosides sont des glycosphingolipides sialylés. Leur synthése consiste en I'ajout séquentiel de sucres et/ou
d'acides sialiques (acide neuraminique ; NeuAc) par deux groupes principaux d'enzymes, a savoir les
sialyltransférases (GM3/GD3/GT3 synthases et ST3GAL2/ST3GAL3) et les glycosyltransférases (B4GALNT1 et
B3GALT4). Les lettres M (1), D (2), T (3) et Q (4) indiquent respectivement le nombre de résidus d'acide sialique.
Les chiffres, en revanche, indiquent indirectement le nombre de résidus de sucre soustraits de 5 : par exemple,
GM1 contient 5-1 = 4 résidus de sucre et GD3 contient 5—-3 = 2 résidus de sucre. Abréviations : béta-1,4-N-acétyl-
galactosaminyl transférase 1 (B4GALNT1), béta-1,3-galactosyltransférase 4 (B3GALT4), ST3 béta-galactoside
alpha-2,3-sialyltransférase 2 (ST3GAL2), ST3 béta-galactoside alpha-2,3-sialyltransférase 3 (ST3GAL3).%¢
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Les mutations avec perte de fonction dans les genes codant pour les enzymes de la
biosyntheése des gangliosides entrainent chez |'Homme de graves troubles

neurodéveloppementaux et neurodégénératifs.34

4. Dégradation

La dégradation constitutive des gangliosides a lieu principalement dans les endosomes et
les lysosomes.?> Les lysosomes sont des « estomacs » intracellulaires. Ils dégradent les
macromolécules et liberent leurs composants sous forme de nutriments dans le cytosol
pour les voies de recyclage et le métabolisme énergétique. Les macromolécules et les
composants membranaires atteignent le compartiment lysosomal pour étre digérés par

autophagie, phagocytose, ou d’autres voies d’endocytose.

Alors que les hydrolases lysosomales hydrosolubles peuvent attaquer directement les
macromolécules hydrosolubles, la digestion des gangliosides, des GSL et des membranes
nécessite une coopération plus complexe entre les hydrolases solubles, les protéines dites

activatrices et de transfert des lipides et les vésicules intra-endolysosomales luminales.

Alors que la membrane périphérique lysosomale semble étre assez résistante a la
dégradation lysosomale, les vésicules de membranes intra-endosomales (Ml) sont digérées
a l'aide d’enzymes hydrolytiques et de certaines protéines activatrices, dont les saposines
(SAP) et I'activateur du GM2%. Les saposines sont de petites protéines lysosomales

hydrosolubles de liaison et de transfert des lipides (Figure 15).

Une fois décomposés, les monosaccharides individuels sont ensuite généralement exportés
du lysosome vers le cytoplasme librement ou via I'action de différents transporteurs (par

exemple le transporteur de 'acide sialique), afin de pouvoir étre réutilisés.33
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Figure 15: Voie de dégradation des sphingolipides lysosomaux: Les éponymes des maladies
métaboliques connues et le nom des protéines activatrices des sphingolipides (SAP, en rouge)
nécessaires a leur dégradation in vivo sont indiqués. Les hydrolases sont indiquées en vert.
L'hétérogénéité moléculaire de la partie lipidique des sphingolipides n'est pas indiquée (d’apres
Sandhoff et Kolter, 1995).33
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C. Physiopathologie

1. Déficit en f-galactosidase

La gangliosidose GM1 est causée par des mutations au niveau du géne GLB1 (chromosome
3p21.33) entrainant une diminution de l'activité de la B-galactosidase (B-GAL), premiére
enzyme a entrer en action dans la voie catabolique des gangliosides a l'intérieur des
lysosomes, ce qui conduit a une accumulation de ganglioside GM1 et d’asialo-GM1

(glycolipide GA1) dans le tissu neuronal (Figures 15 et 16).

Lorsque I'activité enzymatique est diminuée, les métabolites sphingolipidiques
s'accumulent dans le lysosome et interferent ainsi avec le bon fonctionnement de

I'organite.??

Dans les formes infantiles, les plus séveres, I’activité de la B-Gal est absente ou indétectable
(<1%)%®, alors que dans les formes juvéniles et adulte, il existe une activité résiduelle de la
B-Gal (environ 9%), ce qui indique que I'activité résiduelle de I'enzyme est inversement
corrélée a la sévérité clinique de la maladie3®3.

Cependant, la fagon dont I'accumulation de gangliosides GM1 et d'autres GSL conduit a la

neurodégénérescence n'est pas entierement comprise.??

Figure 16 : Défaut biochimique dans la gangliosidose GM1: L'enzyme [3-galactosidase hydrolyse les
résidus terminaux beta-galactosyle du ganglioside GM1. Le manque de [3-galactosidase conduit a une

accumulation massive de ganglioside GM1. Abréviations : Glc = glucose ; Gal = galactose; GalNAc = N-

acétylgalactosamine; NANA = acide N-acétylneuraminique.2®
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L'examen histopathologique du cerveau et des organes viscéraux des patients atteints de
GM1 gangliosidose révele des neurones hypertrophiés caractérisés par des inclusions
cytoplasmiques, une coloration a l'acide periodique de Schiff (PAS) et une vacuolisation
hépatocellulaire. Dans les neurones, la substance de Nissl est condensée dans la région

périnucléaire et I'analyse ultra-structurale réveéle une compression du RE.

La pathologie est marquée dans les ganglions de la base. L'atrophie du noyau caudé et celle
du putamen, avec des neurones gonflés visibles a I'examen microscopique, sont

compatibles avec la perte neuronale et la gliose (Figure 17).

Figure 17 : Images de microscopie électronique a transmission (TEM) de systéme nerveux central
dans un modéle félin de GM1 gangliosidose : a gauche chez un chat témoin, a droite chez un chat
atteint. (A) Axone normal en coupe entouré d'une épaisse gaine de myéline. (B) Plusieurs axones en
coupe transversale de substance blanche GM1, entourés de couches de myéline disjointes et
démélées. (C) Oligodendrocyte normal a enveloppe nucléaire ronde et réseau cytocavitaire
proéminent. (D) Oligodendrocyte GM1 avec plusieurs mitochondries gonflées (fleches noires) et
enveloppe nucléaire de forme irréguliere (fleche blanche). Les échelles (barres noires) sont de 1um.
Ces images dans les panneaux A, B et D prédisent I'amélioration de la neurodégénérescence cérébrale
aprés thérapie génique par AAV.??
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1.1. La f-galactosidase

La B-galactosidase (B-GAL) est une hydrolase lysosomale qui libére un résidu de 3-galactose
présent dans divers substrats.?!

Elle fait partie de la famille 35 des glycoside hydrolases (GH35) et son substrat de
prédilection est le ganglioside GM1, mais elle a d’autres substrats tels que le kératane
sulfate®’, les lactosylcéramides, le lactose, ainsi que des oligosaccharides issus de

diverses glycoprotéines.

Elle intervient dans le métabolisme des glycosphingolipides. Elle est la premiére enzyme a
entrer en action dans la voie catabolique des gangliosides a I'intérieur des lysosomes.

Le déficit de son activité entraine I'accumulation de gangliosides GM1 et de ses
asialodérivés (GA1) dans les tissus de facon diffuse, principalement dans les lysosomes du

tissu neuronal.?!

Cette -galactosidase a été associée au phénomeéne de sénescence cellulaire, pour lequel

elle est souvent utilisée comme marqueur biologique3®.

L’enzyme humaine est codée par le gene GLB1 (Cf chapitre F.3.3.1) dont le transcrit code
pour 677 acides aminés.

Elle est synthétisée sous la forme d'un précurseur de 88 kDa et transformée en enzyme
lysosomale mature de 64 kDa.?®

La protéine serait formée de quatre chaines et aurait une masse moléculaire de 464 kDa.

La B-galactosidase humaine se structure autour de trois domaines (Figure 18):

- Le premier domaine comprend un repli en tonneau (TIM) de 337 résidus et contient
le site actif. Les résidus appartenant au site actif (Y83,1126, A128, E129, N187, E188,
E268, Y306 et Y333) et les résidus catalytiques (E188 : le donneur de protons, et
E268 : le nucléophile) ont été déduits de la structure de la B-galactosidase de
Penicillium. Ce premier domaine est appelé domaine catalytique.

- Le deuxiéeme domaine (124 résidus) et le troisieme domaine (154 résidus)

comprennent des replis de type domaine de liaison au galactose.3

49


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactosylc%C3%A9ramide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glycoprot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sphingolipide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_mol%C3%A9culaire

Le domaine du tonneau TIM et le domaine 1 sont connectés par une région en boucle

(résidus 360 a 396) appelée boucle TIM-31%".

L’enzyme se présente soit seule sous forme de monomere ou de dimeres (Figure 19), soit
dans un complexe avec au moins deux protéines supplémentaires.*®

Elle fait entre autres partie d'un complexe multienzymatique lysosomal a 3 enzymes qui
comprend la protéine carboxypeptidase/cathepsine A (PPCA), dite protéine protectrice, et

la sialidase neuraminidase-1 lysosomale (NEU1).23:2526,37,41

Un autre complexe enzymatique apparenté lié au récepteur d'élastine de surface cellulaire
a été identifié au niveau de la membrane plasmique d'un certain nombre de types de
cellules humaines. Ce complexe est composé, outre PPCA et NEU1, de la protéine de liaison

a I'élastine (EBP).!

L'EBP fonctionne comme un chaperon pour la tropoélastine et facilite le dépot
extracellulaire de fibres élastiques sur I'échafaudage microfibrillaire?® ; elle semble étre
directement impliquée dans la transmission du signal intracellulaire aprées liaison a ses

ligands matriciels.*?

Figure 18 : Organisation en domaines de la B-Galactosidase humaine : domaine du tonneau TIM
(résidus 1 a 359) suivi du domaine de la boucle TIM-B1 (résidus 360 a 396), du domaine 1 (résidus 397
a 514) et du domaine 2 (résidus 545 a 647).%
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Figure 19 : Structure dimérique de la B-Galactosidase humaine: Vert, domaine en tonneau TIM ;
violet, boucle TIM-B1 ; bleu, domaine 1; orange, domaine 2. Le galactose lié et les deux résidus
catalytiques, Glu-188 et Glu-268, sont représentés sous forme de batonnets. Les chaines latérales
des résidus Asn avec les résidus N-glycane liés sont également représentées sous forme de baton.?’

2. Hypotheéses physiopathologiques

2.1. Voies cataboliques du GM1

Une étude récente a été menée par Allende et al.3® sur des souris visant a démontrer ou

non |’existence d’une voie alterne de la dégradation du ganglioside GM1.

En effet, les modeles de souris de gangliosidose GM1, totalement dépourvus d'expression
de la B-galactosidase, présentent une forme de la maladie moins grave que celle attendue
d’un déficit comparable chez I'hnomme, suggérant une différence potentielle entre certaines
especes de mammiferes dans la voie de dégradation des gangliosides GM1. Cette différence
pourrait impliquer la sialidase NEU3, qui agirait sur le ganglioside GM1 pour produire le

glycolipide GA1 (Figure 20).
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Pour tester cette hypothese, des souris doublement invalidées (KO) pour les génes
GIb1/Neu3 ont été générées afin de créer un déficit combiné en Glb1 et en Neu3 ; ces souris
ont été comparées a des souris mutées pour un seul gene, GIb1 KO ou Neu3 KO. Les souris
mutantes G/b1 portaient une délétion de 17 pb dans I'exon 2 et une délétion de 28 pb dans
I'exon 6. La délétion dans I'exon 2 entraine un décalage du cadre de lecture avec codon
stop prématuré prédit dans I'exon 3. Les souris mutantes Neu3 portaient une délétion

d’environ 10 kpb comprenant I’exon 2 et une partie de I’exon 3.

Les souris doublement KO avaient une durée de vie significativement plus courte, une
neurodégénérescence accrue et précoce, et une ataxie plus grave que les souris Glb1 KO,

ressemblant davantage a la forme infantile de la gangliosidose GM1 humaine.

Les souris double KO G/b1/Neu3 présentaient un rapport ganglioside GM1/glycolipide GA1
accru par rapport aux souris G/b1 KO, indiquant que la conversion du ganglioside GM1 en
glycolipide GA1 est médiée par la Neu3 chez la souris G/b1 KO. L'absence de la sialidase
NEU3 empéche I'élimination de l'acide sialique du ganglioside GM1 pour former le
glycolipide GA1. Ainsi, le déficit combiné en -galactosidase et en sialidase Neu3 entraine

une forte augmentation du stockage de GM1 aux dépens de GA1 (Figure 21).

Les souris Neu3 KO avaient quant a elles un phénotype sauvage.

La Neu3 de souris a converti plus efficacement le ganglioside GM1 en glycolipide GA1 que
la NEU3 humaine. Cette différence serait due a une activité de sialidase Neu3 plus élevée

chez la souris que chez I'homme.

Ces résultats indiquent que I'élimination du résidu unique d'acide sialique du ganglioside
GM1, médiée par NEU3, offre (a la souris) une protection substantielle contre la
neurodégénérescence dans le contexte d'un déficit en B-galactosidase lysosomale, ce qui
suggere que, a quantité équivalente, le stockage de ganglioside GM1 serait plus

neurotoxique que celui du glycolipide GA1.

52



Figure 20 : Schéma illustrant les voies de dégradation du ganglioside GM1
chez la souris.® La sialidase Neu3 permet de retirer un résidu d’acide sialique
(losange rouge), et géneére ainsi du GA1 a partir du GM1.

Figure 21: Comparaison des phénotypes GM1 Gangliosidose chez
I’homme et chez la souris.®
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2.2. Effets du GM1 sur ’homéostasie cellulaire

Une étude s’est concentrée sur la place du GM1 au niveau des membranes du RE associées
aux mitochondries (MAM), qui sont des sites de juxtaposition entre le RE et les
mitochondries et qui fonctionnent comme des centres biologiques pour I'échange de
molécules et d'ions et le maintien de I'état fonctionnel des organites. Cette étude
démontre que l'incapacité a digérer le ganglioside GM1 dans les lysosomes altere la
conformation lipidique et les propriétés fonctionnelles des MAM et conduit a la mort des

cellules neuronales et a la neurodégénérescence®.

Les MAM servent de centres fonctionnels pour de nombreux processus physiologiques,
influencés par la distribution spécifique et la concentration locale des composants
lipidiques (cholestérol et gangliosides). Le contenu lipidique régule le recrutement et le
regroupement de protéines spécifiques au niveau des MAM et influence leurs propriétés
et fonctions. Une altération du renouvellement lysosomal et de la dégradation de GM1
dans la gangliosidose GM1 modifient la composition moléculaire des MAM et de la
signalisation calcique, entrainant une apoptose neuronale. Dans des conditions de stress
provoquant une augmentation de la concentration intracellulaire en ganglioside,
I'accumulation de GM1 favoriserait la formation de davantage de sites de contact entre le
RE et les mitochondries, altérant les activités bioénergétiques des mitochondries et

activant la voie intrinseque mitochondriale de I'apoptose.

Le méme groupe d’auteurs vient de montrer que I'accumulation de GM1 au niveau des
sites de contact entre RE et membrane plasmique des neurones altéere la signalisation
calcigue médiée par les récepteurs au N-méthyl D-aspartate (NMDA) et augmente le

nombre d’épines dendritiques, aggravant les phénoménes de neurodégénérescence*s.

D. Présentation clinique

La caractéristique principale de la gangliosidose GM1 est la neurodégénérescence
progressive. La maladie comprend des phénotypes allant de légers a graves en fonction de

I"activité enzymatique résiduelle déterminée par les mutations spécifiques de GLB1.%°
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Les manifestations cliniques de la GM1 gangliosidose résultent du stockage massif de GM1
dans le SNC, conduisant a I'apoptose neuronale et une démyélinisation; peuvent
également étre observées une astrogliose ou une microgliose.?®

Il existe 3 types de GM1 gangliosidose. La gangliosidose a GM1 de type | a été la premiere
décrite car cette forme regroupe les patients de diagnostic précoce et avec les atteintes les

plus séveres.
L’hypothese principale expliquant la pathogénicité de ce déficit enzymatique est que

I’accumulation des lipides dans les neurones entraine un stockage excessif dans les

lysosomes qui vont distendre les neurones et causer leur perte.

1. Type |l : infantile

Pour ce sous-type le plus grave, 'age au diagnostic se situe généralement dans les 6
premiers mois de vie.?!

La clinique est caractérisée parfois en anténatal par un hydrops feetalis, un retard de
croissance intra-utérin (RCIU), une vacuolisation placentaire, ou encore une mélanose
congénitale.

On retrouve une dysfonction neurologique sévere : retard développemental, hypotonie,
spasticité, régression rapide du développement psychomoteur, des convulsions, menant
généralement a une rigidité (de décérébration) avant 1 an.

Sont également décrits des signes extra-neurologiques tels que des cardiomyopathies
(CMH, CMD, HTA), une hépatosplénomégalie, une dysmorphie faciale représentée par des
traits grossiers du visage, une dysplasie squelettique, ou encore une pneumopathie
restrictive.

L'un des signes caractéristiques ophtalmologiques de la GM1 de type infantile est

I’observation d’'une macula rouge cerise,2%23:27,29-31

On note également au niveau du bilan biologique une augmentation des ASAT et, au frottis

sanguin, des lymphocytes vacuolés ainsi que des polynucléaire éosinophiles trés granuleux.

L’espérance de vie est d’environ 1 a 2 ans, ces enfants devenant souvent aveugles et sourds

avant 1 an 21-23,26,27
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2. Type Il : infantile tardif (lla) et juvénile (Ilb)

L'age au diagnostic pour ces patients varie de 7 mois a 3 ans pour la forme infantile tardive,

et de 3 ans jusqu’a 10 ans pour la forme juvénile.3?

Ce type a été de description plus difficile puisque les signes cliniques étaient les mémes
que ceux du type | mais de fagon atténuée. Cliniqguement on retrouve un plateau
d’acquisition des étapes clés du développement suivi d’un déclin progressif des
compétences motrices et cognitives. Le retard développemental moteur et cognitif est
donc de progression plus lente par rapport a la forme infantile de type |.

On retrouve une dysplasie squelettique de sévérité variable, des troubles de I'élocution,
des difficultés de déplacement, une opacification cornéenne caractéristique.

Sont également retrouvées parfois une hépatosplénomeégalie et une cardiomyopathie.
Par rapport au type |, la viscéromégalie et la macula rouge cerise sont des signes
fréquemment absents.

Lespérance de vie varie entre 5 et 10 ans pour la forme infantile tardive, jusqu’a 30 ans pour

la forme juvénile 217232629

3. Type lll : adulte ou chronique

L'age au diagnostic se situe entre 3 ans et 30 ans avec une grande hétérogénéité clinique.

On retrouve une dystonie généralisée (démarche instable, troubles de I"élocution) ainsi que
des signes extrapyramidaux qui sont caractéristiques, causés par des dépodts de
sphingolipides dans le noyau caudé, le putamen et, dans une moindre mesure, I'amygdale
et le globus pallidum?*, que I'on définit comme un parkinsonisme akinéto-rigide et qui
constitue un diagnostic différentiel avec la maladie de Parkinson.

Ces patients ont une atteinte squelettique marquée (petite taille, cyphose, scoliose) et la

déficience intellectuelle est fréquente.?1723.26:31

E. Complications

En dehors des formes infantiles précoces, l'infiltration progressive des tissus par les

gangliosides GM1 et leurs asialo-dérivés (GA1) peut étre responsable d’une insuffisance
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rénale d’issue parfois fatale®®, ainsi que d’une atteinte cardiaque d’aggravation
progressive?®. En 2013, des experts américains recommandaient de fagon pluridisciplinaire
de contréler régulierement I'apparition d’'une épilepsie avec risque d’état de mal, et de
prévenir lors d’éventuelles anesthésies générales les complications respiratoires et liées a
la fragilité osseuse, ainsi que I'endocardite infectieuse en cas de pathologie valvulaire
notamment dans les formes chroniques.3!

Les contractures, la scoliose et la luxation de hanche sont des complications orthopédiques
fréquentes liées a I'atteinte squelettique, de méme que les pneumopathies d’inhalation et
les pathologies pulmonaires restrictives??. Il existe aussi un risque de compression de la

moelle épiniére en raison de la dysostose vertébrale.3!

F. Diagnostic positif

1. Clinique

Le diagnostic est évoqué principalement sur les signes cliniques du patient précédemment
évoqués, qui correspondent majoritairement aux troubles neuro-dégénératifs et parfois

musculo-squelettiques.

2. Biologique

Bien que la présence d’oligosaccharides urinaires soit associée a la gangliosidose a GM1, le
dosage de I'activité enzymatique de la béta-galactosidase dans les leucocytes circulants ou
sur fibroblastes en culture et I'analyse moléculaire du gene GLB1 sont indispensables au
diagnostic.?231

L'excrétion urinaire prédominante de kératane sulfate peut permettre le diagnostic
différentiel avec la maladie de Morquio de type B.

Par ailleurs, une élévation modérée de I'activité plasmatique de la chitotriosidase peut étre
présente dans la gangliosidose a GM1 comme signe aspécifique de maladie lysosomale.
Parmi les autres anomalies biologiques également décrites chez les patients porteurs de
gangliosidose a GM1, on retrouve fréquemment une élévation des transaminases et des

lymphocytes vacuolés au frottis sanguin (Figure 22).
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Figure 22 : Aspect en microscopie optique de lymphocytes vacuolés (fleche bleue) sur
frottis sanguin. Crédit : Dr Jill Corre, Service d’"Hématologie du CHU de Toulouse.

3. Génétique
3.1. Le géne GLB1

Le gene GLB1 est situé sur le bras court du chromosome 3 (3p21.33). Il code pour la -
galactosidase, une enzyme lysosomale permettant la dégradation des gangliosides GM1 et
d’autres substrats contenant aussi du B-galactose, tels que le kératane sulfate, un
mucopolysaccharide (ou GAG), et des oligosaccharides.

Ce géne contient 16 exons couvrant plus de 60 kb?®3>%7_ Une longue région intronique

existe entre les exons 1 et 2, ainsi qu’entre les exons 10 et 11.%8
La transcription de GLB1 conduit a 2 ARNm épissés alternativement :

- Un ARNm de 2,5 kb donnant naissance a une protéine précurseur d’environ 80 kDa
qui est transformée dans les lysosomes en la protéine enzymatique B-galactosidase
mature de 64 kDa.263541,4849

- Un ARNm de 2,0 kb, formé par I'épissage des exons 3, 4 et 6, qui code pour la
protéine de liaison a I'élastine (EBP) au niveau endosomal®®, un chaperon de
recyclage clé dans le processus d’assemblage de la tropoélastine pour

I’élastogenése dans la matrice extracellulaire.®® Il a été démontré qu’une déplétion
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de I'EBP dans le muscle lisse artériel, les fibroblastes et les chondroblastes interféere

avec 'assemblage des fibres élastiques.3>4147.48

Au total, plus de 260 variations pathogénes de GLB1 ont été identifiées (Figure 23).2:22

Il existe une grande hétérogénéité moléculaire dans la GM1 gangliosidose, entravant une
corrélation claire génotype/phénotype et donc possiblement a [Iorigine d’une
hétérogénéité clinique importante et de difficultés diagnostiques.2®

De plus, la plupart des patients sont des hétérozygotes composites, ce qui rend difficile la

connaissance de I'effet individuel de chaque variation.*!

Figure 23 : Génotypes dans la gangliosidose GM1. Représentation schématique de 261 variants GLB1 avec un
phénotype rapporté de gangliosidose GM1 et/ou Morquio B enregistrés dans la base de données HGMD (2021)
mis a jour avec les nouvelles variantes de Tebani et al.?>*1. Les blocs noirs correspondent aux exons.

59



Un plus petit sous-ensemble de variations principalement pres de I'extrémité 3’ de GLB1

peut entrainer une autre maladie de surcharge lysosomale, la maladie de Morquio B.?!

Les mutations faux-sens/non-sens sont principalement localisées dans les exons 2, 6, 15 et
16, suggérant que les régions codées par ces exons peuvent avoir des fonctions catalytiques

et/ou régulatrices importantes.2®

3.2, Examens génétiques

Plusieurs tests peuvent étre effectués pour le diagnostic moléculaire3! :
- Tests monogéniques : analyse ciblée de la séquence de GLB1
- Panel multigénique : analyse simultanée de GLB1 et d’autres genes (par exemple,
de maladies lysosomales)
- Tests plus complets : séquencage entier de I'exome, voire du génome.
De plus, le diagnostic prénatal est possible par amniocentése ou biopsie de trophoblaste
pour les familles ayant des antécédents de GM1 ou si les tests génétiques révelent que les

deux parents sont porteurs d’un variant allélique pathogéne.??

G. Corrélations génotype-phénotype

En raison de I'hétérogénéité moléculaire étendue, aucune corrélation génotype-phénotype
claire n'a été identifiée dans la gangliosidose GM1.

Les mutations associées au type | infantile de gangliosidose GM1 sont, pour la plupart,
situées dans la région centrale de la protéine, affectant le site actif, et provoquant une
instabilité de la B-galactosidase. Alors que les mutations associées a des phénotypes plus
atténués, tels que les gangliosidoses GM1 de types Il et I, tendent a affecter les résidus
situés a la surface de la protéine.?12231

Selon I'étude de Tebani et al.>!, la corrélation génotype-phénotype est variable, mais
certaines variations sont néanmoins associées a des sous-groupes de phénotypes cliniques

spécifiques telles que les formes de GM1 précoces, tardives et la maladie de Morquio B

(qui est discutée plus loin, dans le cadre du diagnostic différentiel ; paragraphe V.B.2).

60



Certaines variations telles que ¢.602G>A (p.Arg201His) ont été décrites comme
« protectrices » du phénotype sévere et associées aux GM1 gangliosidoses d’apparition

tardive et a la maladie de Morquio B.

Dans cette étude®!, cinq variations (c.176G>A, c.245+1G>A, c.569G>A, c.1577dup et
c.1733A>G) ont été décrites comme associées a une forme précoce. Un autre variant,

€.1313G>A, a été lié a un phénotype d’apparition tardive (Figure 24).

Figure 24 : Résumé des phénotypes cliniques et moléculaires. Relations entre les caractéristiques cliniques et
leurs altérations moléculaires sous-jacentes, y compris les variantes, le phénotype clinique et les symptémes.>!

H. Traitement

A I'heure actuelle, seule une thérapie symptomatique et de soutien est disponible pour les
patients atteints de GM1 gangliosidose. La prise en charge est multidisciplinaire avec une
partie rééducative (kinésithérapie, orthophonie, psychomotricité, orthoptie) et une partie
de traitements médicamenteux symptomatiques des complications neurologiques comme

la spasticité ou les mouvements anormaux.
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Différentes stratégies ont été explorées pour traiter cette maladie (Figure 25),
essentiellement sur des modeéles animaux, trés peu en essais cliniques.?%2®

Les traitements les plus prometteurs contre la GM1 comprennent I'enzymothérapie
substitutive, la thérapie par réduction de substrat, la transplantation de cellules souches et

la thérapie génique®?.

Figure 25 : Options de prise en charge thérapeutique de la GM1 gangliosidose.?

1. Enzymothérapie

L'ERT, dans laquelle les enzymes sont administrées par voie intraveineuse (trés
généralement, sauf dans de rares situations par voie intrathécale) chaque semaine ou
toutes les deux semaines, est disponible pour certaines maladies de surcharge lysosomale
mais des améliorations du point de vue biologique et clinique (et du pronostic) ne sont
observées que dans les organes périphériques car les enzymes circulantes ne peuvent pas
traverser la barriére hémato-encéphalique (BHE). Ainsi, la principale limitation de I'ERT, en
particulier pour son utilisation dans la GM1 gangliosidose, est qu’elle ne diffuse pas dans le
SNC.

Pour la GM1 gangliosidose, une B-galactosidase humaine recombinante a été produite par

des cellules de mammiferes, des plantes ou des levures, permettant son utilisation
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potentielle en ERT. Des modeles précliniques ont démontré que méme une restauration
partielle de I'activité de la B-galactosidase permettait d’éliminer les gangliosides GM1 et
d'autres substrats stockés.

La recherche visant a utiliser I'ERT comme option pour la GM1 gangliosidose se concentre
donc sur des approches d’administration ciblées sur le cerveau. Une approche impliquant
I'administration intracérébroventriculaire (ICV), directement dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR), a montré une augmentation des concentrations de B-galactosidase au
niveau du cerveau de souris atteintes de GM1 gangliosidose. Cependant, les injections ICV
sont invasives et a haut risque.

L'administration IV pourrait réduire considérablement la charge et les risques pour le
patient, mais nécessitera un transport via la BHE. Généralement, ces stratégies sont basées
sur la délivrance de B-galactosidase, parfois grace a des nanoparticules et avec un ciblage
de ligands pour permettre la pénétration dans le cerveau. Ainsi, par exemple, l'injection
d’une enzyme fusionnée a un anticorps monoclonal dirigé contre la transferrine a des
souris (deux fois par semaine pendant 17 semaines) a conduit a des améliorations

fonctionnelles®?°3,

2. Thérapie de réduction de substrat

Ce mode de traitement pour la GM1 gangliosidose implique I'inhibition (non compléte) de
la céramide B-glucosyltransférase (ou glucosylcéramide synthase), I'enzyme responsable
de la biosynthése de la plupart des glycosphingolipides (GSL)®2. Réduire la synthése de
substrat accumulé sans moyen de le dégrader peut minimiser I'impact de de cette approche
thérapeutique sur les symptémes de la maladie. Ainsi, un certain degré d'activité B-
galactosidase résiduelle est considéré comme essentiel, ce qui restreint ['utilisation de

cette thérapie par réduction de substrat aux patients atteints des formes non infantiles.

Les souris GM1 gangliosidose traitées par du Miglustat n'ont montré aucune augmentation
significative de la survie par rapport aux souris non traitées en raison de |'exacerbation du
dysfonctionnement intrinseque du tractus gastro-intestinal. Cependant, il y avait une
amélioration fonctionnelle significative et une diminution de la neuro-inflammation?2.

Chez trois patients italiens atteints de formes juvéniles ou adultes de gangliosidose GM1,

le Miglustat aurait produit de nettes améliorations de la présentation clinique??.
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Néanmoins, le traitement d'individus, d'animaux ou de lignées cellulaires de génotype
variable avec le Miglustat n'a pas été exploré de maniere exhaustive. Par conséquent,
I'efficacité du Miglustat pour tous les patients atteints de formes atténuées de GM1 reste

un domaine d'investigation active.

Le N-Butyl-Desoxygalactonojirimycine (NB-DGJ), un dérivé du galactose, inhibe de maniére
similaire la glucosylcéramide synthase. Les souris traitées par ce composé ont eu une
augmentation de 50% de leur durée de vie par rapport aux souris non traitées et une
diminution significative de la neuro-inflammation. Les souriceaux nouveau-nés traités avec

NB-DGJ présentaient une réduction significative des gangliosides GM1 cérébraux.?22

Les différentes études ayant utilisé des iminosucres ont donc pour le moment démontré

une efficacité modeste de cette stratégie pour réduire le stockage lysosomal chez les souris

affectées par la GM1 gangliosidose a un stade précoce?.

3. Chaperons pharmacologiques

Des essais menés sur un modele murin de gangliosidose a GM1 ont démontré que la N-
octyl-4-épi-B-valiénamine (NOEV, un analogue du galactose) se distribue de maniere
efficace dans le cerveau. Un composé dérivé, la 5N,6S-(N’-butyliminomethylidene)-6-thio-
1-desoxygalactonojirimycine (ou 6S-NBI-DGJ) permet d’augmenter |’activité de I'enzyme
déficiente, de diminuer la surcharge et d’atténuer la neuropathologie chez des souris ayant
une GM1 gangliosidose (souris portant le variant Arg201Cys) s’il est administré au stade

précoce de la maladie?'°%,

4. Transplantation de cellules souches

Au début de la maladie, la greffe de CSH pourrait améliorer les symptomes de la GM1
gangliosidose, bien que pour un bénéfice optimal la greffe doive étre entreprise au cours
des premieres semaines de vie ; un argument de poids en faveur du dépistage néonatal

universel de la maladie GM1.
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Bien qu’elle puisse étre utilisée avec succes dans la gangliosidose GM1, avec une
diminution des symptémes viscéraux, la diminution a long terme des symptomes
neurologiques est moins probable.??

En 2004, le groupe d'A. d'Azzo a transplanté des CSH issues de souris saines (et transduites
par des lentivirus pour produire de la B-galactosidase) a des souris atteintes de GM1
gangliosidose. Ces cellules souches sont restées présentes pendant 6 mois. Une deuxieme
injection a conduit a une certaine expression de B-galactosidase dans le cervelet et le tronc
cérébral. Plus récemment, la transplantation de cellules souches dérivées de la moelle
osseuse de souris invalidées (B-gal-/-) mais transduites par un lentivirus codant pour la B-
galactosidase a permis d’observer une augmentation significative de I'activité enzymatique
dans le cerveau, I'hippocampe et le cervelet (jusqu'a 19,7 % des souris normales) avec une
diminution correspondante des produits de stockage, y compris le ganglioside GM1. Une
transplantation secondaire 32 semaines apres la transplantation aurait pu contribuer au

maintien de I'activité enzymatique, méme si I'activité diminuait toujours®%°>,

5. Thérapie génique

L'administration de vecteurs AAV codant la [-galactosidase par injection intra-
cérébroventriculaire a des souriceaux GM1 a entrainé une enzyme largement distribuée et
une normalisation des taux de glycosphingolipides. L'injection intra-thalamique directe et
Iinjection dans les noyaux cérébelleux profonds du vecteur AAV2/1-B-Gal chez des souris
GM1 adultes ont permis une distribution de I'activité enzymatique dans tout le cerveau et
une réduction complete du stockage de GM1 dans toutes les régions sauf la moelle
épiniére.21,22

Méme si les modeles murins jouent un role crucial dans I’élucidation de la pathogenese et
I’exploration de thérapies, ils ne reproduisent pas entierement les maladies humaines. La
GM1 gangliosidose féline constitue un modele remarquable représentant les GM1 tardives
ou juvéniles. Gray-Edwards et coll. ont traité des chats atteints de GM1 gangliosidose par
injections intracraniennes d'AAVrh8 codant pour la B-galactosidase féline. Les niveaux de
gangliosides GM1 chez les félins traités par AAVrh8 ont été rétablis a leur valeur

normale>%°°,
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V. Diagnostic différentiel

A. GM2 Gangliosidose

1. Physiopathologie

La GM2 gangliosidose est également de transmission autosomique récessive avec un
continuum de présentations cliniques allant d’une forme infantile sévere a une forme

adulte chronique plus modérée.

L'accumulation progressive de gangliosides GM2 est secondaire a une déficience de
I’enzyme B-hexosaminidase A (HexA). Elle est la cause sous-jacente des maladies de Tay-
Sachs et de Sandhoff!l. L’'HexA est un hétérodimére composé de 2 sous-unités, a et B.

La maladie de Tay-Sachs est causée par des mutations du géne HEXA (chromosome
15g24.1), codant pour la sous-unité a. La maladie de Sandhoff est causée par des mutations
du géne HEXB (chromosome 5q13), provoquant une déficience de la sous-unité B. Cette
maladie touche par conséquent I'HexA et I'enzyme B-hexosaminidase B (HexB), un

homodimére de la sous-unité B, qui dégrade certains oligosaccharides.”?®

Une troisieme protéine, dite activateur du GM2, codée par le gene GM2A (chromosome
5g33.1) est également nécessaire a la dégradation du ganglioside GM2, en permettant

I’extraction du ganglioside GM2 de la membrane pour sa présentation a I'HexA.%

Bien que rare dans la population générale, la maladie de Tay-Sachs infantile est mieux
connue que la gangliosidose GM1 en raison de son incidence historiquement plus élevée
et de sa fréquence de portage accrue dans les populations juive ashkénaze, canadienne-

francaise et cajun.?3

2. Clinique

Contrairement a la GM1 gangliosidose, la GM2 gangliosidose affecte principalement le
systeme nerveux central. L’'age moyen d’apparition des symptdmes est de 5 ans, les
troubles de la marche et le défaut de coordination étant les signes les plus courants. Les

patients juvéniles atteints de maladie de Sandhoff sont plus susceptibles d’avoir des
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troubles psychiatriques et neuropathiques que les patients Tay-Sachs qui eux ont plus de
dysphagie, d’incontinence et de troubles du sommeil.
La plupart des patients atteints de gangliosidose GM2 juvéniles succombent a leur maladie

au cours de la deuxiéme décennie.?

B. Mucopolysaccharidoses

1. Généralités

Les mucopolysaccharidoses (MPS) sont des maladies de surcharge lysosomale
caractérisées par une atteinte multiviscérale due a I'accumulation de glycosaminoglycanes
(GAG) dans les lysosomes. Les enzymes intervenant dans la dégradation des GAG sont
déficitaires dans ces pathologies. Selon I'enzyme déficitaire, sept types de

mucopolysaccharidoses et 11 entités génétiques distinctes ont été décrites (Tableau 2).1!

Pathologie/OMIM Enzyme déficiente Substrat accumulé Géne
MPSI / 607014 Alpha-L-iduronidase DS, HS IDUA
MPSII / 309900 |duronate-2-sulfatase DS, HS IDS
MPSIIIA / 252900 Héparane-N-sulfatase HS SGSH
MPSIIIB / 252920 N-acétyl-a-glucosaminidase HS NAGLU
MPSIIIC / 252930 Acétyl-CoA :a-glucosaminidaseNacetyltransférasE HS HGSNAT
MPSIIID / 252940 N-acétylglucosamine 6-sulfatase HS GNS
MPSIVA / 253000 N-acétylgalactosamine-6 sulfatase KS, CS GALNS
MPSIVB / 253010 B-galactosidase KS GLB1
MPSVI / 253200 Arylsulfatase B (N-acétyl galactosamine 4-sulfatase) DS,CS ARSB
MPSVI / 253220 B-glucuronidase DS, CS, HS GUSB
MPS IX / 601492 Hyaluronidase AH HYAL1

Tableau 2 : Enzyme déficiente, substrat accumulé et géne en cause dans les MPS. Abréviations : CS =
chondroitine sulfate, DS = dermatane sulfate, HS = héparane sulfate, KS = kératane sulfate, AH = acide
hyaluronique (d’aprés?).

Les MPS sont des maladies rares dont I'incidence varie entre 1/25 000 et 1/400 000 selon
le type de maladie. La transmission est le plus souvent autosomique récessive sauf pour la
MPS type Il qui est liée a I’X. Les symptoémes sont progressifs, de sévérité variable
secondaires a |'atteinte du systéme nerveux, du systéme musculo-squelettique, du foie, de

la rate, des yeux et du cceur a des degrés variables selon le type de MPS.
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Il n’existe actuellement aucun traitement curatif. Leur prise en charge est essentiellement
symptomatique et multidisciplinaire : outre I'ERT et la transplantation de CSH (pour
certaines MPS), traitement antalgique, prise en charge des troubles neuropsychiatriques,
chirurgie orthopédique pour corriger les déformations articulaires, décompression
médullaire, remplacement valvulaire cardiaque, traitement chirurgical du canal carpien,
traitement chirurgical des hernies inguinales ou ombilicales, prise en charge rééducative

globale (kinésithérapie, psychomotricité...).

Nous discuterons ici principalement de la mucopolysaccharidose de type IV B, variante

allélique de la gangliosidose GM1.

2. La maladie de Morquio B

2.1. Généralités

La gangliosidose GM1 et le syndrome de Morquio B (ou MPS IV B) sont tous deux dus a un

déficit en béta-galactosidase (donc a des mutations du géne GLB1).%

La maladie de Morquio B est également de transmission autosomique récessive, avec une
prévalence rapportée de 1/250 000 a 1 000 000 naissances vivantes.?%31

Elle entraine I'accumulation d’un biomarqueur caractéristique, le kératane sulfate, un GAG
renfermant du B-galactose.

Les activités résiduelles de la B-galactosidase mesurées in vitro ne sont pas corrélées avec

le phénotype GM1 gangliosidose ou Morquio B.>%>7

2.2. Clinique

Les premiers cas de la maladie de Morquio ont été décrits en 1929. Cette maladie inclut

deux sous-types, génétiquement distincts : type A (Morquio A) et type B (Morquio B).

Comme pour les autres MPS, la sévérité des symptomes est variable et plusieurs formes

cliniques ont été décrites allant du phénotype sévere au phénotype atténué.
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L’age du diagnostic se situe entre 3 ans et 5 ans. Les anomalies squelettiques prédominent
avec la déformation spinale et le retard de croissance. Il n’y a pas de déficit neurosensoriel
ni psychomoteur contrairement a la GM1 gangliosidose.

La maladie de Morquio B peut présenter un phénotype squelettique pur (Morquio B
disease « MBD pure ») ou en association avec des manifestations neuropathiques comme
celles observées dans la GM1 gangliosidose de type Il juvénile ou de type Il (« MBD

p|US »).7,21,50,57

Elle est indiscernable cliniquement de la maladie de Morquio A (due a des mutations du
géne GALNS). En effet, alors que génétiquement, la maladie de Morquio B est une variante
allélique de la gangliosidose GM1, cliniquement, il s’agit d’'une phénocopie légere de la
maladie de Morquio A, qui se caractérise par le méme type de dysplasie spondylo-

épiphysaire impliquant les parties trabéculaires des os longs et de la colonne vertébrale.>®

On retrouve en particulier une petite taille, une dysostose multiplexe unique, provoquant
une dysplasie spondylo-épiphysaire. Les patients atteints de la maladie de Morquio B
présentent des altérations et des déformations du squelette progressives, mais n’ont pas
de déficit cognitif contrairement a la GM1 gangliosidose, et ont une espérance de vie quasi-
normale. La principale complication de la dysostose vertébrale est la compression de la
moelle épiniere par sténose du canal rachidien.

Alors qu’ils étaient auparavant considérés comme deux phénotypes distincts, Morquio B et
GM1 gangliosidose sont de plus en plus considérés comme deux troubles sur un spectre
continu avec des symptémes et des anomalies métaboliques qui se chevauchent (Tableau

3).28
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Atteinte Symptomes

Cyphoscoliose, pectus carinatum, tronc court, petite taille < au 15¢
centile, Cou court, téte large et hypoplasie milieu du visage,
Squelettique Protrusion mandibulaire, articulations élargies, pieds plats, coxa et
genu valga, hyperlaxité articulaire, sténose trachéale

Platyspondylie avec bec platyspondylien et vertébral, hypoplasie
odontoide, Rétrécissement du canal rachidien, dysplasie de la
Radiologique hanche, des os du carpe et du tarse, raccourcissement et dysplasie
épi- et métaphysaire des os longs

Neurologique Dystonie, dysphagie, dysarthrie, ataxie, retard intellectuel et
cognitif, épilepsie, compression de la moelle épiniere

Ophtalmologique | Opacités cornéennes (principalement chez les patients qui avaient
des mutations comme W273L et Y333C)

Cardiopulmonaire | Pathologie valvulaire cardiaque, poumons petits mais fonctionnels,
pathologie restrictive liée aux anomalies structurelles de la
poitrine, sténose trachéale

Autre Troubles du sommeil, anomalies dentaires, hypertrophie
amygdalienne

Tableau 3 : Résumé des caractéristiques cliniques de la maladie de Morquio B.31495059

2.3. Biomarqueurs

Alors que dans la gangliosidose GM1 les principaux substrats accumulés (GM1 et GA1)
affectent le systeme nerveux central, dans la MPS type IV il existe une surcharge en

kératane sulfate dans les os et le cartilage.>>’

Le kératane sulfate est impliqué dans des fonctions biologiques spécifiques, notamment
I’hydratation des tissus, la reconnaissance cellulaire de ligands protéiques, le guidage

axonal, la motilité cellulaire et I'implantation de I'embryon.>8

L’excrétion urinaire de kératane sulfate est inconstante, mais peut orienter le diagnostic.
Le diagnostic est confirmé par le dosage de I'activité de la béta-D-galactosidase dans les

leucocytes ou les fibroblastes en culture.
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2.4. Diagnostic génétique

Les variants W273L et T500A sont les plus fréquemment observés, p.W273L étant associé

systématiquement a la forme pure de maladie de Morquio type B.%°

La mutation W273L se produit dans une région hautement conservée du gene GLB1 ou le
résidu d’acide aminé Trp273 est situé a 'entrée de la poche de liaison au substrat, qui agit
comme un support pour la réaction catalytique (Figure 26). Cette mutation affecte la
dégradation du kératane sulfate plus séverement que celle du ganglioside GM1, expliquant

la prédominance des manifestations squelettiques.*®

Le variant p.T500A est le deuxieme allele le plus répandu qui a été observé chez les patients
présentant un phénotype pur ou associé a des manifestations neuropathiques (notamment
la dystonie, la dysarthrie, la dysphagie, I'ataxie, le retard cognitif et |'épilepsie?®). C’est une
mutation faux-sens provoquant la dégradation prématurée de la B-galactosidase. Bien que
la substitution T500A n’ait pas encore été décrite a I’état homozygote, sa présence a |'état
hétérozygote composite est associée a une excrétion anormale de kératane sulfate,

expliquant son association avec la maladie de Morquio.>%>’

Selon I’étude de Abumansour et al.**, un seul cas homozygote pour le variant R210H a été
rapporté dans le phénotype pur, cependant cette association reste a confirmer dans plus
de cas. Les variants G438E et Y333C homozygotes ont été associés a la forme de « MBD
plus », dans des cas isolés. Le variant G438E s’accompagne d’une activité résiduelle
relativement élevée (6-10%).

Les résultats des tests d’activité enzymatique utilisant différents substrats naturels
suggerent que le variant Y333C, similaire a W273L, affecte le site actif de la B-galactosidase
plutot que sa stabilité enzymatique. Y333H n’est pas invariablement associé a la maladie
de Morquio, car des cas homozygotes ont été décrits avec une gangliosidose GM1 de type

Il (juvénile) dépourvue des caractéristiques spécifiques du syndrome de Morquio.*>>°
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Figure 26 : Structure du géne humain GLB1 et mutations liées a la maladie de Morquio B.*°

3. Autres mucopolysaccharidoses

La maladie de Morquio A (ou MPS type IV A) est due a un déficit en N-acétylgalactosamine-
6-sulfatase (mutation du géne GALNS) qui intervient aussi dans la dégradation lysosomale
du kératane sulfate et de la chondroitine-6-sulfate. Le kératane sulfate s'accumule alors
dans les yeux et dans le cartilage.*®°9°>°

La prévalence de la maladie de Morquio A est d’environ 1/250 000.

C'est une maladie multi-systémique progressive de sévérité variable. Certaines formes sont
séveres et il existe parfois des signes anténataux (anasarque). Dans les formes
intermédiaires, les signes cliniques sont progressifs et apparaissent entre 1 et 5 ans. Les
déformations osseuses sont généralement les premiers symptdémes : pectus carinatum,
genu valgum, cyphose, scoliose, platyspondylie, déformation des os longs. Les patients
présentent un retard statural avec une petite taille finale et une dysplasie spondylo-
épiphysaire.>®

L'une des complications graves est la compression de la moelle épiniére par hypoplasie de
I'odontoide, hyperlaxité des ligaments avec instabilité des deux premieres vertebres
cervicales, et dépdt de GAG dans |'espace extradural antérieur. Il existe une hyperlaxité des
poignets contrastant avec une limitation des articulations proximales.

Des symptomes extra-osseux apparaissent plus tard : surdité, valvulopathie, opacification
de la cornée, infections oto-rhino-laryngologiques, syndrome pulmonaire restrictif.

Le statut cognitif est normal.

Le diagnostic est confirmé par le dosage de l'activité de la N-acétylgalactosamine-6-

sulfatase.®
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C. Oligosaccharidoses

La Sialidose est causée par des mutations du gene NEU1 codant pour la neuraminidase 1.
Elle est divisée en deux sous-types cliniques principaux : la sialidose de type | est la forme
la moins sévere de la maladie, non dysmorphique, caractérisée par des troubles de la
marche, une perte visuelle progressive, des taches maculaires bilatérales rouge cerise et
une myoclonie qui se manifeste a I'adolescence et a I'age adulte. La sialidose de type Il est
la forme la plus sévere, apparaissant précocement et se caractérisant par un phénotype de
type MPS sévere et progressif, avec un visage grossier, une viscéromégalie, une atteinte
osseuse, et un retard de développement. Les taches maculaires rouge cerise sont aussi

présentes.®®

La Galactosialidose est causée par des mutations du géne de la cathepsine A (CTSA) et est
caractérisée par le déficit (apparent) combiné en neuraminidase et béta-galactosidase.
L'activité de la béta-galactosidase est réduite a des niveaux trés bas dans la
galactosialidose, car la cathepsine A est I'élément dit protecteur d’'un complexe

multiprotéique contenant la galactosidase et la neuraminidase.*®

Cette maladie se manifeste par des traits grossiers du visage, une tache rouge cerise de
la macula et une dysostose. La présentation clinique peut étre hétérogene, variant d'une
forme infantile sévere, d'apparition précoce et rapidement progressive a une forme

juvénile/adulte d'apparition tardive et lentement progressive.

VI. EXPLORATIONS BIOLOGIQUES

Etant donné le caractére original de la pathologie de notre patient, en raison de la
présentation clinique atténuée et de la découverte d’'une anomalie génétique non décrite
dans la littérature, nous avons souhaité investiguer plus amplement les bases moléculaires

de ce phénotype atténué.
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A. Dosage des oligosaccharides urinaires

Plusieurs maladies de surcharge lysosomale s’accompagnent d’une oligosaccharidurie,
témoignant d’'un défaut de dégradation des oligosaccharides et donc des glycoprotéines.

Selon la nature du déficit enzymatique, différents types d’oligosaccharides s'accumulent
(Figure 27). Le dépistage des oligosaccharides présents dans les urines est la premiére étape
du diagnostic des oligosaccharidoses. Il peut se faire par chromatographie sur couche
mince ; plus récemment, des méthodes basées sur la spectrométrie de masse ont été

développées.

Figure 27 : Représentation schématique de la structure d’un oligosaccharide porté par
une protéine N-glycosylée (au niveau d’un résidu d’asparagine, Asn), et des étapes
enzymatiques impliquées dans sa dégradation lysosomale®”. Ce schéma indique aussi
le nom des maladies correspondantes aux déficits enzymatiques.

1. Chromatographie sur couche mince

1.1. Méthode

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une chromatographie dans laquelle les
solutés restent en contact avec la phase mobile et la phase stationnaire durant la méme
période de temps. lIs parcourent différentes distances en fonction de leurs interactions avec
les deux phases. La rétention de chacun des solutés est caractérisée par le rapport frontal

Rf (Figure 28).
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Figure 28 : Représentation schématique de la méthode chromatographique sur
CCM (https://blog_fr.interchim.com/guide-chromatographie-couche-mince-ccm/)

Apres dosage de la créatinine des urines des patients, un volume urinaire renfermant une
quantité fixe de créatinine est déposé sur une plaque de gel de silice en formant un dépo6t de
2 cm de large. Deux dépdts de concentrations différentes sont réalisés par patient (10ug et
20ug de créatinine). Un standard de 10ug de lactose est déposé comme témoin de migration
ainsi qu’un échantillon d’urine d’un témoin positif (patient atteint d’alpha-mannosidose). La
chromatographie est développée dans un mélange de solvants butanol/acide acétique/eau
pendant 15h®. Les oligosaccharides sont révélés en pulvérisant la plaque avec un spray

contenant de 'orcinol puis en chauffant a 110°C quelques minutes.

Cette méthode, encore utilisée, a 'avantage d’étre peu colteuse mais elle nécessite du
temps dans sa mise en ceuvre, elle est peu sensible et requiert de I'expérience pour son
interprétation. De plus, il existe de nombreuses interférences médicamenteuses (par
exemple I'amikacine) et il peut exister des faux négatifs surtout dans le cas de patients

adultes ou ayant une faible excrétion urinaire. %!

1.2. Résultats

Le lactose est un diholoside (oligosaccharide simple), par conséquent les oligosaccharides
migrant moins loin que le lactose (ayant un Rf plus petit) sont des dérivés plus complexes

normalement absents des urines car dégradés par les enzymes lysosomales.
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Notre patient ayant un déficit en B-galactosidase, qui est une des premiéres enzymes de la
voie de dégradation des oligosaccharides, on retrouve 2 bandes épaisses a la base de la
plaque, témoignant de I'accumulation de sucres non dégradés (Figure 29).

Ce résultat est tres semblable a celui présenté dans la Figure 30 tirée de la littérature pour

un cas de GM1 gangliosidose (SSIEM Academy 2010 Ruijter G.).

Figure 29 : Chromatographie sur couche mince (CCM) des oligosaccharides urinaires. P = notre patient,
T+ = patient atteint d’alpha-mannosidose, L = lactose, X = un autre patient. A gauche examen en date du
01/03/2023 ; a droite, en date du 10/01/2023.

Figure 30: CCM représentant les oligosaccharides urinaires accumulés dans diverses
oligosaccharidoses. AMAN = alpha-mannosidose, FUC = fucosidose, AGU = aspartylglucosaminurie,
GM1 = GM1 gangliosidose, GM2 = GM2 gangliosidose (SSIEM Academy 2010 Ruijter G.)
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2. Spectrométrie de masse (LC-MS/MS)

2.1. Méthode

Une technique plus sensible a été récemment développée pour le dépistage des
oligosaccharides dans les urines et le liquide amniotique (Piraud et al.?!). Cette méthode
utilise la Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) qui permet de séparer les
différents composants d’'un mélange. Cet appareil implique I'utilisation d’'une phase (ou
colonne) stationnaire et d’'une phase mobile liquide. De fagon générale, la phase mobile
circule a travers la phase stationnaire en entrainant avec elle les différents composants de
I’échantillon. Selon leurs propriétés physicochimiques et leurs affinités avec la phase
mobile et la phase stationnaire, les composés d’un méme échantillon seront élués a
différents temps de rétention, ce qui permet de les séparer. Plus les interactions entre un
composé et la phase stationnaire sont importantes, plus ce composé éluera tardivement.
Les molécules sont ensuite détectées et quantifiées (grace a des étalons internes) par

spectrométrie de masse.

Les échantillons d’urine sont préparés en mélangeant 50uL d’urine, 50uL de Glc7
(Maltoheptaose) et 450uL d’acétonitrile 37% contenant 0,2% d’acide formique. Des
volumes de 10ul ont été injectés pour I'analyse. La détection se fait en mode dit MRM
(surveillance de réactions multiples). Cette méthode permet l'identification de toutes les
oligosaccharidoses précédemment identifiées par CCM et s’étend au diagnostic de la

mucolipidose de type Il, de la maladie de Sandhoff, et de la B-mannosidose.®?
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2.2. Résultats

Apres avoir injecté les échantillons servant de contrdles de qualité pour toutes les
oligosaccharidoses, on injecte dans le chromatographe les échantillons de chaque patient
en diluant au 1/10 et 1/5. Pour le contréle correspondant a la GM1 gangliosidose, on

retrouve le pic caractéristique (temps de rétention a 3,05 min) (Figure 31A).

Figure 31 : Analyse par LC-MS/MS des urines. (A), contrdle de qualité montrant le pic détecté dans le
cadre d’une GM1 gangliosidose. Urine de notre patient diluée au 1/10 (B) et 1/5 (C).

Concernant l'urine de notre patient, on retrouve ce méme pic caractéristique de
I'oligosaccharide accumulé en cas de déficit en 3-galactosidase lysosomale, avec une aire
sous la courbe nettement élevée et un temps de rétention identique (Figures 31B et 31C),

ce qui confirme le diagnostic de GM1 gangliosidose.
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B. Caractérisation de 'lanomalie génétique

1. Séquencage Sanger

1.1. Automate

Nous avons effectué nos examens sur 'automate Applied Biosystems® Sanger Sequencing

3500 Series Genetic Analyzers

1.2. Définition
La méthode de Sanger est une technique qui permet de déterminer la séquence de
nucléotides d'un ADN. Elle a été mise au point en 1977 par Frederick Sanger et son équipe.
Les quatre nucléotides sont I'adénine (A), la guanine (G), la cytosine (C) et la thymine
(T). Ces nucléotides sont les éléments chimiques constitutifs de 'ADN. Lordre ou la

séquence de ces nucléotides constitue le support de l'information génétique. Le

séquencage se déroule en trois grandes étapes décrites ci-dessous (Figure 32).

1.3. Déroulement

PCR a terminaison de chaine :

La séquence d'ADN d'intérét sert de matrice pour un type spécial de PCR appelé PCR a
terminaison de chaine. Cette PCR fonctionne comme une PCR standard a une différence

prés : I'ajout de nucléotides modifiés appelés didésoxyribonucléotides (ddNTP).

L’échantillon d’ADN est préalablement chauffé (dénaturé) pour séparer les deux brins de

sa double hélice. La prochaine étape consiste a abaisser la température et a ajouter une

amorce d’ADN. Ce monobrin court d’ADN s’apparie au brin d’ADN a séquencer (matrice).

Elle indique le début du séquencgage. Par la suite, on augmente légerement la température

et on ajoute des nucléotides libres (ANTP, contenant I'une des quatre bases A, G, C et T)

ainsi qu’une petite quantité de ddNTP et une enzyme appelée ADN polymérase. A partir

de I'extrémité de I"amorce, I’ADN polymérase construit un brin d’ADN (complémentaire

de la matrice) en incorporant un dNTP ou un ddNTP ; dans ce dernier cas, I'incorporation

du ddNTP bloque la synthése du brin.
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Séparation par électrophoreése sur gel :

L’électrophorese sur gel d’agarose (ou sur colonne capillaire) est une méthode utilisée pour
séparer les acides nucléiques en fonction de leur masse moléculaire. Les échantillons
d'ADN sont déposés a une extrémité d'une matrice de gel et un courant électrique est
appliqué ; I'ADN étant chargé négativement, ces acides nucléiques sont attirés vers
I'électrode positive (anode) située a l'autre extrémité du gel. Sachant que tous les
fragments d'ADN ont la méme charge par unité de masse, dans un type de gel donné, la
vitesse a laquelle ils se déplacent est uniquement déterminée par leur taille (plus un
fragment est petit, plus sa vitesse de migration est grande). Ainsi, les brins les plus courts

sont lus en premier.

Figure 32 :Représentation schématique du séquengage Sanger (image
d’Estevezj, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sanger-sequencing.svg)

Lecture de la séquence :

La derniére étape du séquencage consiste a « lire le gel » pour identifier la séquence d'ADN
de départ, c’est-a-dire a identifier quel ddNTP est incorporé a I'extrémité 3’ de chaque brin
synthétisé. Un détecteur analyse la fluorescence émise pour déterminer l'identité de chaque

ddNTP terminal, chacun des quatre ddNTP comportant un marqueur fluorescent différent. Le
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résultat obtenu est un chromatogramme faisant apparaitre le pic de fluorescence de chaque

nucléotide le long de I'ADN.

2. Méthode de séquencage des transcrits

2.1. Extraction des ARN et amplification des ADNc

Les ARN ont été extraits a partir d’'un échantillon de sang recueilli sur tube PaxGene (dans des
conditions de conservation des ARN), grace a une méthode utilisant le kit commercialisé
par Qiagen (kit PaxGene blood RNA). Les ARN ont ensuite été convertis en ADNc en présence
d’une rétrotranscriptase (RT) selon le kit fourni par Life Technologies (High capacity cDNA
reverse transcriptase kit). Ces ADNc ont été amplifiés par PCR en utilisant des amorces
spécifiques des séquences codantes du gene GLBI1 ou du gene GAPDH (utilisé ici comme

témoin).

3. Résultats

3.1. Etude de 'ADN génomique

L'analyse par séquengage Sanger de I’ADN isolé a partir des leucocytes du patient a permis
d’identifier un nouveau variant (c.1143+2T>C) qui est le remplacement d’un nucléotide au
tout début de I'intron 11 (plus précisément 2 bases aprés la fin de I'exon 11) du géne GLB1
(Figure 33).

Aucune donnée concernant la fréquence allélique de ce variant n'a été trouvées (en

interrogeant les outils tels que Alamut - gnomAD).
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Figure 33 : Séquence de I'extrémité 3’ de I’exon 11 du géne GLB1 chez notre patient et ses parents. En
haut, séquence obtenue pour le patient ; en bas, séquence obtenue pour un de ses parents (aprés
séquencgage Sanger de 'ADN génomique). En position +2 a la fin de I'exon 11, le patient porte a I'état
homozygote un C alors que ses parents sont hétérozygotes pour ce variant.

Au vu de son siege, cette variation peut altérer I'épissage du transcrit primaire : en effet
plusieurs déterminants de séquences sont reconnus par la machinerie d’épissage. Il s’agit
des sites donneurs (composés de la séquence GU) et accepteurs (composés de la séquence
AG) respectivement en 5’ et 3’ des introns, du site de polypyrimidine (Y)n vers I'extrémité
3’ de lintron et du point de branchement®?. Les ribonucléoprotéines du spliceosome
(RNPsn) vont reconnaitre ces différentes séquences pour assurer I'épissage de l'intron

(Figure 34).
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Figure 34 : Représentation schématique de I'épissage des pré-ARNm chez les eucaryotes

Les mutations des sites d’épissage sont des causes fréquentes de maladies génétiques.
Celles qui sont caractérisées portent souvent sur les sites donneurs et accepteurs des

introns. Cela conduit a des anomalies de |'épissage :

- Rétention totale ou partielle d’un intron qui conduit au maintien ou a la rupture du
cadre de lecture
- Perte (excision) d’'une partie d’exon ou d’un exon entier

- Déstabilisation des transcrits

La mutation que nous avons identifiée se situant au tout début de I'intron 11, nous avons

souhaité explorer ses conséquences sur I'épissage du gene GLBI1.
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3.2, Contribution des outils de prédiction

Nous avons utilisé le logiciel de prédiction Human Splicing Finder (HSF Pro system) pour
analyser la séquence du géne GLB1 (Figure 35). Sur cette image est représenté le site

donneur naturel de I'exon 11.

Figure 35 : Analyse des sites d’épissage sur la séquence normale de I’exon 11 du géne GLB1, et de la
jonction exon-intron 11 selon le logiciel de prédiction Human Splicing Finder. La séquence de I'exon 11
est surlignée en gris. Points verts pleins = sites donneurs, point vert vide = site donneur naturel, points
rouges pleins = sites accepteurs, point rouge vide = site accepteur naturel.

Nous avons ensuite soumis au logiciel la séquence de GLB1 porteuse de la variation
€.1143+2T>C. On constate (encadré rouge, Figure 36) que la variation induirait la
suppression du site donneur, sa séquence consensus étant perdue. Le logiciel prédit donc

une altération de I'épissage.

Figure 36 : Analyse des sites d’épissage sur la séquence de GLB1 portant la variation c.1143+2T>C, et
de la jonction exon-intron 11 selon le logiciel de prédiction Human Splicing Finder. Point vert et noir
(encadré rouge) = cassure du site donneur naturel
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3.3. Etude des transcrits

3.3.1. Analyse sur gel d’électrophorése

Pour vérifier que la RT-PCR a bien fonctionné, on effectue une amplification de la séquence
de GAPDH (géne de référence) ; ce témoin montre la présence d’/ADN complémentaire. En
parallele, le témoin H,O montre I'absence de contamination et I'amplification d’un
échantillon de patients autres que celui étudié ici permet d’analyser et séquencer

I'amplicon portant la séquence sauvage.

Dans l'expérience présentée ici (Figure 37), des amorces pour amplifier I'exon 11 ont été
utilisées, une située a la fin de I'exon 10 et l'autre environ au milieu de I'exon 12. Concernant
notre patient, on constate une différence significative dans la taille de I'amplicon obtenu.
Notons aussi qu’une seule bande est observée. Le transcrit du gene GLB1 est donc présent,
unique mais de taille anormale (réduite). Cette différence de taille (de plus de 50 pb) indique
la présence d’une excision par rapport a la séquence normale. Le séquencage va déterminer

précisément la région délétée.

Figure 37 : Analyse sur gel d’électrophorése des produits d’amplification (RT-PCR) obtenus a partir
des ARN extraits d’un tube de sang. A gauche : amplicons obtenus avec les amorces pour 'ADNc
de GLB1 (amorce 11Fter 5- GCTCTGCGAAACATCATCCAG -3’ et amorce 12Rter 5’-
AAAGGCTTTTGATGGGCCCA -3’). A droite : amplicons obtenus avec les amorces pour 'ADNc d’un
gene de ménage GAPDH. MM1KB: marqueur de taille, 1865: notre patient, T: témoin,
2479/3062/3077 : autres patients.
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3.3.2. Séquence des ADNc

Par rapport a la séquence témoin de I'ADNc de GLBI1, qui comporte bien les 3 exons 10, 11
(Figure 38A) et 12 (non montré) a la suite, la séquence du patient montre la juxtaposition

exacte des exons 10 et 12, et donc I'excision complete de I'exon 11 (Figure 38B).

Figure 38 : Séquence des ADNc de GLB1 obtenus pour un témoin et notre patient. Les amplicons
obtenus dans la figure 37 (gel) ont été séquencées selon la méthode Sanger. (A) séquence de I’ADNc
témoin, (B) séquence de '’ADNc du patient (seules les séquences centrées sur I'extrémité 3’ de I'exon 10

sont montrées).

Il se trouve que I'excision compléete de I'exon 11 ne décale pas le cadre de lecture ; la séquence
se poursuit avec tous les acides aminés de I'exon 12 (Figure 39) entrainant une protéine
tronquée de 25 acides aminés. Cette région manquante de la protéine correspond quasiment

au domaine de la boucle TIM B1 (résidus 359-397).%7
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Figure 39 : Représentation schématique de I'excision de I'exon 11 chez le patient. Le schéma
indique les séquences nucléotidiques et peptidiques codées par les exons 10 a 12. Le trait rouge
montre comment le transcrit primaire de GLB1 est anormalement épissé chez notre patient.

VII. DISCUSSION ET CONCLUSION

Nous rapportons le cas d'un jeune patient atteint d’une forme singuliere de GM1
gangliosidose, une maladie de surcharge lysosomale. Pour ce patient, les examens biologiques
ont montré une oligosaccharidurie caractéristique accompagnée d’un déficit de l'activité de la
[-galactosidase acide et associée a une homozygotie pour une variation rare, non décrite du
géne GLB1 (c.1143+2T>C).

Loriginalité de ce cas nous semble étre double : a la fois en raison de sa présentation clinique,
tardive et atténuée, et de ses bases moléculaires. Nous allons discuter ces deux aspects en

détail.

A. Présentation clinique

Cliniguement, I'histoire de notre patient est assez pauvre et sa présentation peu
symptomatique contrairement a la plupart des cas décrits dans la littérature, comme le

soulignent les données rappelées dans le Tableau 4 ci-dessous.
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Symptomes et sighes

Type |
(infantile)

Type Il (Ila infantile
tardif et llb juvénile)

Type Il
(chronique)

Notre Patient

Atteinte neurologique
- Age de début
- Retard développemental
- Hypotonie
- Spasticité
- Régression psychomotrice
- Convulsions
- Rigidité de décérébration
- Trouble langage/écriture
- Dystonie
- Signes extrapyramidaux
- Epilepsie

< 6 mois

+ + + + o+ 4+

7 mois — 10 ans
+
+

+

+ + + o+

3ans—30ans

+ + + o+

7 ans

Symptomes anténataux
- Hydrops foetalis / RCIU
- Vacuolisation placentaire

Atteinte squelettique
- Troubles de la marche
- Dysplasie squelettique
- Cyphose
- Lordose
- Scoliose

Dysmorphie faciale

Atteinte digestive
- Hépatomégalie
- Splénomégalie

Atteinte pulmonaire
- Pneumopathie restrictive
- Dyspnée

Atteinte ophtalmologique
- Macula rouge cerise
- Opacité cornéenne
- Nystagmus
- Strabisme
- Hypermétropie
- Atrophie optique
- Cécité

+
+ (légere)

Atteinte cardiaque
- Cardiomyopathie
- Valvulopathies

Tableau 4 : Résumé des caractéristiques cliniques des différentes formes de GM1 gangliosidose selon la

littérature31°16364 et celles de notre patient.
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Tebani et al.>! ont étudié 47 patients atteins de GM1 gangliosidose, dont 36 patients ayant
un phénotype précoce (premiers symptémes avant I’age de 2 ans) et 11 patients ayant un
phénotype plus tardif (symptdmes entre 2 et 25 ans) dont les principaux troubles et signes
cliniques étaient: neurologiques, musculo-squelettiques, gastro-intestinaux, visuels,
dysmorphie faciale, respiratoires et cardiaques. Une des patientes présentant une GM1
gangliosidose de type Il a consulté pour la premiére fois a I’age de 25 ans pour des troubles
de la marche et des crampes musculaires , un syndrome extrapyramidal gauche avec
mouvements dystoniques. A noter que ['histoire de cette patiente était marquée par une
dysplasie osseuse compliquée d'ostéonécrose des tétes fémorales depuis I'enfance. Les
signes les plus fréquemment retrouvés lors de cette étude étaient le retard
développemental global, la détérioration neurologique progressive, I'hypotonie, les

déformations squelettiques ainsi que I’'hépatosplénomégalie.

Une autre étude francaise menée par Laur et al.?3, sur 61 patients entre 1998 et 2019 (dont
41 de type |, 11 de type lla, 5 de type llb et 4 de type Ill) a montré que |'age d’apparition
des symptomes variait de la période prénatale pour certains patients atteints d’'une forme
infantile précoce a 16 ans pour un patient atteint de la forme adulte. Pour les patients
présentant une GM1 gangliosidose de type |, les premiers symptémes étaient une
hypotonie pour plus de la moitié, une dyspnée et un nystagmus. La plupart des patients
présentaient également un retard de développement et certains des signes respiratoires
avec découverte d'une organomégalie au moment de la consultation. Pour le type lla, les
principaux signes étaient la régression psychomotrice chez 82 % des patients, les
convulsions et I’'hypotonie. Les symptoémes des patients atteints de type llb étaient plus
légers, tels que des difficultés d'élocution, des difficultés scolaires, une régression
psychomotrice progressive, et toujours une hypotonie. Le développement psychomoteur
a ralenti entre 2 et 3 ans, suivi d'une instabilité de la marche et d'une régression du langage
avec perte du langage a 3 ans. Les patients avaient d'abord consulté pour des difficultés
d'attention, le développement psychomoteur était initialement normal. Quant au type Il
c’est le seul ne présentant pas d’hypotonie. L’age d’apparition des symptdmes était
compris entre 3 et 5 ans et les patients diagnostiqués apres I'dge de 3 ans présentaient une
dystonie progressive généralisée, principalement avec une atteinte faciale entrainant des
troubles du langage, associée a un syndrome akinéto-rigide parkinsonien. L’espérance de
vie était en moyenne de 35 mois pour le type |, 11 ans pour le type lla, et 34 ans pour les

types lb et Ill.
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Dans un article tout récent, D’Souza et al.®* ont quant a eux analysé et suivi sur 10 ans 41
patients atteints de GM1 gangliosidose de type Il (17 phénotypes infantiles tardifs et 24
phénotypes juvéniles). Les patients atteints d’un phénotype de type Il présentaient une
audition normale et n'avaient pas de macula rouge cerise ou d’hépatosplénomégalie
importante contrairement aux patients avec un type |. Etait notée une stagnation du
développement évoluant vers |'ataxie, la dystonie, la dysarthrie et la présence de
déformations squelettiques. Les patients avec début infantile présentaient généralement
un retard ou une non-acquisition des étapes majeures du développement puis perdaient
ensuite les compétences acquises, alors que les phénotypes juvéniles avaient
généralement un développement normal suivi d'une régression progressive du
développement psychomoteur. Il est retrouvé un strabisme et un nystagmus fréquent pour
les formes infantiles alors qu’on note plutét des opacités cornéennes dans la forme
juvénile. A noter une atrophie du nerf optique chez quatre patients infantiles tardifs.
Certains des patients avec une forme juvénile ont également développé des valvulopathies.
Le test de Vineland (évaluation du comportement adaptatif) a montré chez ces patients

une détérioration psychomotrice trés rapide, vers 10 ans (Figure 40).

Figure 40 : Evolution des scores de Vineland-3 en fonction de I’age des patients. En rouge = patients
avec une forme infantile tardive, en gris = patients avec une forme juvénile (d’apres D’Souza et al.
2024).%* Abréviation : GSV : growth scale value.

Ainsi, a I’'heure actuelle il semble raisonnable de considérer notre patient comme atteint d’une

GM1 gangliosidose de type llIb (juvénile) ou plutét Ill comme certains signes du type IIB sont

absents. Le suivi clinique et paraclinique (avec test de Vineland) de ce patient et son évolution

dans les années futures seront déterminants pour affiner le diagnostic.
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B. Aspects moléculaires

La variation identifiée chez notre patient n’a pas (encore) été décrite et n’est pas répertoriée
dans les bases telles que HGMD et ClinVar. Sa fréquence allélique n’est pas rapportée non plus.
Quant a sa pathogénicité, elle se classe comme « probablement pathogene » selon les logiciels
de prédiction (par exemple Varsome ou Mobidetails). Cependant, nous montrons que ce
variant, a I'état homoallélique, s'Taccompagne d’un déficit enzymatique et, point crucial, d’'une
surcharge métabolique chez le patient (oligosaccharidurie) prouvant un déficit fonctionnel.
Le fait que le patient porte a I'état homozygote le variant c.1143+2T>C (comme l'atteste sa
présence a I'état hétérozygote chez chacun de ses parents) est important car les anomalies
(moléculaires, fonctionnelles, cliniques) observées peuvent étre directement rattachées a ce
variant [en postulant qu’aucun autre variant additionnel dans son génome exerce des effets
modulateurs].

Nos analyses révelent que ce défaut génétique sur 'ADN génomique engendre une anomalie
de I'épissage, avec une excision de toute la région correspondant a I'exon 11. Comme cette
excision ne modifie pas le cadre de lecture, il est probable que le seul transcrit anormal que
nous avons identifié a ce jour conduit a la synthése d’une protéine tronquée de 25 acides
aminés (des résidus 357 a 381). Cette protéine tronquée pourrait conserver en partie sa
fonction, expliquant I'activité résiduelle (non nulle) de la B-galactosidase que nous avons

détectée chez le patient.

Nous rappelons que la [(-galactosidase est composée de 3 domaines et s‘organise en
homodimére®’. Les domaines importants incluent le domaine du tonneau TIM (résidus 1 a
359) suivi du domaine 1 (résidus 397 a 514) et du domaine 2 (résidus 545 a 647). Le tonneau
TIM est formé de huit brins béta paralléles et de huit hélices alpha. Il est caractéristique de la
famille des glycoside hydrolases. L'agencement crée une structure en forme de tonneau ou le
brin béta forme le tonneau intérieur et les hélices alpha englobent I'extérieur. Ce domaine est
essentiel a la capacité de lI'enzyme a catalyser la réaction et le site actif se trouve
principalement ici. La plupart des mutations dans la région centrale de la protéine
entraineraient des effets drastiques sur la structure et la stabilité globales de la protéine, en
particulier pour le domaine du tonneau TIM qui est responsable de la catalyse, a I'origine des
phénotypes les plus séveres. Alors que les mutations touchant les régions de surface de la

protéine conduiraient a des phénotypes atténués.?’
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L'interface de dimérisation de la protéine serait composée de trois régions dont notamment
les résidus 364 a 374 dans la boucle TIM-B1 (résidus 360 a 396). Cette interface est riche en
résidus hydrophobes, en particulier de proline (Pro364, Pro366, Pro367 et Pro370). Ainsi, si la
[-galactosidase de notre patient a perdu la région peptidique 357-381, la structuration en
dimere ou oligomere pourrait étre altérée, affectant sa stabilité ou son trafic vers les
lysosomes. Des études in silico pourraient permettre de mieux prédire I'impact de la troncation

de la protéine sur sa structure.

Pour mieux appréhender le réle possible de la variation observée chez notre patient, nous
avons recherché dans la littérature ou la base ClinVar quel était le phénotype de variants de
GLB1 siégeant au niveau de I'exon 11. Le Tableau 5 répertorie les anomalies retrouvées.
Malheureusement, des données manquent, tant sur les caractéristiques de ces variants ou la
nature du second alléle que sur la présentation clinique, pour pouvoir comparer a la situation

de notre patient.

Il serait intéressant d’analyser la protéine -galactosidase de notre patient, par exemple par
Western blot en conditions natives, pour savoir si 'enzyme mutée existe plutét sous forme
monomérique ou oligomérique. De plus, des expériences d’'immunofluorescence avec un
anticorps anti-pB-galactosidase pourraient nous indiquer si la localisation subcellulaire de
I'enzyme mutée est altérée ou pas; en particulier, cette enzyme tronquée peut-elle toujours
étre adressée aux lysosomes. A ce jour, nous n‘avons pas obtenu de matériel biologique du

patient pour réaliser ces expériences.

Sachant que ce n’est pas le site catalytique de l'enzyme qui est affecté par la variation
€.1143+42T>C, il serait aussi possible d’étudier I'impact de ce variant sur la fonction de la
protéine enzymatique en mesurant I'activité enzymatique de la protéine mutante apres avoir
exprimé dans des cellules un ADNc totalement dépourvu de I'exon 11. Pour ce faire, il faudrait
construire d’'une part un plasmide codant ’ADNc entier (sauvage) de GLB1 humain et d’autre
part un plasmide codant 'ADNc mutant. Apres avoir introduit ces vecteurs, ainsi que le
plasmide vide, comme témoin, dans des cellules de mammiféres, par exemple des cellules
HEK293T ou Hela, et au bout de 48 ou 72h de culture, nous pourrions mesurer I'activité de la
[-galactosidase et analyser la protéine par Western blot. Cette expérience nous permettrait

de statuer sur la stabilité (présence d’'un dimere ou non) et les capacités catalytiques de la
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rotéine mutante. Nous pourrions aussi envisager d’exprimer Cc mutan ans des
t tant N d’ '’ADN tant d d

fibroblastes issus de patients atteints d’une forme sévere (type I) de GM1-gangliosidose et voir

si 'expression de la protéine mutée permet de restaurer une certaine activité résiduelle.

Allele 1 Allele 1 Allele 2 Allele 2 Pathologie Phénotype Référence
séquence (protéine) séquence (protéine) clinique
nucléotidique nucléotidique
c.1071T>G p.Phe357Leu c.1325G>A p.Argd42GIn | Gangliosid Adulte Hofer et al.
ose GM1? (2010) Clin
Atteintes Genet 78,
neurologique + | 236
squelettique
c.1071delT p.Phe357LeufsT | c.1310delA p.Asn437Me | Gangliosid Infantile ? Caciotti et
er26 tfsTer24 ose GM1 al.  (2011)
Biochim
Biophys
Acta 1812,
782
€.1071_1073de | p.Phe357LeufsT | _ _ Gangliosid Diagnostic Verma et al.
linsGG er26 ose GM1 | prénatal (2015)
hétérozygo Prenat
te Diagn 35,
1137
c.1077delA p.Val360TyrfsT | c.1325G>A p.Argd42GIn | Gangliosid Adulte Hofer et al.
er23 ose GM1 Atteintes (2010) Clin
neurologique + | Genet 78,
squelettique 236
€.1090C>T p.Pro364Ser ? ? Trouble du McRae et
développe al.  (2017)
ment Nature 542,
433
€.1103_1267du | p.Ser368_Tyrd2 | c.1103_1267du | p.Ser368 Ty | Gangliosid Infantile Yoshida et
p 2dup ? p r422dup ? ose GM1 al.  (1991)
Am J Hum
Genet 49,
435
€.1122T7>G p.Tyr374Ter ? ? Gangliosid Hypotonie, Clinvar
ose GM1 facies grossier SCV002817
376.1
c.1122T>A p.Tyr374Ter ? ? ? ? Clinvar
SCV002604
350.2
c.1131_1143+2 | p.? €.1131_1143+2 | p.? Gangliosid Infantile Santamaria
del del ose GM1 Hépatospléno et al. (2007)
mégalie Clin Genet
Retard 71, 273
psychomoteur,
atteinte
cardiaque
c.1142del p.Lys381SerfsT | ? ? ? ? Clinvar
er2 SCV002602
237.2 et
SCV002231
862.3

Tableau 5 : Phénotypes associés aux variants de GLB1 siégeant au niveau de I'exon 11, d’apreés les

données de la base HGMD et de ClinVar (les variants sont numérotés selon le NM_000404.4).
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Une autre hypothése pour expliquer la forme modérée de GM1 gangliosidose de notre patient
est qu’il existe en faible quantité un transcrit normal, qui résulterait d’'un épissage normal
(mais minoritaire) malgré la variation. Pour tester cette hypothése, une expérience en cours
consiste a réaliser une RT-PCR en utilisant des amorces positionnées délibérément au niveau
de I'exon 11. Si un transcrit contenant I'exon 11 est présent, un amplicon devrait étre obtenu,
dont on vérifiera la séquence. La présence de ce transcrit normal en petite quantité pourrait

aussi expliquer une activité enzymatique résiduelle.

Une retombée potentielle de ces investigations, si elles démontraient chez notre patient
I’existence d’une protéine mutée relativement stable, serait d’envisager un traitement par
chaperon pharmacologique afin d'améliorer la configuration tridimensionnelle de I'enzyme

pour en accroitre ses capacités catalytiques dans le lysosome.
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GM1-GANGLIOSIDOSE : EXPLORATIONS BIOLOGIQUES D’UN CAS ET REVUE
DE LA LITTERATURE

La GM1-gangliosidose est une maladie de surcharge lysosomale due au déficit de I'activité de la B-
galactosidase acide codée par le gene GLBI1. Cette maladie métabolique, de transmission
autosomique récessive, se caractérise par un défaut de la dégradation lysosomale et I'accumulation
de divers substrats de la B-galactosidase dont le ganglioside GM1. Cliniquement, la caractéristique
principale de la gangliosidose GM1 est la neurodégénérescence progressive et comprend des
phénotypes allant de légers a graves selon la quantité d’activité enzymatique résiduelle déterminée
par les mutations spécifiques de GLBI1. Tandis que les formes les plus séveres de la maladie se
présentent par un début avant I'dge de 6 mois-1 an, avec parfois des symptomes en période
anténatale, une dysfonction neurologique sévére et une régression rapide du développement
psychomoteur, les formes atténuées affectent I'enfant ou I'adolescent, avec un retard

développemental moteur et cognitif plus progressif associé a une dysplasie squelettique.

Nous rapportons le cas d’'un jeune patient, né en 2011, atteint d’'une forme singuliere de GM1

gangliosidose. Pour ce patient, les examens biologiques ont montré une oligosaccharidurie

caractéristique accompagnée d’un déficit de I'activité de la B-galactosidase acide et associée a une

homozygotie pour une variation rare, non décrite du géne GLB1 (c.1143+2T>C). Apres avoir détaillé

I’histoire clinique et la présentation de notre patient et décrit la GM1 gangliosidose, nous détaillons les

investigations biochimiques et moléculaires menées sur des échantillons de ce patient. L'originalité de

ce cas nous semble étre double : a la fois en raison de sa présentation clinique tardive et atténuée et

de ses bases génétiques.
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