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le type de collagéne.

Les bases nucléotidiques sont désignées sous le systéme a une lettre.

Les acides aminés sont désignés sous le systéme a une ou trois lettres, selon le contexte.

Les mutations sont décrites avec la nomenclature clinique (c.; p.) lorsqu’elles font

référence a des patients ou a du matériel biologique de patients.
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Introduction bibliographique

l. Les syndromes d’Ehlers-Danlos, maladies génétiques rares des tissus conjonctifs

1. Historique des syndromes d’Ehlers-Danlos

Les syndromes d’Ehlers-Danlos (SED) représentent un groupe hétérogéne de maladies
génétiques rares des tissus conjonctifs (TC). La premiere mention de personnes présentant
des symptémes de SED remonte a 400 av. J.-C. avec le Traité des Airs, des Eaux et des Lieux
rédigé par Hippocrate qui observa une hyperlaxité articulaire chez des nomades Scythes.

Au fil du temps, divers médecins rapportérent des cas de personnes aux caractéristiques
cliniques similaires. Ainsi, en 1657, lors d’un congres de I’'Université de Leyde aux Pays-Bas, le
chirurgien néerlandais Job van Meekren présenta les cas d’un marin espagnol a la peau
hyperextensible et d’une contorsionniste aux articulations laches (1). En 1892, le
dermatologue russe Alexandre Chernogubov fournit une description détaillée de maladies
des TC chez un adolescent de 17 ans présentant des dislocations articulaires a répétition, des
nodules cutanés, une peau hyperextensible et fragile et de nombreuses cicatrices (2). En
Russie, les SED sont encore connus sous le nom de syndrome de Chernogubov (3).

Ce n’est qu’au début du XX®™e siécle que deux autres dermatologues, le Danois Edvard
Ehlers et le Francais Henri-Alexandre Danlos, apportéerent des contributions significatives a la
compréhension de ces maladies. Ehlers décrivit le cas d’'un jeune homme de 21 ans souffrant
notamment de cutis laxa (du latin « peau lache », peau hyperextensible et ridée), de luxations
répétées et d’hématomes fréquents (4). De son coté, Danlos étudia un individu trés mince
présentant également une cutis laxa (5). Dans sa thése de médecine en 1933, intitulée Les
syndromes d’Ehlers-Danlos, Achille Miget fut le premier a utiliser le terme SED pour désigner

ces maladies (6).

2. Classification des syndromes d’Ehlers-Danlos

Les SED sont dus a des mutations de génes codant pour des protéines composant les
matrices extracellulaires (MEC), en premier lieu les collagenes puis des enzymes participant a
la maturation de ces protéines. Sur la base de descriptions cliniques, plusieurs classifications
des SED ont été établies pour accompagner le clinicien dans son diagnostic différentiel des

patients, avant confirmation par l'identification du géne muté. Deux premieres classifications



de SED se sont succédées : la nosologie de Berlin (7) et la nosologie de Villefranche (8). Depuis
2017, la nosologie internationale de New-York (9) est la classification en vigueur.

Cette classification divise les SED en treize sous-types qui different selon les génes
affectés et les manifestations cliniques. Il est important de noter que la classification des SED

continue d’évoluer et qu’un quatorzieme sous-type a été proposé : le SED classique-like 2

(SEDcI2) (10) (Tableau I).

Sous-type clinique de Geéne(s) Protéine(s) Critéres cliniques majeurs Mode de
syndrome d’Ehlers-Danlos transmission
(SED)
SED classique (SEDc) COL5A1 Col V Hyperextensibilité de la peau Autosomique
COL5A2 Col | Cicatrices atrophiques dominante
COL1A1 Hypermobilité générale des
articulations
SED vasculaire (SEDv) COL3A1 Col lll Rupture précoce des arteres, de la Autosomique
COL1A1 Col | paroi du célon ou de I'utérus dominante
SED arthrochalasique (SEDa) | COL1A1 Col | Dislocation congénitale et Autosomique
COL1A2 bilatérale du bassin dominante
Hypermobilité sévére des
articulations avec dislocations
multiples
Hyperextensibilité de la peau
SED dermatosparaxique ADAMTS2 ADAMTS-2 Fragilité extréme de la peau Autosomique
(SEDd) Croissance postnatale retardée récessive
SED cardiovasculaire COL1A2 Col | Insuffisance cardiaque progressive Autosomique
(SEDcv) et sévere récessive
Hypermobilité des articulations
SED cyphoscoliotique (SEDk) | PLOD1 LH1 Hypotonie des muscles Autosomique
FKBP14 FKBP22 Cyphoscoliose précoce récessive
Hypermobilité des articulations
avec (sub)luxations
SED classique-like (SEDcl) TNXB Ténascine X Hyperextensibilité de la peau Autosomique
Peau duveteuse sans cicatrices récessive
atrophiques
Hypermobilité généralisée des
articulations
Ecchymoses
SED classique-like 2 AEBP1 ACLP Hyperextensibilité de la peau Autosomique
(SEDcI2)” Cicatrices atrophiques récessive
Hypermobilité généralisée des
articulations
Ostéopénie précoce
SED myopathique (SEDm) COL12A1 Col Xl Hypotonie et/ou atrophie des Autosomique
muscles dominante ou
Hypermobilité des articulations récessive
distales
SED spondylodysplasique B4GALT7 B4GalT7 Petite taille Autosomique
(SEDsp)* B3GALT6 B3GalTe Hypotonie des muscles récessive
SLC39A13 ZIP13 Déformation des membres




SED musculocontractural CHST14 CHST14 Multiples contractures congénitales | Autosomique
(SEDmc) DSE DSE Dysmorphie faciale récessive
SED parodontal (SEDp) C1R Cir Rétractation des gencives Autosomique
C1s Cls Parodontite dominante
Syndrome de la cornée ZNF469 ZNF469 Cornée fine et fragile Autosomique
fragile (Brittle Cornea PRDM5 PRDM5 KératocOne précoce récessive
Syndrome, BCS) Sclérotique bleue
SED hypermobile (SEDh) Non Non identifiée(s) Hypermobilité généralisée des Autosomique
identifié(s) articulations dominante

Tableau . La classification internationale de 2017 des syndromes d’Ehlers-Danlos, dite de New-York. “Sous-
type décrit apres la publication de la classification actuelle (10). *Sous-type faisant I'objet de ce travail de thése.
ADAMTS-2 : a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 2. LH1 : lysyl hydroxylase 1.
BAGalT7 : P1,4-galactosyltransférase 7. PB3GalT6: 1,3-galactosyltransférase 6. CHST14: carbohydrate

sulfotransferase 14. DSE : dermatane sulfate épimérase. Adapté de (9).

3. Le syndrome d’Ehlers-Danlos spondylodysplasique

Le syndrome d’Ehlers-Danlos spondylodysplasique (SEDsp) fut initialement identifié
comme une forme de SED associée a des caractéristiques progéroides, c’est-a-dire un aspect
de vieillissement prématuré de la peau. Entre 1979 et 1986, cinq individus présentant des
aspects inhabituels tels que des rides faciales, des sourcils et cheveux fins ainsi qu’un déficit
intellectuel furent étudiés. Leurs symptémes différant des manifestations typiques du SED, les
médecins les regroupérent dans la nosologie de Villefranche (8) sous le nom de SED

progéroide (11-13).

a. Plusieurs causes génétiques

Les protéoglycanes (PG) sont des glycoprotéines particulieres et composants majeurs des
MEC. lls sont constitués d’une partie protéique appelée protéine-core et d’'une longue chaine
glucidique linéaire appelée glycosaminoglycane (GAG) dont la structure est détaillée dans la
section Il.1.a de cette introduction bibliographique.

En 1987, une équipe de chercheurs étudia le cas d’un patient de petite taille présentant
des anomalies cutanées et squelettiques. Parimmunoblot, ils observerent que les fibroblastes
du patient présentaient une déficience de la biosynthése de la chaine de GAG d’un PG (14).
Des recherches ultérieures sur les cellules de ce méme patient révélérent une activité
déficiente d’'une des enzymes de la biosynthese des chaines de GAG, la PB1,4-

galactosyltransférase 7 (B4GalT7) (EC 2.4.1.133) (15). Cette diminution significative d’activité



enzymatique était due aux mutations hétérozygotes composites p.[(Alal86Asp);
(Leu206Pro)] du géne B4GALT7 codant la f4GalT7 (16).

Par la suite, des mutations du géne B3GALT6 codant pour I'enzyme catalysant la réaction
suivante dans la voie de biosynthése des chaines de GAG, la B1,3-galactosyltransférase 6
(B3GalT6) (EC 2.4.1.134), ont été identifiées (17, 18). Ces mutations, ainsi que celles du géne
B4GALT7, sont désormais regroupées dans un méme sous-type de SED : le SEDsp di a des
défauts de la biosynthése des chaines de GAG (9). Dans notre travail, nous nous
concentrerons sur I’exploration des anomalies fonctionnelles de la B3GalT6.

Enfin, le SEDsp regroupe également des mutations du géne SLC39A13, qui code pour un
transporteur du zinc de I'appareil de Golgi appelé ZIP13 (19). Jusqu’a présent, seulement trois
mutations de ce geéne ont été identifiées. Ce SEDsp dii a des défauts de processus
intracellulaires est associé a une sous-hydroxylation des résidus Lys et Pro des collagenes, ce
qui entraine un mauvais assemblage de ces derniers (20, 21).

Ces trois formes sont désignées sous les noms de SEDsp-B4GALT7, SEDsp-B3GALT6 et
SEDsp-SLC39A13 (9).

b. Une symptomatologie complexe

En plus des symptomes majeurs communs a tous les types de SED (peau hyperextensible,
articulations hypermobiles, fragilité généralisée des tissus) (9, 22), les patients atteints de
SEDsp présentent également une petite taille apparaissant progressivement pendant
I’enfance, une hypotonie musculaire congénitale sévere ou apparaissant tardivement de
facon plus légere et une déformation des membres.

Des symptoémes mineurs de SEDsp peuvent étre présents a différents degrés de sévérité,
tels qu’une peau douce, fine et duveteuse, des pieds plats, un retard du développement
moteur, une ostéopénie, des os moins denses et un retard du développement cognitif.

Les symptomes mineurs mais spécifiques du SEDsp-B3GALT6 comprennent une
cyphoscoliose congénitale ou apparaissant tot et progressive, une hypermobilité des
articulations généralisée ou restreinte aux articulations distales avec une dislocation des
articulations, une contracture congénitale ou progressive des articulations surtout au niveau
des mains, des doigts fins coniques et arachnodactyles (allongement métacarpo-phalangien
avec hyperlaxité articulaire) avec de larges phalanges distales, un talipes equinovarus (ou pied-

bot), des dysmorphies faciales, une décoloration ou une dysplasie dentaire et des anomalies



radiologiques caractéristiques (platyspondylie, ilium court, dysplasie acétabulaire, dysplasie
métaphysaire des tétes fémorales).

Enfin, la douleur chronique (23, 24) est un symptome présent a différents niveaux chez
les patients atteints de SEDsp. Malfait et al. (25) précisaient en 2021 qu’aucune étude
expérimentale de douleur sur des individus souffrant d’un SED confirmé n’avait été entreprise.
Bien que la prise d’analgésiques et d’antalgiques soit recommandée, elle ne procure pas de

résultats satisfaisants en termes de qualité de vie pour les patients (26, 27).

c. Les difficultés diagnostiques

Pour diagnostiquer un SEDsp, la classification internationale de New-York recommande
de constater la présence d’au moins deux critéres majeurs ainsi qu’au moins quatre critéres
mineurs (dont les anomalies caractéristiques radiologiques) (9). Le séquencage des genes
B4GALT7, B3GALT6 et SLC39A13 est ensuite nécessaire pour confirmer le diagnostic clinique.
Cependant, d’autres sous-types de SED présentent des symptomes similaires. Par conséquent,
le consortium international des SED recommande d’inclure d’autres génes dans le test
génétique. Il s’agit des génes PLOD1 et FKBP14 qui sont associés au SED cyphoscoliotique
(SEDK), des génes ZNF469 et PRDM5 qui sont liés au syndrome de la cornée fragile (Brittle
Cornea Syndrome, BCS) et des génes CHST14 et DSE qui sont impliqués dans le SED

musculocontractural (SEDmc) (9).

Il faut noter que les mutations du gene B3GALT6 peuvent produire un large spectre
clinique. L'identification des premiers variants alléliques pathogénes de B3GALT6 par deux
équipes de recherche distinctes a permis le diagnostic du SEDsp-B3GALT6 chez huit patients
issus de cing familles différentes (17, 18) et de la dysplasie spondyloépimétaphysaire avec
hyperlaxité ligamentaire de type 1 (spondyloepimetaphyseal dysplasia with joint laxity type
1, SEMD-JL1) chez neuf patients issus de huit autres familles (18, 28). A ce jour, on dénombre
vingt-quatre patients atteint de SEDsp-B3GALT6 et trente-et-un patients atteints de SEMD-
JL1. De plus, une troisieme forme rare a été identifiée chez trois patients supplémentaires : le
syndrome d’Al-Gazali (29) (Tableau lll).

La SEMD-JL1 a été décrite pour la premiere fois par Beighton et Kozlowski (30). Il s’agit
d’une pathologie aux symptomes extrémement similaires au SEDsp-B3GALT6, parmi lesquels

on trouve parfois une hyperlaxité articulaire surtout au niveau des mains, une cyphoscoliose



sévere et progressive, une fente palatine, des yeux proéminents avec sclérotique bleue ou
encore un pied-bot (31). Nakajima et al. (18) ont mené une étude comparative de trois
patients diagnostiqués avec le SEDsp-B3GALT6 et neuf patients diagnostiqués avec la SEMD-
JL1. Bien que le tableau clinique se chevauche entre les deux maladies, certains criteres
spécifiques ont pu étre mis en évidence. Par exemple, les patients atteints de SEDsp-B3GALT6
ont généralement des atteintes squelettiques et cutanées plus prononcées.

Le syndrome d’Al-Gazali a été identifié chez trois patients, dont deux sont décédés peu
aprées la naissance (32). Les symptomes présentent des similitudes avec le SEDsp-B3GALTS,
tels que les dislocations articulaires, le pied-bot, les atteintes des mains, la fragilité osseuse et

les symptomes oculaires (29).

Dans ce contexte, ’hétérogénéité au niveau de I'expression clinique peut entrainer des
incertitudes et/ou des erreurs diagnostiques de la part des cliniciens (33—38), ce qui nuit a la
prise en charge des patients et a leur état psychologique relatif a I'errance diagnostique qu’ils

subissent (39—-41).

d. Un nombre conséquent de mutations de B3GALT6 répertoriées

Depuis la premiere description des mutations de B3GALT6 en 2013, quarante-sept
mutations ponctuelles ont été recensées chez soixante-huit patients issus de cinquante-deux

familles différentes (17, 18, 28, 29, 33-38, 42-52) (Tableaux Il et III).

Mutation sur la Mutation sur la séquence Nombre de patients Premiére Mutation

séquence nucléotidique protéique porteurs de la description par également

mutation étudiée par

(homozygote ou
hétérozygote
composite)

c.1A>G p.(Met1?) 5 (18) /
c.3G>A p.? 1 (50) /
c.16C>T p.(Arg6Trp) 3 (18) (48, 51)
c.77T>C p.(Leu26Pro) 2 (50) (33)
c.181G>C p.(Val6lLeu) 1 (50) /
c.193A>G p.(Ser65Gly) 1 (18) /
¢.197_253del p.(Arg66_Arg84del) 3 (50) /
c.200C>T p.(Pro67Leu) 7 (18) (45, 51)
c.227delT p.(1le76Thrfs*202) 2 (35) /
€.235A>G p.(Thr79Ala) 9 (51) (33, 45)
€.308C>T p.(Ala103Val) 1 (28) /
¢.323_344del p.(Ala108Glyfs*163) 2 (17) /




c.353delA p.(Asp118Alafs*160) 2 (18) (28)
.415_423del p.(Met139_Alal41del) 1 (18) /
c.430G>A p.(Asp144Asn) 1 (50) /
c.466G>A p.(Asp156Asn) 1 (18) /
c.? p.(Asp159Tyr) 1 (34) /
c.477del p.(Phel60Serfs*118) 1 (50) /
¢.510_517del p.(Leu170fs*268) 5 (37) /
c.511C>T p.(Argl71Cys) 4 (49) (47)
¢.513_520del p.(Glu174Alafs*266) 4 (50) /
¢.536_541dup p.(Argl79_Argl180dup) 1 (42) (46)
¢.539_540insCCT p.? 1 (52) /
¢.545A>G p.(Tyr182Cys) 1 (50) /
c.? p.(Phe185Cys) 1 (43) /
c.556T>C p.(Phel86Leu) 4 (42) (46)
c.589C>T p.(Arg197Cys) 1 (36) /
¢.588dup p.(Arg197Alafs*246) 1 (48) /
c.588del p.(Arg197Alafs*81) 2 (18) /
€.618C>G p.(Cys206Trp) 3 (29) /
€.619G>C p.(Asp207His) 4 (17) /
c.631C>T p.(Pro211Ser) 2 (50) (33)
c.649G>A p.(Gly217Ser) 1 (17) /
c.694C>T p.(Arg232Cys) 6 (18) (43,52)
€.766C>T p.(Arg256Trp) 2 (35) /
c.782G>A p.(Arg261His) 1 (50) /
€.795A>C p.(Glu265Asp) 3 (34) (33, 38, 50)
c.? p.(Gly270Ser) 2 (50) (44)
c.845_846delinsTA p.(Ser282lle) 1 (47) /
c.883C>T p.(Arg295Cys) 3 (37) /
¢.899G>C p.(Cys300Ser) 1 (18) /
¢.901_902dup p.(Lys301_307dup) 4 (49) (47)
c.925T>A p.(Ser309Thr) 3 (18) (28, 50)
c.929A>G p.(Tyr310Cys) 1 (38) (50)
€.942G>C p.(Trp314Cys) 1 (44) /
€.953C>T p.(Pro318Leu) 3 (50) /
€.987_989delCTG p.(*330Alaext*73) 1 (28) /

Tableau Il. Liste des mutations du géne B3GALT6 répertoriées chez ’'Homme. Lorsque les informations sont
disponibles, les mutations sont décrites aux niveaux nucléotidique et protéique. S’il est connu, le nombre de

patients porteurs de la mutation est précisé.

Parmi les quarante-sept mutations présentées dans le tableau, dix mutations sont
retrouvées a I'état homozygote chez dix-neuf patients. A I'exception de la mutation
p.(Argl79_180dup), qui consiste en une insertion de deux nucléotides (42), on retrouve tres
souvent des mutations par substitution: p.(Thr79Ala) (33, 51), p.(Tyr182Cys) (50),
p.(Phel86Leu) (42), p.(Arg197Cys) (36), p.(Cys206Trp) (29), p.(Asp207His), p.(Gly217Ser) (17),

p.(Glu265Asp) (33) et p.(Ser282lle) (47). La majorité des patients atteints sont donc porteurs



de mutations hétérozygotes composites avec une grande hétérogénéité au niveau des

variants (Tableau Ill).

Désignation du | Mutation sur la | Mutation sur la séquence | Diagnostic clinique proposé | Référence
patient séquence nucléotidique | protéique
Family 1 P1 €.619G>C p.(Asp207His) SEDsp-B3GALT6 (17)
€.619G>C p.(Asp207His)
Family 1 P2 €.619G>C p.(Asp207His) SEDsp-B3GALT6
€.619G>C p.(Asp207His)
Family 2 P3 c.323_344del p.(Ala108Glyfs*163) SEDsp-B3GALT6
€.619G>C p.(Asp207His)
Family 2 P4 c.323_344del p.(Ala108Glyfs*163) SEDsp-B3GALT6
€.619G>C p.(Asp207His)
Family 3 P5 €.649G>A p.(Gly217Ser) SEDsp-B3GALT6
c.649G>A p.(Gly217Ser)
F1P1 c.1A>G p.(Met1?) SEMD-JL1 (18, 28)
€.694C>T p.(Arg232Cys)
F1P2 c.1A>G p.(Met1?) SEMD-JL1
€.694C>T p.(Arg232Cys)
F2 P3 c.1A>G p.(Met1?) SEMD-JL1
c.466G>A p.(Asp156Asn)
F3 P4 c.1A>G p.(Met1?) SEMD-JL1
WT WT
F4 P5 c.1A>G p.(Met1?) SEMD-JL1
€.694C>T p.(Arg232Cys)
F5 P6 .694C>T p.(Arg232Cys) SEMD-JL1
€.899G>C p.(Cys300Ser)
F6 P7 c.1A>G p.(Met1?) SEMD-JL1
c.193A>G p.(Ser65Gly)
F7 P8 c.200C>T p.(Pro67Leu) SEMD-JL1
c.694C>T p.(Arg232Cys)
F8 P9 c.353delA p.(Asp188Alafs*160) SEMD-JL1
c.925T>A p.(Ser309Thr)
F9 P10 ¢.588delG p.(Arg197Alafs*81) SEDsp-B3GALT6
c.925T>A p.(Ser309Thr)
F9 P11 c.588delG p.(Arg197Alafs*81) SEDsp-B3GALT6
c.925T>A p.(Ser309Thr)
F10 P12 c.16C>T p.(Arg6Trp) SEDsp-B3GALT6
c.415_423del p.(Met139Alal4ldel)
Patient c.? p.(Ser159Tyr) SEDsp-B3GALT6 (34)
c.795A>C p.(Glu265Asp) SEMD-JL1
Syndrome d’Al-Gazali
F1 c.16C>T p.(Arg6Trp) SEMD-JL1 (51)
c.200C>T p.(Pro67Leu)
F3 €.235A>G p.(Thr79Ala) SEMD-JL1
c.235A>G p.(Thr79Ala)
F4 c.200C>T p.(Pro67Leu) SEMD-JL1
c.235A>G p.(Thr79Ala)
F5 c.200C>T p.(Pro67Leu) SEMD-JL1
€.235A>G p.(Thr79Ala)
F8 €.235A>G ¢.235A>G p.(Thr79Ala) SEMD-JL1
p.(Thr79Ala)




F10 .235A>G p.(Thr79Ala) SEMD-JL1
c.235A>G p.(Thr79Ala)
F1P1 c.227del p.(Ile76Thrfs*202) SEDsp-B3GALT6 (35)
c.766C>T p.(Arg256Trp) SEMD-JL1
F1P2 c.227del p.(lle76Thrfs*202) SEDsp-B3GALT6
c.766C>T p.(Arg256Trp) SEMD-JL1
Family 6 P1 ¢.556T>C p.(Phe186Leu) SEMD-JL1 (42, 46)
c.556T>C p.(Phel86Leu)
Family 7 P1 ¢.556T>C p.(Phel86Leu) SEMD-JL1
c.556T>C p.(Phel86Leu)
Family 7 P2 c.556T>C p.(Phel86Leu) SEMD-JL1
c.556T>C p.(Phel86Leu)
Family 8 P1 c.556T>C p.(Phel86Leu) SEDsp-B3GALT6
c.556T>C p.(Phel86Leu)
Family 9 P1 ¢.536_541dupGCCGCC p.(Ag179_Arg180dup) SEMD-JL1
¢.536_541dupGCCGCC p.(Ag179_Argl80dup)
F1P1 €.200C>T p.(Pro67Leu) SEMD-JL1 (45)
c.235A>G p.(Thr79Ala)
F1P2 c.200C>T p.(Pro67Leu) SEMD-JL1
c.235A>G p.(Thr79Ala)
F2 P1 c.200C>T p.(Pro67Leu) SEMD-JL1
c.235A>G p.(Thr79Ala)
P7 c.845_846delinsTA p.(Ser282lle) SEMD-JL1 (47)
c.845_846delinsTA p.(Ser282lle)
P8 €.901_921dup p.(Lys301_Arg307dup) /
c.511C>T p.(Argl71Cys)
F11V-2 ¢.511C>T p.(Arg171Cys) SEMD-JL1 (49)
€.901_921dup p.(Lys301_307dup)
F11V-3 c.511C>T p.(Argl71Cys) SEMD-JL1
€.901_921dup p.(Lys301_307dup)
F1IV-5 c.511C>T p.(Argl71Cys) SEMD-JL1
¢.901_921dup p.(Lys301_307dup)
Patient 1 €.618G>C p.(Cys206Trp) Syndrome d’Al-Gazali (29)
€.618G>C p.(Cys206Trp)
Patient 2 €.618G>C p.(Cys206Trp) Syndrome d’Al-Gazali
€.618G>C p.(Cys206Trp)
Patient 3 €.618G>C p.(Cys206Trp) Syndrome d’Al-Gazali
c.618G>C p.(Cys206Trp)
PI:1 ¢.795A>C p.(Glu265Asp) SEDsp-B3GALT6 (38, 50)
€.929A>G p.(Tyr310Cys)
PIl:1 ¢.513_520del p.(Glul74Alafs*266) SEDsp-B3GALT6
c.925T>A p.(Ser309Thr)
PIlI:1 c.477del p.(Phe160Serfs*118) SEDsp-B3GALT6
c.782G>A p.(Arg261His)
PIV:1 ¢.197_253del p.(Ala66_Arg84del) SEDsp-B3GALT6
c.953C>T p.(Pro318Leu)
PIV:2 ¢.197_253del p.(Ala66_Arg84del) SEDsp-B3GALT6
c.953C>T p.(Pro318Leu)
PIV:3 €.197_253del p.(Ala66_Arg84del) SEDsp-B3GALT6
c.953C>T p.(Pro318Leu)
PV:1 c.3G>A p.? SEDsp-B3GALT6
c.631C>T p.(Pro211Ser)
PVI:1 ¢.513_520del p.(Glu174Alafs*266) SEDsp-B3GALT6
c.430G>A p.(Asp144Asn)




PVII:1 c.545A>G p.(Tyr182Cys) SEMD-JL1
c.545A>G p.(Tyr182Cys)
PVIII:1 c.77T>C p.(Leu26Pro) SEDsp-B3GALT6
c.808G>A p.(Gly270Ser)
PIX:1 ¢.513_520del p.(Glul74Alafs*266) SEDsp-B3GALT6
c.181G>C p.(Val6llLeu)
PIX:2 ¢.513_520del p.(Glu174Alafs*266) SEDsp-B3GALT6
¢.181G>C p.(Val6llLeu)
Patient 3 c.[308C>T ; 353delA] p.[(Alal03Val); SEDsp-B3GALT6 (28)
c.987_989delCTG (Asp118Alafs*160)]
p.(*330Alaext*73)
Patient €.694C>T / SEMD-JL1 (52)
¢.539_540insCCT
Patient / p.(Arg232Cys) SEDsp-B3GALT6 (43)
p.(Phel85Cys)
Patient 67 c.16C>T p.(Arg6Trp) SEMD-JL1 (48)
¢.588dup p.(Arg197Alafs*246)
Patient c.589C>T p.(Arg197Cys) SEDsp-B3GALT6 (36)
c.589C>T p.(Arg197Cys) SEMD-JL1
Patient c.808G>A p.(Gly270Ser) SEMD-JL1 (44)
€.942G>C p.(Trp314Cys)
I:1 WT WT / (37)
¢.510_517del p.(Leul70fs*268)
11:1 WT WT /
¢.510_517del p.(Leul70fs*268)
11:2 WT WT /
¢.510_517del p.(Leul70fs*268)
1.1 c.883C>T p.(Arg295Cys) SEDsp-B3GALT6
¢.510_517del p.(Leul70fs*268)
1:2 .883C>T p.(Arg295Cys) SEDsp-B3GALT6
¢.510_517del p.(Leul70fs*268)
Patient 1 €.235A>G p.(Thr79Ala) SEMD-JL1 (33)
c.235A>G p.(Thr79Ala)
Patient 2 c.77T>C p.(Leu26Pro) /
c.631C>T p.(Pro211Ser)
Patient 3 c.795A>C p.(Glu265Asp) SEDsp-B3GALT6
c.795A>C p.(Glu265Asp) SEMD-JL1
Syndrome d’Al-Gazali

Tableau lll. Liste des patients identifiés porteurs de mutations de B3GALT6 dans I'ordre chronologique de leur

recensement. Lorsque les informations sont disponibles, les mutations homozygotes ou hétérozygotes

composites sont décrites aux niveaux nucléotidique et protéique. Si un diagnostic a été proposé, il est également

mentionné. Le SEDsp-B3GALT6 a été attribué a vingt-quatre patients (en vert), le SEMD-JL1 a trente-et-un

patients (en bleu) et le syndrome d’Al-Gazali a trois patients (en rouge). Pour les dix derniers patients, le

diagnostic est incertain (en noir).
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Il. Les matrices extracellulaires

Les SED sont des maladies qui causent une désorganisation des MEC et un déréglement
de leur homéostasie. Il convient donc de s’intéresser de plus prés a ces réseaux
tridimensionnels ordonnés et complexes qui entourent les cellules et qui sont principalement
constitués de trois types de macromolécules : les collagenes, les fibres élastiques et les
glycoprotéines. Dans les TC, ces derniéres sont surtout représentées par les PG. Les MEC sont
le siege de nombreux processus physiologiques essentiels et complexes tels que la

prolifération, la différentiation et la migration cellulaire (53).

Les connaissances sur la composition diverse et la complexité structurale des MEC ont été
compilées par Karamanos et al. (54). Pour les besoins de notre étude, cette section se
concentrera sur les voies de biosynthése et les structures des PG et des collagenes, les deux
macromolécules les plus abondantes des MEC. Leurs réles dans I'organisation et I’architecture
de la MEC seront explorés. Par la suite, nous évoquerons la relation fonctionnelle entre ces
deux familles afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués au cours des

maladies génétiques rares des TC telles que les SED (55).

1. Les protéoglycanes

Les PG sont des macromolécules ubiquitaires principalement retrouvées dans les MEC ou
intégrées aux membranes plasmiques des cellules. lls se composent d’une partie protéique
liée de maniére covalente a une ou plusieurs chaines polysaccharidiques linéaires appelées
GAG (56).

La synthése des chaines de GAG est initiée dans les compartiments tardifs du réticulum
endoplasmique (RE) puis se poursuit dans I'appareil de Golgi. Les GAG résultent d’'un
processus de maturation post-traductionnel de la protéine core des PG réalisé par différentes
enzymes de biosynthése, en premier lieu des glycosyltransférases (GT). Cette glycosylation est
complétée par I'action de sulfotransférases (ST), d’une kinase et d’une phosphatase.

Il existe une classification des PG établie selon leur localisation, leur degré d’homologie
génique ou protéique, la présence potentielle de modules protéiques spécifiques et la nature
de leurs chaines de GAG (57). La diversité des PG se reflete dans I'éventail de fonctions qu’ils

assurent au sein des cellules ou tissus, ce qui complexifie leur étude (Figure 1).
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LOCATION CLASSIFICATION GENE UniProt EPONYM PREDOMINANT PROTEIN

SYMBOL  ENTRY NAME GAG MODULE
INTRACELLULAR —— SECRETORY GRANULES ——— SRGN ——— SRGN ——  Serglycin  — Hep —— (A )
' - soc —— soc —— Syndecan, 14 — HS o)
I Lo —— o — N2 s @8O
- TGFBR3 —— TGFER3 — Betaglycan —— CSHS —— U
CELL SURFACE 7 v
L preRz1 —— PTPRZz — Phosphacan — ¢s — (3000
GPLANCHORED —— 6P —— GPC —— Glypican, 16 — HS
6
- HSPG2 —— PGBM —— Perlecan — Hs — @O D
I — — i — Hs — @IBCO
P BASEMENT AGRN AGRIN Agrin
ERGELLULAR MEMORANE ZOE I COL18AT — COL18A1 —— Collagen XVIIl — HS — ®*9)
L coL1sat —— corat —— Collagen XV — CSHS —— $®)
- ACAN — PGCA —— Aggrecan — CSKS — (Q@(&0)
— HYALECTAN ——+ veaN —csp2 — Versican — S — Q@(HO)
LECTICAN -
4 L meaN —— NCAN —— Neurocan — CS —
L scaN —— pGc8 —— Brevican — €8 — (e@l&F0)
BGN —— PGS1 ——  Bigjcan — CS (X D)
9—"-55—'{ ocN —— PGS2 Decoin — DS — (A
ASPN —— ASPN ——  Asporin  — — AD
» ECM2 —— ECM2 —  ECM2 — — CAD
Cowowow | oeAk — K —  EMX —  — (&)
3 oD —— FMOD —— Fibromodulin — KS — a)
a ey oMy —— wm —  Lumican — KS — Aa)
& PRELP —— PRELP —  PRELP  — — OB
@
= KERA —— KERA —— Keratocan — ks — (CA)
EXTRACELLULAR —— gg OMD ——— OMD —— Ostecadherin — KS —— Ca)
é: epyc —— EPYC —— Epiphycan — DSICS —— )
58 ME oPTC —— ©OPT —  Opticin  — A
£ 06N —— MME — Osteoglycin — - T
i CHAD —— CHAD —— Chondroadherin — — A&
CASSIVL  wyx ——— NYX ——  Nyctalopin  — — CAaD)
L NON-CANONICAL 13K0 TSK —  Tsukushi — Ca)
5 CLAssv [ PODN —— PODN ——  Podocan — — A
PODNLT ——— B723M0 —— Podocan-Like 1 — —_ A
- $POCK ————— SPOCK —— TGN —— Testican, 1-3 — HS ——
KEY '
|ASer~GIy repeat 0 PDZ Binding Domain ) CSPG Repeats (O Laminin Like Domain
GAG - Glycosaminoglycan

I db Zona Pellucida G Carbonic Anhydrase Protein Tyrosine Phosphatase D1/2 <>Fibmnecnn T
Heparin

! OSea Urchin Sperm Protein, Enterokinase and Agrin O LDL Receptor Class A Repeat
Heparan Sulfate |

Chondroitin Sulfate | §3'9S DEGF-Like ) Follistatin [1STRich  WpFrizzled QO Thrombospondin-Like 1

Keratan Sulfate | @Proteoglycan Tandem Repeat A C-type Lectin @ Complement Binding Protein

Dermatan Sulfate 1 \Leucine-Rich Repeat 'Ear repeat [ JAcidic & Thyroglobulin-Like [l EC Calcium-Binding
.

J

Figure 1. Classification des protéoglycanes. Les familles sont déterminées par la localisation, I’homologie

génique et protéique et les différents modules retrouvés le long de la séquence protéique. Par exemple, un

protéoglycane (PG) transmembranaire est le syndécan 1, codé par le géne SDC. Il porte des chaines de

glycosaminoglycane (GAG) de type héparane sulfate (HS). Un PG extracellulaire est la décorine, faisant partie de

la famille des small leucine-rich proteoglycans (SLRP). Il est codé par le géne DCN et arbore principalement des

chaines de GAG de type dermatane sulfate (DS). Adapté de (57).

a.

Structure et classification

La protéine-core, partie protéique des protéoglycanes

La partie protéique est nommeée protéine-core, en raison de son réle central identitaire

et fonctionnel pour le PG. Elle porte des séquences d’attachement des chaines de GAG et

détermine la localisation du PG mature : intracellulaire, membranaire ou extracellulaire (57).
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En fonction de sa protéine-core, le PG peut étre attaché a la membrane plasmique via une
ancre glycosylphosphatidylinositol comme dans le cas des glypicans (58), étre
transmembranaire et potentiellement clivé puis secrété dans la MEC comme les syndécans

(59) ou encore étre directement secrété dans la MEC comme la décorine (60) (Figure 2).

Décorine ?
Glypican

Syndécan

Extracellulaire »

Intracellulaire

Figure 2. Représentation schématique de la localisation de plusieurs protéoglycanes. Les parties protéiques
sont représentées en noir et la bicouche lipidique de la membrane plasmique est représentée en bleu. Deux
protéoglycanes (PG) transmembranaires sont représentés : le syndécan et le glypican. Le syndécan posséde un
segment transmembranaire et plusieurs chaines de glycosaminoglycanes (GAG) extracellulaires, majoritairement
de type héparane sulfate (HS) en orange. Le domaine extracellulaire possede un site de clivage (pointe de fleche
rouge) qui permet au PG d’étre secrété dans la matrice extracellulaire (MEC). Le glypican est attaché du cété
extracellulaire de la membrane par une ancre glycosylphosphatidylinositol en rouge et porte également des
chaines de GAG de type HS. La décorine est un PG extracellulaire arborant une chaine de GAG de type

chondroitine (CS) / dermatane sulfate (DS) en vert.

On distingue plusieurs catégories de chaines de GAG en fonction de leur composition
glucidique : les chaines de GAG de type chondroitine sulfate (CS) / dermatane sulfate (DS),
de type héparane sulfate (HS) / héparine (Hep), de type kératane sulfate (KS) et I'acide
hyaluronique (AH).

Les chaines de GAG de type CS, DS, HS et Hep partagent une structure commune en tout
début de chaine : 'amorce tétrasaccharidique (61, 62). Leur synthése se poursuit a partir de
cette amorce par |'ajout successif de motifs disaccharidiques sulfatés (Figure 3). Les chaines
de GAG de type KS ne possédent pas d’amorce tétrasaccharidique (63). L'AH est, quant a lui,

une chaine de GAG non sulfatée et non reliée a une protéine-core (64).
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Figure 3. Schéma simplifié de la synthése des chaines de chondroitine sulfate, dermatane sulfate et héparane
sulfate a partir de I'amorce tétrasaccharidique. L’ajout des différents résidus saccharidiques est réalisé de fagon
successive par des glycosyltransférases (GT) spécifiques de chacune des voies de biosynthése. Des modifications
non représentées telles que des sulfatations et une phosphorylation au niveau de I'amorce et des chaines de
glycosaminoglycanes (GAG) en cours de synthése sont également observées. Les chaines de GAG de type
héparane sulfate (HS) sont composées d’une répétition d’un motif disaccharidique N-acétylglucosamine (GIcNAc)
— acide glucuronique (GlIcA) alors que les chaines de type chondroitine sulfate (CS) sont composées d’un motif
disaccharidique N-acétylgalactosamine (GalNAc) — GIcA. Au sein des chaines de dermatane sulfate (DS), le GIcA
est épimérisé en acide iduronique (IdoA). La fleche noire en gras indique le sens d’élongation de la chaine
polysaccharidique. Xyl : xylose. Gal : galactose. XyIT-I/-1I : xylosyltransférase 1 et xylosyltransférase 2. B4GalT7 :
B1,4-galactosyltransférase 7. 33GalT6 : B1,3-galactosyltransférase 6. GICAT-1: B1,3-glucuronosyltransférase 1.
DSE : dermatane sulfate épimérase. CSGalNACT : chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase. ChSy :

chondroitine sulfate synthase. ChPF : chondroitin-polymerizing factor. EXTL : exotosine-like. EXT : exotosine.

L’amorce tétrasaccharidique :

L’amorce tétrasaccharidique est une succession de quatre oses spécifiques faisant office
de zone de liaison entre la protéine-core et la suite de la chaine de GAG de type CS, DS, HS ou
Hep (Figure 3). Elle débute par I'ajout d’un xylose (Xyl) sur un résidu Ser d’un motif Ser-Gly de
la protéine-core par deux isoformes de xylosyltransférase, la xylosyltransférase 1 (XyIT-1) ou
la xylosyltransférase 2 (XyIT-Il) (EC 2.4.2.26) (65, 66). L’ajout du second résidu saccharidique,

un galactose (Gal), est catalysé par la B4GalT7 (16). Un deuxieme Gal est ensuite ajouté par la
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B3GalT6 (67), 'enzyme faisant I'objet de mon travail. Le dernier monosaccharide de I'amorce
est I'acide glucuronique (GIcA), dont I'ajout est catalysé par la B1,3-glucuronosyltransférase
1 (GIcAT-1) (EC 2.4.1.135) (68).

De facon intéressante, le Xyl peut étre phosphorylé par la xylosylkinase FAMily with
sequence similarity 20 member B (FAM20B) (EC. 2.7.1) (69) vraisemblablement aprés I'ajout
du premier Gal, étape qui favorise I'activité de la B3GalT6 (70) et de la GIcAT-I (71). La
déphosphorylation du Xyl, assurée par la 2-phosphoxylose phosphatase 1 (PXYLP1) (EC.
3.1.3), aurait lieu aprées la réaction catalysée par la GIcAT-I afin de permettre I'élongation de
la chaine (72, 73). La phosphorylation transitoire du Xyl joue donc un réle majeur dans la
régulation des étapes précoces de la synthese des chaines de GAG. Néanmoins, la chronologie

précise des réactions de phospho-/déphosphorylation n’est pas complétement établie (Figure

4).

GIcAT-| 3GalT6 paGalT7
c -
B3Ga XyIT-1 / Xyl T-11
3 3 Gal g x

0 0 3

HO
0
] ;m
o]
OH OH OH

PXYL P 1 déphosphorylation /
FAM 20 B phosphorylation

Figure 4. Biosynthése de I'amorce tétrasaccharidique des chaines de glycosaminoglycanes. L'initiation de la
biosynthése a lieu dans les compartiments tardifs du réticulum endoplasmique (RE) au niveau d’un résidu Ser de
la protéine-core. Quatre réactions enzymatiques ont lieu grace a la xylosyltransférase 1 (XyIT-l) ou la
xylosyltransférase 2 (XyIT-Il), la 1,4-galactosyltransférase 7 (B4GalT7), la B1,3-galactosyltransférase 6 (33GalT6)
et la B1,3-glucuronosyltransférase 1 (GIcAT-1) catalysant respectivement les ajouts successifs de résidus xylose
(Xyl), galactose (Gal), Gal et acide glucuronique (GIcA). La FAMIily with sequence similarity 20 member B (FAM20B)
et la 2-phosphoxylose phosphatase 1 (PXYLP1) sont respectivement la kinase et la phosphatase qui permettent

la phosphorylation et déphosphorylation du Xyl. La fleche noire en gras indique le sens de la synthese de I'amorce

tétrasaccharidique.
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L’élongation des chaines de GAG :

Les chaines de GAG sont des répétitions de motifs disaccharidiques constitués d’un acide
uronique et d’'une hexosamine qui sont différents selon la nature de la chaine et se présentent
de la maniére suivante (64) :

(i) Les CS sont composés d’une succession du disaccharide N-acétylgalactosamine

(GalNAc) — acide glucuronique (GIcA).

(ii) Les DS sont composés d’une succession du disaccharide GalNAc — acide

iduronique (IdoA).

(iii) Les HS, ainsi que I'Hep, sont composés d’une succession du disaccharide N-

acétylglucosamine (GlcNAc) — GlcA. Ce dernier peut étre épimérisé en IdoA.

(iv) Les KS sont composées d’une succession du disaccharide Gal — GIcNAc.

(v) L’AH est composé du disaccharide GlcA — GIcNAc.

Pour les CS et DS, le premier saccharide ajouté par une chondroitin sulfate N-
acetylgalactosaminyltransferase (CSGalNAcT) est un GalNAc tandis que pour les HS et I'Hep,
le premier saccharide ajouté par I'’exotosine-like (EXTL) 3 est un GIcNAc. Une question
récurrente a été de savoir quels sont les mécanismes moléculaires qui déterminent si une
chaine de GAG deviendra un CS ou un HS, i.e. si un GalNAc ou un GIcNAc est ajouté sur
I'amorce tétrasaccharidique. Il semble que la synthése se dirige vers la formation d’une chaine
de type HS en fonction de la composition de la séquence protéique autour du motif Ser-Gly.
En effet, 'EXTL3 interagit de facon spécifique avec des résidus basiques de la protéine. De

I'autre coté, les CSGalNAcT ne semblent reconnaitre que I'amorce tétrasaccharidique (74).

Les modifications des chaines de GAG :

A I'exception de I’AH, les chaines de GAG portent des groupements sulfates qui
contribuent a leur charge globale négative (75) (Tableau IV). Les sulfatations représentent
ainsi une étape importante de maturation qui est réalisée par plusieurs familles de ST a
différents endroits de la chaine.

Les CS peuvent étre 4-O-sulfatés ou 6-O-sulfatés sur leurs GalNAc, ainsi que 2-O-
sulfatés sur leurs GIcA. Les possibilités de sulfatation des DS sont les mémes : le GIcA étant
épimérisé en IdoA, la 2-O-sulfatation est alors réalisée sur I'ldoA (76).

Le processus de sulfatation des HS mobilise un grand nombre d’enzymes. Tout d’abord,

les GIcNAc peuvent étre N-déacétylées puis N-sulfatées par la famille des N-déacétylases-N-
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sulfotransférases (NDST), et ce de facon non-exhaustive, pour former des glucosamines N-
sulfatées ou non. Les HS possedent ainsi des régions fonctionnelles distinctes, comprenant
des domaines sulfatés (domaines S) entrecoupés de région N-acétylées faiblement sulfatées
(domaines N). Les glucosamines peuvent ensuite étre 6-O-sulfatées et 3-O-sulfatées. De plus,
les GIcA et les IdoA peuvent étre 2-O-sulfatés. De nombreuses isoformes de ST sont
responsables de ces modifications (76). Enfin, apres passage dans le milieu extracellulaire, le
PG de type HS peut étre modifié par une famille de désulfatases, les Sulf, capables de réaliser
une 6-0O-désulfatation (77).

Ces modifications conférent de multiples capacités d’interaction aux chaines de GAG.
Par exemple, la 6-O-sulfatation des HS augmente leur affinité envers le FGF, participant ainsi
a la migration et la division cellulaire (78). La désulfatation opérée par Sulf-1 atténue alors la
prolifération des cellules, et I'on observe une diminution du taux d’expression de Sulf-1 dans
des cas de cancers (79).

Un autre exemple est 'effet anticoagulant et anti-inflammatoire des 3-O-sulfatations
et des 6-O-sulfatations des chaines de GAG de type HS (80). De plus, bien que rares (81) les 3-
O-sulfatations ont des roles pro- ou anti-oncogenes, selon le contexte cellulaire et tumoral
considéré (82, 83). L‘'expression des genes codant pour les 3-O-sulfotransférases est souvent
épigénétiguement modifiée lors d’un cancer, faisant de ces génes de potentiels biomarqueurs
et procurant des informations sur les mécanismes de progression tumorale (82, 84).

Enfin, c’est en grande partie grace a la charge négative des sulfatations que les chaines
de GAG peuvent interagir avec les molécules d’eau pour conférer aux TC une résistance aux
forces de compression (85). Les sulfatations sont donc des modifications extrémement

importantes pour les fonctions biologiques des chaines de GAG.
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Tableau IV. Structure et composition des chaines de glycosaminoglycanes en fonction de la nature de la chaine

considérée. Le motif disaccharidique est composé d’un acide uronique et d’une hexosamine dans le cas des

CS/DS et HS ou d’un Gal et d’'une hexosamine dans le cas des KS. La colonne « composition disaccharidique »

indique les sites de sulfatation (représentés par des encadrés en pointillés rouges) et la nature des liaisons de

part et d’autre de chaque saccharide. x : élément absent. v' : élément présent. Adapté de (62).

b.

La structure des petits protéoglycanes riches en leucine

Les petits PG riches en leucine (small leucine-rich proteoglycans, SLRP) sont la plus grande

famille de PG. Nous pouvons citer la décorine (86), le biglycan (87) ou encore la fibromoduline

(88) parmi les SLRP les plus étudiés. Exclusivement retrouvés dans la MEC, les SLRP ont pour

particularité d’avoir une protéine-core plus petite que celles d’autres PG matriciels comme

I'aggrécane. Leur masse moléculaire excéde rarement les 40 kDa (89).

Il existe dix-huit génes qui codent pour des protéines-core de SLRP exprimées de facon

ubiquitaire dans nos tissus (90, 91). La classification actuelle les répartit en cing classes

notamment en fonction de la conservation des génes au cours de I'évolution, des homologies

géniques et protéiques et de I'organisation du gene au niveau du chromosome. Les classes |,

Il et lll comprennent les génes « canoniques » codant pour dix SLRP, dont la décorine et le
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biglycan qui portent respectivement une ou deux chaines de GAG de type CS/DS. Les classes
IV etV, quant a elles, regroupent les huit autres SLRP qui ne possédent pas de chaines de GAG.
Cependant, des homologies de structure au niveau de la protéine-core ainsi que des fonctions
proches des SLRP canoniques leur permettent d’en faire partie (92) (Figure 1).

Les SLRP possédent des séquences protéiques caractéristiques. Les plus représentatives
sont des régions de répétions riches en leucines (leucine-rich repeats, LRR), trés conservées et
constituées d’un motif LxxLxLxxNXxL, ou « L » est une Leu, une lle, une Val ou une Phe, « N »
est une Asn, une Thr, une Ser ou une Cys et « x » est un résidu quelconque (93). Les LRR
contiennent vingt a trente résidus et sont présentes en moyenne dix a douze fois par séquence
protéique de SLRP (94). Un second motif conservé est nommé ear repeat a |'extrémité Cier,
correspondant au passage de I'avant-derniére a la derniére LRR. Remarquées pour la premiére
fois lors de la cristallisation de la décorine, elles ressortent « comme des oreilles » de la forme
solénoide réguliere qu’adoptent les SLRP. A titre d’exemple, I'avant-derniére et la derniére
LRR de la décorine contiennent chacune une Cys entre lesquelles un pont disulfure est formé.
Ces deux LRR sont plus longues que les autres, particulierement dans la séquence des SLRP
kératocan et Proline arginine-Rich-end Leucine-rich repeat Protein (PRELP). De ce fait, elles
ressortent clairement de la structure (95) (Figure 5). On peut également noter la présence

d’une région riche en Cys a I'extrémité Nier (96).

Ear repeat

Figure 5. Modeéle ruban de la structure de la décorine bovine cristallisée représentant les répétitions riches en
leucine. Les fleches et les hélices indiquent les brins B et les hélices a, respectivement. Les douze répétitions
riches en leucine (leucine-rich repeats, LRR) sont numérotées en chiffres romains et sont discernées par une
alternance de leur couleur (rouge et bleu). La structure ear repeat, qui ressort de la structure solénoide et fait le

lien entre les LRR XI et XIl, est annotée. Les deux cystéines Cys?®* et Cys3'’ formant un pont disulfure pour
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permettre d’adopter cette structure particuliére sont annotées et représentées en batonnets. Modele préparé

sur PyMOL (PDB : 1XKU) (95).

2. Les collagénes

Les collagenes sont la superfamille de protéines les plus abondantes des MEC,
représentant environ 30 % de la masse protéique totale des mammiféres (97). Ils sont tres
conservés a travers les espéces et organismes et leurs roles ont été décrits extensivement. Au
cours du temps, la découverte de nouveaux collagénes et I'exploration de leurs structures et
fonctions a permis de mieux répondre a la question posée en 1983 par Steffen Gay et Edward

J. Miller : « What is collagen, what is not ? » (98).

a. Classification des collagénes

Il existe vingt-huit collagénes distincts chez les vertébrés, chacun étant identifié par un
chiffre romain. Ce sont des composants matriciels qui ont pour caractéristique de s’associer
en une triple hélice a partir de trois chaines polypeptidiques a.

En fonction du collagene considéré, I'association des chaines a se fait de fagcon spécifique.
Par exemple, il existe un seul type de chaine a pour le Col Il, la chaine al(ll) codée par le géne
COL2A1. Trois de ces chaines s’associent pour former le Col Il sous la forme homotrimérique
al(ll)s (99). D’autres collagenes sont composés de plusieurs types de chaines a. C’'est le cas
du Col | qui est composé de chaines al(l) et a2(l), respectivement codées par les génes
COL1A1 et COL1A2. On le retrouve alors sous forme hétérotrimérique al(l),a2(l) (100).
Certains collagénes sont le résultat de I'association de trois chaines polypeptidiques de
collagénes différents, comme le Col V/XI. La composition de ce collagéne est al(Xl)al(V)a3(XI)
(101, 102).

Les collagenes sont regroupés en famille selon leur structure, leurs fonctions et leur
localisation (103). On retrouve notamment (Figure 6) :

e Les collagenes formant des fibrilles, ou collagénes fibrillaires comme les Col I, Col Il,
Col lll et Col V. lls possedent un long domaine principal en triple hélice.

e Les collagénes associés aux fibrilles avec des triples hélices interrompues (fibril-
associated collagens with interrupted triple helices, FACIT) comme les Col IX, Col XII et
Col XIV. Contrairement aux collagenes fibrillaires, ils possedent plusieurs domaines en

triples hélices séparés par des séquences n’en formant pas.
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Figure 6. Organisation structurale des chaines polypeptidiques a formant les collagénes fibrillaires et des
collagénes associés aux fibrilles avec des triples hélices interrompues. Les structures des chaines
polypeptidiques a sont représentées des extrémités Nir vers Cier. L'association des chaines en triples hélices se
fait grace aux domaines composés de répétitions de triplet Gly-Xaa-Yaa (gris), séparés par des domaines non-
collagéniques (bleu clair). Les chaines a formant les collagénes fibrillaires possédent un propeptide (vert clair)
clivé lors de leur maturation et certains d’entre eux peuvent subir un épissage alternatif (rose). Les FACIT
possédent souvent des répétitions de type 1l de la fibronectine (vert) et/ou des domaines de type A du facteur
de von Willebrand (bleu). La plupart de ces chaines posséde un domaine de fixation a la thrombospondine

(jaune). Adapté de (103).

b. Synthése et maturation des collagénes fibrillaires

De maniere générale, la synthese des collagénes fibrillaires débute par la transcription et
la traduction des chaines a, dont une caractéristique est de posséder un nombre important
de triplets Gly-Xaa-Yaa formant les domaines collagéniques nécessaires a la trimérisation. Le
résidu Xaa est souvent une Pro et le résidu Yaa est souvent une Pro hydroxylée dans le RE par
la prolyl 4-hydroxylase (P4H), formant une 4-hydroxyproline (4Hyp) (104). Ces séquences
polyprolines séparées par des Gly, un acide aminé peu encombrant, permettent a la chaine a
d’adopter une structure hélicoidale extrémement stable (105).

Des résidus Lys retrouvés dans la séquence ou au niveau des télopeptides des chaines a
peuvent étre hydroxylés en 5-hydroxylysines (5Hyl) par la lysyl hydroxylase 1 (LH1), 2 (LH2) ou

3 (LH3) (106). La LH3 peut ensuite ajouter un Gal puis potentiellement un glucose a des 5Hyl
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spécifiques (107). Si les 5Hyl participent activement a I'association des chaines a, les
glycosylations permettent de réguler ce processus (108).

Aidés notamment par la stabilisation apportée par les nombreuses 4Hyp en position Yaa
(109), par I'hydroxylation des Lys et par la formation de ponts disulfures entre les extrémités
Cter des chaines q, les collagenes fibrillaires vont s’associer en hélices trimériques nommées
procollagenes par le biais de liaisons croisées (110) préalablement a leur sécrétion dans la
MEC via un transport par des vésicules sécrétoires (111). Elles y subissent une étape de clivage
des extrémités Nir par une métalloprotéinase (A Disintegrin And Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs 2 (ADAMTS-2)) (112) et Cier par deux métalloprotéinases (Bone
morphogenic protein 1 / Tolloid-like proteinases (BMP-1/mTLD)) (113). L’hélice trimérique est
alors appelée tropocollagene.

Suivant ces clivages, les Lys et 5Hyl des chaines a peuvent subir une nouvelle modification.
La lysyl oxidase (LOX) et ses isoformes lysyl oxidase-like 1 (LOXL1), 2 (LOXL2), 3 (LOXL3) et 4
(LOXL4) sont des enzymes extracellulaires capables d’oxyder les Lys et 5Hyl en allysines et 5-
hydroxyallysines, respectivement (114). Cette modification est indispensable a I'assemblage
du réseau collagénique car elle participe a la création de liaisons croisées entre les triples
hélices de collagenes fibrillaires, donc aux propriétés mécaniques de la MEC (115). Ce

processus est la fibrillogenése qui sera détaillée dans la section 11.3.a (116).

c. La structure du collagéne de type Xll, collagéne et protéoglycane a la fois

Le Col XII est un FACIT, un collagéne non fibrillaire mais qui s’associe aux collagéenes
fibrillaires, dont la structure est détaillée dans la Figure 7. L'unique chaine a du Col Xll est la
chaine polypeptidique al(Xll) codée par le gene COL12A1. Elle est constituée de deux petits
domaines collagéniques COL1 et COL2 interrompus par deux domaines non-collagéniques
NC1 et NC2 et est terminée par un long domaine non-collagénique NC3 (117). Ce dernier est
constitué de dix-huit répétitions de type lll de la fibronectine interrompues par quatre

domaines de type A du facteur de von Willebrand.

Il existe quatre isoformes de la chaine polypeptidique al(X!l) di a deux événements

d’épissages alternatifs distincts (118) :
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- Deux isoformes différant au niveau du domaine NC3 consistent en une forme longue
nommé al(XIlIA) et une forme courte al(XIIB) (Figure 7A). La partie commune se
trouve du c6té 3’ de la séquence nucléotidique, codant pour les domaines COL1 et
COL2 (119). Le domaine NC3 de la chaine a1(XIIA) est deux fois plus long que celui de
la chafne a1(XIIB). Ces deux isoformes peuvent s’associer entre elles. En effet, ce sont
les domaines collagéniques qui permettent I'association des chaines pour former une
molécule de collagene trimérique a I'aide de ponts disulfures a I'intersection entre le
domaine NC3 et le domaine COL2 et de liaisons croisées entre les domaines
collagéniques de chaque monomere (120). On trouve ainsi des homotriméres de Col
Xl al(XllA)s ou al(XIlIB)s ainsi que des hétérotrimeres, par exemple
[a1(XIA)]2,a1(XIIB) (Figure 7B) (117).

- Deux isoformes différant au niveau du domaine NC1 avec un long domaine NC1 ou un
court domaine NC1, sans impact majeur sur la structure globale de la molécule (121).
Les informations structurales et fonctionnelles de ces isoformes étant limitées, elles
ne seront pas traitées dans ce manuscrit.

Le Col XIl est exprimé dans les tissus osseux, ligamenteux, tendineux, cartilagineux,
musculaires et cutanés lors du développement embryonnaire (122, 123). De fagon
intéressante, son expression post-natale est fortement régulée. |l devient alors spécifique de
certains tissus comme les ligaments péridentaires (124) et la cornée (125). Chacune des deux
isoformes al(XIIA) et al(XIIB) ont elles-mémes des taux d’expression différents au cours du
développement du poussin (117). Cette différence d’expression peut étre due a 'action de

facteurs de croissance comme le transforming growth factor beta (TFGB) (126).
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Figure 7. Schéma de la structure protéique du collagéne de type Xll. (A) Schéma distinguant les isoformes
majeures des chaines a du Col XII. Le Col Xll consiste en deux domaines collagéniques COL1 et COL2 séparés par
deux petits domaines non-collagéniques NC1 et NC2. Un troisieme domaine non-collagénique NC3 constitué d’un
domaine thrombospondine, de répétitions de type Il de la fibronectine et de domaines de type A du facteur de
von Willebrand est situé en Nir. Le géne COL12A1 subi un épissage alternatif donnant naissance a deux
isoformes : un al(XIIB) de petite taille ou un al(XIIA) de grande taille. La chaine a1(XIIA) est substituée par au
moins une chaine de glycosaminoglycane (GAG) de type chondroitine sulfate (CS) située au niveau du domaine
NC3, entre un domaine de type A du facteur de von Willebrand et une répétition de type Ill de la fibronectine. Il
existe un autre épissage alternatif aux conséquences mineures (non représenté). (B) Schéma de la structure
hétérotrimérique du Col XlI, ici [al(XIIA)],,al(XIIB). Les chaines a s’associent grace a leurs domaines COL1 et

COL2. Adapté de (127).

iii. Les chaines polypeptidiques a1(XIIA) sont des protéoglycanes

L'isoforme longue al(XIIA) possede une chaine de GAG de type CS sur le domaine NC3
(Figure 7) et trois autres sites potentiels d’attachement de GAG ont été identifiés sur ce méme
domaine NC3 (128, 129). Les Col XIl ayant au moins une chaine longue al(XIlIA) sont donc des
PG dont la glycosylation débute par la synthese de I'amorce tétrasaccharidique décrite dans
la section Il.1.a. Il n’y a pas de données expérimentales quant a la fonction de la chaine de

GAG identifiée.
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3. La relation fonctionnelle entre les protéoglycanes et les collagénes

L’homéostasie d’un tissu est assurée grace aux multiples acteurs qui le composent. Parmi
ceux-ci, les collagenes et les PG occupent une place majeure. On dénombre vingt-huit
collagénes (103) et plus de quarante PG (57). Ces molécules sont exprimées de facon
différente selon I’age de l'individu et le tissu considéré. Certains PG interagissent avec les
collagenes pour créer et consolider des fonctions spécifiques, notamment lors de la
fibrillogenése et de I'ancrage du réseau collagénique dans les MEC. Lorsque cette relation est

compromise, des atteintes multiples au niveau de la MEC peuvent se déclarer.

a. La fibrillogenése

La fibrillogenese est le processus complexe et extrémement contrélé d’assemblage des
collagenes fibrillaires en un réseau régulier dans I'espace extracellulaire, adapté au tissu (130).
Il s’agit de I'association de molécules de tropocollagénes fibrillaires en fibrilles, puis en fibres.
Des expériences in vitro ont pointé vers un assemblage spontané des fibres de collagene (131,
132), mais d’autres acteurs interviennent également dans la fibrillogenése in vivo : des
collagenes fibrillaires et non fibrillaires (133), des PG (134) et autres glycoprotéines, ainsi que
d’autres fibres.

Cette section traite principalement de la fibrillogenése du Col |, largement retrouvé dans
les tissus vasculaires, cutanés, osseux et tendineux (135). Un schéma récapitulatif est
représenté en Figure 8.
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Figure 8. Schéma des grandes étapes de la fibrillogenése. Les molécules de Col | synthétisées sont transportées
vers la matrice extracellulaire (MEC) dans des vésicules. Leurs N-propeptides et C-propeptides sont clivés par
deux métalloprotéinases (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin motifs 2 (ADAMTS-2) et

Bone morphogenic protein-1 / Tolloid-like proteinases (BMP1/mTLD)). Les fibres de Col I, de Col Ill et de Col V
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s’associent lors de la nucléation. L’organisation est assurée par la fibronectine et les intégrines. Des paramétres
comme le diamétre, la taille, la régularité et la vitesse de formation du réseau sont ensuite régulés par différents
acteurs. Les small leucine-rich proteoglycans (SLRP) comme la décorine s’associent aux fibres de Col | grace a leur
partie protéique et au Col Xll grace a leurs parties glucidiques. La décorine s’associe également avec la ténascine
X (non montré). Le Col Xl s’associe avec les fibres de Col | grace a ses domaines collagéniques COL1 et COL2.
L'isoforme longue Col XIIA s’associe également a la ténascine X grace a son domaine non collagénique NC3.

Adapté de (55).

Apres le clivage des N-propeptides et des C-propeptides et sa sécrétion sous forme de
tropocollagéne, le Col | va s’associer notamment avec le Col V, de facon tissu-dépendante a
I'aide de plusieurs protéines (136). Le Col V est un nucléateur lors de cet assemblage, c’est-a-
dire gu’il est impliqué activement dans l'initiation, mais également de la régulation de la taille,
de la largeur et de la régularité des fibrilles de collagéne (Figure 8) (137, 138). Il en résulte la
formation de fibrilles hétérotypiques I/V composées de collagene fibrillaire « majoritaire » (ici
le Col I) et de collagene fibrillaire « minoritaire » (ici le Col V). Le clivage des N-propeptides du
Col V n’est pas total (139). Il conserve ainsi un domaine non-collagénique qui s’insére entre
deux Col | et qui va étre exposé a la surface des fibrilles (Figure 9). Le Col Xl est également
impliqué dans ces étapes préliminaires de I'assemblage fibrillaire notamment avec le Col Il

pour former les fibrilles hétérotypiques II/XI (140).

Collagéne de type | Collagéne de type V
— | S,
N C N C

Clivage des propeptides

Assemblage fibrillaire

Figure 9. Clivage des propeptides et initiation de I’assemblage des fibrilles de collagene. Aprés leur sécrétion
dans la matrice extracellulaire (MEC), les propeptides des Col | sont clivés. Ceux des Col V le sont totalement a
I'extrémité Cier et partiellement a I'extrémité Ne. Les fibrilles s’assemblent avec une majorité de Col | et une
minorité de Col V dont le N-propeptide est exposé a la surface. Il en résulte une fibrille hétérotypique I/V. Adapté

de (130).
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Les organisateurs sont la fibronectine et les intégrines. Elles ont pour role d’assister a la
nucléation et d’organiser le réseau naissant dans I'espace péricellulaire (141) (Figure 8).

La fibronectine est une glycoprotéine fibrillaire matricielle et dimérique, capable de se lier
a la chaine al(l) du Col I (142). Cette interaction permet d’accélérer la nucléation entamée au
début de la fibrillogeneése et participe a I'organisation globale du réseau (143, 144). En outre,
cette interaction est nécessaire pour limiter la dégradation des collagenes (145, 146), ce qui
protege les tissus d’un vieillissement prématuré. En effet, le taux de synthése des collagenes
baisse graduellement avec I'age (147). Il est donc nécessaire de conserver au maximum les
collagénes synthétisés car leur production par I'organisme est limitée dans le temps.

Certaines intégrines sont capables de se lier au Col | pour participer a la fibrillogenese
(148). D’autres jouent indirectement un role en se liant a la fibronectine, I'absence de cette

interaction intégrine/fibronectine entrainant la perte du réseau collagénique (149).

Les FACIT et les SLRP sont les principaux régulateurs de la composition et de I’organisation
de la MEC grace a des mécanismes de contréle du taux d’assemblage, de la taille, du diametre

et de la structure des fibrilles de collagéne (Figure 8) (132, 150, 151).

Les SLRP :

Lors de la fibrillogenése, les parties protéiques des SLRP peuvent interagir avec les
collagenes fibrillaires (152). La décorine établit une interaction avec le Col | grace a son motif
conservé 203SYIRIADTNIT?13, Cette séquence se situe a cheval sur les LRR n°5 et n°6 et est
retrouvée de facon homologue chez d’autres SLRP tels que le biglycan et I'asporine (153)

(Figure 10).
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SYRIADTNIT

Figure 10. Modeéle ruban de la structure de la décorine bovine cristallisée représentant la séquence de fixation
au collagéne de type l. Les fleches et les hélices indiquent les brins B et les hélices a, respectivement. La séquence

SYIRIADTNIT de fixation au Col | est représentée en rouge. Modele préparé sur PyMOL (PDB : 1XKU) (95).

Une modélisation du complexe entre la protéine-core de la décorine et les fibrilles de Col
| suggéere que l'interaction se fait entre la partie protéique de la décorine et plusieurs fibrilles
de collagéne a la maniére d’une pince qui dicterait le diameétre des fibres de collagéne matures
(154). La capacité d’interaction des SLRP avec plusieurs fibrilles de Col I (155, 156) de facon
périodique le long des fibrilles (157) consolide le réseau naissant. Des ponts interfibrillaires
sont créés par leurs chaines de GAG (158). Le tout participe a I'organisation des collagénes
fibrillaires et a I'ancrage de la MEC (159) (Figure 11). La protéine-core du biglycan adopte une
forme solénoide lorsque ses chaines de GAG sont correctement synthétisées : la stabilité
conformationnelle de la partie protéique est dépendante de la synthése de la partie
glucidique, ce qui serait critique pour sa fonction biologique (160). L’absence ou la mauvaise
synthése des chaines de GAG peut donc perturber I'interaction de la protéine-core aux fibres

de Col | en plus d’avoir un impact direct sur la formation des ponts interfibrillaires.
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Figure 11. Image du réseau collagénique de la cornée de bovin obtenue par microscopie a transmission
électronique. Une coupe transversale est visible a gauche de I'image, tandis qu’une coupe longitudinale est
visible a droite de I'image. Astérisques : fibre de collagéne. Longues fleches blanches : fibre de collagéne. Petites
fleches blanches : protéoglycanes (PG) reliant deux fibres de collagenes ou plus. Pointes de fleche blanches : PG
reliant deux fibres de collagéne. Pointe de fleche noire : PG se fixant aux fibres de collagene de maniére

longitudinale. L’échelle blanche représente une distance de 100 nm. Adapté de (156).

De maniere générale, la liaison des SLRP avec les fibrilles de collagene se fait
principalement par le biais d’interactions électrostatiques établies par des résidus chargés de
la protéine-core (161) : le Glu'®% de la décorine humaine crée une forte interaction avec le Col
VI (162) et I'Arg?®” et I'Asp?19 du motif 2%4SYIRIADTNIT?'# de la décorine bovine sont essentiels
pour l'interaction avec le Col | (153).

La fiboromoduline et le lumican sont des SLRP de classe Il (57). La fibromoduline contient

353 355

les résidus Glu3>3 et Lys®>, indispensables pour son interaction avec le Col | (163). Le Glu?>! de
la fiboromoduline est un autre site de fixation au Col | qui entre en compétition avec I'Asp?!3
du lumican. Le modeéle proposé est que le Glu3>3 et la Lys3>® de la fibromoduline et I’Asp?*3 du
lumican leur permettent de se fixer a des monomeres de Col | différents pour initier la
régulation des liaisons croisées. La fiboromoduline a une meilleure affinité avec le Col | avec ses
trois résidus cités qui forment deux sites de fixation distincts. Le Glu?>! du second site de

fixation de la fibromoduline déloge alors le lumican pour continuer la formation de liaisons
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croisées entre plus de deux monomeéres de Col | (164) (Figure 12). Ce mécanisme est d’autant
plus probable qu’il a été prouvé que la fibromoduline interagit spécifiquement avec les sites
potentiels de liaisons croisées du Col | ainsi qu’avec la LOX, I'enzyme responsable de
I'oxydation des Lys et 5Hyl. Aprés avoir délogé le lumican, la fiboromoduline recrute donc la
LOX au niveau des résidus du collagene a oxyder et permet d’augmenter son activité
enzymatique. La fiboromoduline joue donc un réle trés important dans la création du réseau
collagénique en rapprochant les fibrilles de collagene dans l'espace et en favorisant

I’oxydation des résidus, ce qui permet la formation de liaisons croisées inter-fibrillaires (165).

Figure 12. Mécanisme proposé de la régulation de la fibrillogenése par le lumican et la fiboromoduline. (A) Le
lumican (vert) interagit avec un monomére de Col | grace a son Asp?!? et initie la formation de liaisons croisées
(rouge). (B) La fibromoduline (jaune) s’associe a un monomére de Col | avec ses Glu®3 et Lys®*® et initie la
formation de liaisons croisées. (C) La fibromoduline déloge le lumican grace a son Glu?! qui posséde une
meilleure affinité pour le Col I. Les deux unités de Col | peuvent alors s’associer par le biais de nouvelles liaisons

croisées. Adapté de (164).

L'ostéoadhérine, un SLRP de classe Il (57), a un mécanisme de liaison au Col | qui a été
étudié in vitro. Les interactions électrostatiques apportent un équilibre entre le taux de
fixation et la dissociation rapide des complexes ostéoadhérine / Col I. Lors de I'interaction,
une déshydratation de la surface des fibres de collagéne favorable a leur association est

observée. En présence d’ostéoadhérine, I'association des fibres est ralentie mais aboutit a des
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réseaux uniformes. Etant donné les similitudes entre les structures des protéines-core des
SLRP, I'action de I'ostéoadhérine in vitro en tant que régulateur de la fibrillogenése des fibres

de collagene a été proposé comme modele (166) (Figure 13).
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Figure 13. Modéle proposé du mécanisme de l'interaction entre la protéine-core de I'ostéoadhérine et le
collagene de type | lors de la fibrillogenése. Le protéoglycane (PG) s’associe avec des fibres de Col I. L'interaction
est électrostatique, ce qui chasse les molécules d’eau qui entourent les fibres hors du réseau. Le PG se dissocie

et les fibres de Col | s’associent spontanément. Adapté de (166).

Selon une étude computationnelle, le pontage entre les GAG de la décorine et les fibres
de collagene du tendon serait nécessaire au transfert de force entre ces dernieres (167). Le
role critique des GAG dans ce contexte a été confirmé par la suite. Les GAG des SLRP sont donc
aussi des connecteurs mécaniques pour le transfert de la force et de la charge entre les fibres
adjacentes et permettent également le glissement des fibres grace a leur caractére
hydrophile. Le tendon peut ainsi remplir son réle de transmission de la force entre les muscles
et les os (168). L'énergie élastique se trouve stockée et I'excés est dissipé grace a la
collaboration entre les PG et les collagenes fibrillaires, ce qui préserve I'intégrité des TC et
prévient les ruptures (169). Ces connecteurs restent fixés au réseau afin de le maintenir en
place dans le temps (170).

Dans le cartilage, I'association entre le SLRP épiphycane, un SLRP de classe Il (57), et les
collagénes entraine une agrégation des trés nombreuses chaines de GAG du PG majoritaire

du cartilage, I'aggrécane. Cette agrégation, régulée par la décorine (171), confére au cartilage
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sa capacité de résistance aux chocs et aux forces de compression (85). Les résidus Lys du
collagéne sont impliqués dans l'interaction avec les chaines de GAG de I'épiphycane ce qui

signifie que leur modification influence la formation du réseau matriciel (172).

Il est important de mentionner que d’autres PG matriciels que les SLRP exercent une
influence sur la fibrillogenése. C'est le cas de l'aggrécane et du versican, deux PG
extracellulaires qui appartiennent a la famille des lecticans (57). Le versican permettrait
d’augmenter le taux de fibrillogenése, tandis que I|’aggrécane ralentirait le processus.
L’hypothése avancée serait que le trés grand nombre de chaines de GAG sulfatées de
I'aggrécane entrainerait une répulsion des collagenes, tandis que le versican aurait |'effet

inverse car il en posséde moins, malgré leurs structures protéiques similaires (173).

En résumé, les PG matriciels agissent de concert pour participer a I'organisation du réseau
collagénique. Les parties protéiques et glucidiques des SLRP interagissent avec des fibrilles de
collagene, notamment par le biais d’interactions électrostatiques, pour les rapprocher et
favoriser des modifications post-traductionnelles nécessaires a la mise en place de liaisons
croisées inter-fibrillaires pour agrandir le réseau. La croissance se fait de facon ordonnée et
réguliére, les SLRP influencant le diameétre des fibres de collagéne, leur longueur et leur
régularité. En leur absence, le réseau s’assemble plus rapidement mais de facon erratique,

aboutissant a des fibres désorganisées, de taille et de composition variable.

Les FACIT :

Il existe huit FACIT (Figure 6). Parmi eux, le Col IX, la forme longue du Col XIl (nommée Col
XIIA), le Col X1V, le Col XV et le Col XVIII possédent des chaines de GAG, et doivent donc étre
considérés comme des PG (103).

Les FACIT possedent deux motifs retrouvés dans de nombreuses protéines
extracellulaires : les répétions de type lll de la fibronectine et les domaines de type A du
facteur de von Willebrand. Les répétitions de type Il de la fibronectine sont impliquées dans
I'interaction avec différents acteurs physiologiques tels que I'intégrine 1 (174, 175) lors de la
différentiation cellulaire (176). Les domaines de type A du facteur de von Willebrand sont
responsables de I'interaction de plusieurs molécules extracellulaires avec un large spectre de

ligands impliqués dans différents processus physiologiques comme I'adhésion cellulaire, la
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migration cellulaire et la transduction du signal (177). lls sont notamment capables de
s’associer avec les thrombocytes (178), le Col VI (179) ou encore le Col Ill (180). Cependant,

ces séquences sont peu étudiées dans le contexte du role des FACIT dans la fibrillogenéese.

Dans les MEC, le Col Xll est lié par ses domaines collagéniques COL1 et COL2 a la protéine
matricielle oligomérique du cartilage (cartilage oligomeric matrix protein, COMP). C’est
également le cas des Col IX et Col XIV (181, 182). La COMP est une glycoprotéine pentamérique
matricielle repérée a I'origine dans le cartilage mais présente dans d’autres tissus comme la
peau ou les tendons (183). Elle est capable de se lier aux fibrilles de Col | et de Col Il qui ne
font pas encore partie du réseau en cours de formation (184). Cette association aux collagénes
fibrillaires et aux FACIT favorise la fibrillogenése : la COMP les accompagne vers le réseau
naissant. In vitro, la COMP n’est ensuite plus associée au réseau fibrillaire, impliquant que son
role premier est d’augmenter le taux d’association des fibres et non de maintenir le réseau
formé (185). La COMP est donc un intermédiaire entre les FACIT et le Col | en cours de
fibrillogenése (186).

Le Col XIV et les deux isoformes du Col XII restent associés aux collagenes fibrillaires et
établissent des interactions avec des SLRP qui se trouvent a la surface des fibres de collagene,
comme décrit dans la section précédente. Le Col XIV est capable d’interagir avec la chaine de
GAG de la décorine (187) grace a la derniére répétition de type Ill de la fibronectine, a
I'extrémité Nir de sa séquence protéique (188). Il serait ainsi impliqué dans les premiéres
étapes de la régulation de la fibrillogenese (189). De son c6té, le Col Xl interagit grace a ses
domaines collagéniques avec la chaine de GAG de la décorine, ainsi qu’avec la protéine-core
de la fiboromoduline (118, 190) (Figure 14).

Grace a son long domaine NC3, l'isoforme longue Col XIIA établit des liaisons avec la
ténascine X (191). La ténascine X est une large glycoprotéine matricielle qui crée une distance
entre les fibres de collagene en maintenant des interactions avec les FACIT, les collagénes
fibrillaires (192) et la décorine (193) (Figure 14).

L'isoforme longue al1(XIIA) posséde au moins une chaine de GAG de type CS. A ce jour, le
role de cette chaine de GAG n’est pas connu. Il est établi que le stress mécanique influence
I'expression du Col Xll au niveau des ligaments péridentaires (124) ou des muscles

squelettiques (194), suggérant une fonction de ce collagéne dans la résistance des tissus aux
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chocs et aux pressions. La charge négative de la chaine de GAG pourrait contribuer a cette

résistance (117).

Fibre de collagéne contenant du collagéne de type |

= vl
=
Décorine \ 0 ﬂ—,
[
Collagéne de type Xl % 0 ’/‘,,/
Y, "% Ténascine X
4z 7
" >
/// %
(7 [
Moy,

'f/,,, (
Décorine f%
Q(mrrrrurrrrrrrr() 000000ee b)
J

Fibre de collagéne contenant du collagene de type |

T

i’l

Figure 14. Schéma des interactions du collagéne de type Xl dans la matrice extracellulaire. Le Col Xl interagit
via ses domaines collagéniques avec les fibres de collagénes contenant du Col I. La décorine interagit avec les
fibres de Col | grace a se partie protéique et avec le Col XlI grace a sa chaine de glycosaminoglycane (GAG). Le
domaine non-collagénique NC3 du Col XIIA interagit avec la ténascine X, qui interagit elle-méme avec les fibres

de collagéne contenant du Col | grace a la décorine. Adapté de (127).

De nombreuses molécules matricielles interviennent au cours de la régulation de la
formation du réseau matriciel. Certaines jouent un role transitoire, a I'instar de la COMP, et
d’autres restent attachées aux fibres, comme les SLRP. Ces PG permettent de contréler la taille
et le diameétre des fibres, mais aussi d’établir des liaisons stables avec des FACIT comme le Col
Xll et des glycoprotéines comme la ténascine X. Ces dernieres utilisent leurs grandes tailles et
leurs capacités interactives afin de maintenir une distance adéquate entre les fibres pour
obtenir un réseau régulier et fonctionnel (Figure 8).

Chaque molécule est importante pour I'architecture de la MEC. Au fil du temps, des
équipes de recherche se sont intéressées aux mécanismes a I'origine de la désorganisation de
ce réseau, notamment en utilisant des modeles murins invalidés pour des genes codant

certaines protéines matricielles.
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Dans des échantillons de peau et de tendon de souris invalidées pour le géne Dcn codant
pour la décorine, les fibres de collagénes présentent une morphologie anormale, avec des
fibres plus ou moins longues aux contours irréguliers. Ceci conforte le role important de la
décorine dans la régulation de la structure des fibres de collagene (195, 196).

En paralléle, d’autres SLRP ont été invalidés dans des modeles animaux. Les modeles
murins invalidés pour le gene Lum codant pour le lumican présentent des symptomes
similaires a certains sous-types de SED comme I’hyperélasticité et la fragilité de la peau. Des
anomalies oculaires sont également observées, telles que I'opacification de la cornée. Ces
symptdémes sont causés par un assemblage aberrant de fibres de collagénes anormalement
épaisses dans ces TC (197). Dans un modele murin, I'invalidation de la fibromoduline provoque
la désorganisation et I'affinement de fibres de collagéne. De plus, le lumican est quatre fois
plus exprimé dans ces modeéles que chez la souris sauvage, ce qui indique une action
coordonnée de plusieurs SLRP dans la fibrillogenése et I'organisation du collagéne dans
différents TC (198).

Les souris invalidées pour le gene Col12al codant pour le Col Xl ont une force plus faible
que des souris sauvages (199) et leurs os longs sont plus courts et fins. Les MEC osseuse,
articulaire et tendineuse sont désorganisées par rapport a celles des souris contrdles (200—

202).

Plusieurs maladies génétiques sont dues a des mutations qui causent des défauts de la
synthése et de la maturation des composants de la MEC, telles que |'ostéogenése imparfaite
(203), des chondrodysplasies (204) et les SED (205). La MEC subit alors une perte de
production et/ou des défauts de la structure de ses composants. L’étude des mutations et de
leurs conséquences est essentielle pour comprendre les rbles des protéines et des
glycoprotéines matricielles (206). Les connaissances actuelles sur le protéome et
I'interactome matriciels permettent de comprendre certains aspects de ces maladies qui

étaient inconnus auparavant (54, 207).

b. La matrice extracellulaire en situation pathologique

Des mutations des genes COL5A1 ou COL5A2 causent le SED classique (SEDc) (9, 208). Les

patients sont hétérozygotes mais haploinsuffisants, c’est-a-dire que la copie sauvage du gene
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ne permet pas de conserver le phénotype sain de I'individu (209). Une absence totale de Col
V chez la souris entraine une létalité embryonnaire, en corrélation avec I'absence de patients
homozygotes ou hétérozygotes composites (137).

Plus rarement, le SEDc peut étre la conséquence d’une mutation par substitution du gene
COL1A1 (210), tout comme le SED vasculaire (SEDv) (211), le SED cardiovasculaire (SEDcv)
(212) et le SED arthrochalasique (SEDa) (213). Ces maladies sont classées depuis peu sous
I'étiquette de « maladies chevauchantes liées au Col | » (214).

La diminution du clivage des N-propeptides du procollagene de type | sécrété dans la MEC
est associée a des mutations bialléliques du géene ADAMTS2, avec pour conséguences un
mauvais assemblage des fibres de collagéne dans la MEC et un effet négatif sur la formation
des liaisons croisées entre les fibrilles (215). De plus, ADAMTS-2 possede une activité N-
protéinase envers les Col Il, Il et V (216, 217). Différents collagenes fibrillaires sont donc

touchés par les mutations de ADAMTS2 a I'origine du SED dermatoparaxique (SEDd) (9, 218).

Le SED myopathique (SEDm) est d( a des mutations du gene COL12A1 (219). De fagon
intéressante, il s’agit a ce jour du seul sous-type de SED dont des cas de transmissions
autosomiques dominantes et récessives ont été découverts (9). Les patients porteurs de
mutations de COL12A1 présentent des atteintes musculaires : une faiblesse musculaire durant
I’enfance qui s"améliore avec I'age et parfois une hypotonie musculaire néonatale. En outre,

ils présentent une hyperlaxité articulaire caractéristique des SED (220).

De nombreuses maladies génétiques rares des TC sont dues a des défauts de la synthése
des GAG qui s'accompagnent de défauts de I'assemblage des fibres de collagéne. L'amorce
tétrasaccharidique des chaines de GAG de type CS, DS et HS est un élément crucial dont les
défauts de biosynthése sont spécifiquement impliqués dans des maladies génétiques rares
des TC que I'on nomme linkeropathies. Parmi les GT impliquées, on retrouve des mutations
de la XyIT-I qui sont associées au syndrome de Desbuquois de type 2, caractérisé par une

petite taille, une dysmorphie faciale, une laxité articulaire et des dislocations (221, 222).
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Comme mentionné précédemment, des mutations des galactosyltransférases B4GalT7 et
B3GalT6 sont responsables des SEDsp-B4GALT7 ou SEDsp-B3GALT6, respectivement. Chez ces
patients, la glycosylation réduite de la décorine est observée en paralléle de fibres de
collagéne aux contours anormaux et irréguliers, avec des diameétres erratiques (16, 17, 223).
Deux autres expressions cliniques proches sont liées a des mutations de B3GALT6 : la SEMD-
JL1 (18) et le syndrome d’Al-Gazali (29). Enfin, les mutations de la GIcAT-l sont liées au
syndrome de Larsen-like de type B3GAT3 qui est une dysplasie osseuse avec laxité de la peau,
dislocations et douleurs articulaires (224).

La maturation des chaines de GAG est affectée dans le SED musculocontractural (SEDmc).
Des mutations d’une 40ST des GAG de type DS, la carbohydrate sulfotransferase 14 (CHST14)
(225), ainsi que de la dermatane sulfate épimérase (DSE) (226) sont associées a ce sous-type.

Etant donné que certains FACIT sont aussi des PG, il est raisonnable de suggérer que des
mutations d’enzymes impliquées dans la synthése de I'amorce tétrasaccharidique, dans la
sulfatation des chaines de GAG ou dans I'épimérisation de sucres impactent également la
composition et la fonction de ces collagénes non fibrillaires. En effet, la désorganisation du
réseau collagénique peut étre liée a une altération de la distance séparant normalement les
fibres, due notamment aux interactions entre I'isoforme long a1(XIIA) du Col Xll et la ténascine

X (191). Il n’existe pas d’étude a notre connaissance sur ce sujet.

Dans ce contexte, nous proposons de détailler les mécanismes fonctionnels et structuraux
des GT, puis de s’intéresser aux connaissances actuelles concernant les GT de la biosynthése
de I'amorce tétrasaccharidique des chaines de GAG. Cette section se concentrera enfin sur la

B3GalT6 pour comprendre son implication dans le SEDsp-B3GALT6.
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1. La superfamille des glycosyltransférases

1. Généralités
Les GT (EC 2.4.X.y) sont un groupe d’enzymes tres répandues, présentes dans les trois
domaines du vivant : les archées, les bactéries et les eucaryotes (227). Elles sont classées dans
la banque de données Carbohydrate-Active enZYme (CAZy)' qui répertorie les différentes
enzymes impliquées dans le métabolisme, la synthése ou encore le transport de glucides. Les

GT y sont regroupées en familles selon leurs activités enzymatiques et leur structure (228).

a. Activité enzymatique

Les GT sont responsables de la biosynthése et/ou la modification des oligosaccharides,
des polysaccharides et des composés glycoconjugués. Ce processus post-traductionnel est
connu sous le nom de glycosylation et implique le transfert d’un glucide d’un substrat donneur
vers un substrat accepteur. La diversité fonctionnelle des GT résulte notamment de la
multiplicité de leurs substrats accepteurs, tels que des saccharides, des protéines, des lipides
et les acides nucléiques (acides ribo- et désoxyribonucléiques (ARN, ADN)) (56, 229).

Les substrats donneurs les plus courants sont des nucléotides diphosphate sucre, par
exemple I'uridine diphosphate galactose (UDP-Gal). Lorsqu’un glucide est lié a un nucléotide,
il est « activé ». La découverte de ces nucléotides-oses a valu a Luis Federico Leloir et a ses
collaborateurs le prix Nobel de chimie en 19702%. D’autres substrats donneurs ont depuis été
décrits comme les nucléotides monophosphate sucre.

Le transfert du glucide conduit a sa liaison au substrat accepteur par une liaison osidique.
Le glucide transféré possede une configuration anomérique qui est préservée ou inversée a la

fin de la réaction. Ceci confére a la GT un mécanisme de stéréoisomérie (230).

b. Structures et repliements

La base de données CAZy, qui est continuellement mise a jour depuis 1998, fournit
aujourd’hui des informations sur 135 familles de GT répertoriées. Seulement trois repliements

de GT sont actuellement décrits (Figure 15).

L http://www.cazy.org/
2 https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/1970/summary/
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Figure 15. Structures adoptées par les différentes familles de glycosyltransférases. Les hélices a et les feuillets
B sont représentés en rouge et en jaune, respectivement. Modéles préparés sur PyMOL. (A) Repliement de type
GT-A adopté par la spore coat polysaccharide biosynthesis protein (SpsA) de Bacillus subtilis (PDB : 1QGS) (231).
(B) Repliement de type GT-B adopté par la B-glucosyltransférase du bactériophage T4 (PDB : 2BGU) (232). (C)

Repliement de type GT-C adopté par I'oligosaccharyltransférase de Campylobacter lari (PDB : 3RCE) (233).

Les repliements des domaines catalytiques des GT les plus couramment observés sont
nommeés GT-A et GT-B, présents chez les GT utilisant les nucléotide-sucres comme substrats
donneurs. Un troisieme repliement, appelé GT-C, a été décrit plus récemment. Les GT-A et les
GT-B inversent ou conservent la configuration anomérique du glucide, tandis que toutes les

GT-C décrites présentent un mécanisme d’inversion (234).

i. Les GT-A

Les GT-A sont des enzymes qui contiennent un repliement de Rossmann constitué d’un
feuillet B dont les brins sont séparés par des hélices a de chaque c6té (235, 236). Il est estimé
gue ces repliements sont présents dans 15 % des protéines humaines (237). Au cours de
I’étude structurale de protéines contenant des repliements de Rossmann, il est apparu que le
motif le plus conservé était constitué uniguement des trois premieres structures secondaires,
B/o/B. La suite de cette structure peut varier considérablement, avec plus ou moins de résidus
et de structures secondaires entre deux brins du feuillet B, ou avec une succession de

structures secondaires B/o/B/a/B séparées de petites boucles (238) (Figure 16).
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Figure 16. Structure du site actif de la B1,4-galactosyltransférase 7 humaine en conformation ouverte. Les
hélices a et les feuillets B sont représentés en rouge et en jaune, respectivement. L'uridine diphosphate (UDP)
du substrat donneur est représenté en cyan et I'ion Mn?* en magenta. Les brins B sont numérotés de I'extrémité
Nter a I'extrémité Cier en rouge. Le repliement de Rossmann consiste en deux feuillets B : les brins B5-B6-B3-B1-

B2-B10-B9 et B8-B4. Modele préparé sur PyMOL (PDB : 4IRP) (239).

Ainsi, les GT-A présentent une grande diversité de structures secondaires dans ce
repliement Rossmannoide, ce qui confére une variété structurale dans cette famille. Au sein
de ces structures secondaires se trouvent cependant des motifs et des résidus conservés qui
jouent des roles primordiaux dans I'activité transférase (240).

La plupart des GT de la famille GT-A requiert la fixation d’un cation divalent grace a un
motif conservé Asp-x-Asp (DxD), ol x représente n’‘importe quel acide aminé. Le motif DxD
forme également des liaisons avec le nucléotide du sucre activé. Ces deux éléments sont ainsi
placés correctement dans I'espace de la poche catalytique. La mutation d’un Asp du motif
peut considérablement réduire I’affinité pour le substrat ou méme entrainer une perte de la
fonction enzymatique (241). Cependant, la mutation d’'un des deux Asp par un autre résidu
acide comme le Glu au niveau de XyIT-I a montré que I'activité enzymatique persiste malgré
une diminution de I'affinité pour 'uridine diphosphate (UDP) (242). Certaines GT-A possedent
des particularités, comme I’existence d’'un motif supplémentaire pour la coordination du
cation et du nucléotide. C'est le cas la B4GalT7, avec la séquence His-x-His (HxH) (243, 244).
Enfin, une partie des GT-A ne nécessite pas de cation pour effectuer leur catalyse et ne

possede aucun de ces deux motifs (245).
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Les GT-A possédent également un autre motif qui consiste en la séquence x-Glu-Asp
(XED). Ce motif contient la base catalytique, un Glu ou un Asp, qui facilite la déprotonation du
substrat accepteur permettant 'attaque nucléophile sur le carbone anomérique du substrat
donneur (246).

La présence d’une boucle riche en Gly permet la reconnaissance du substrat donneur de
plusieurs GT-A (247, 248), tandis qu’une His conservée en Cir coordonne |'ion divalent (249,
250). Si I'His n’est pas présente, d’autres mécanismes de coordination sont adoptés par
I’enzyme, comme I'utilisation d’une molécule d’eau ou d’autres résidus chargés (240).

Les GT-A sont des enzymes flexibles dont I'architecture subit une modification
conformationnelle pour accueillir le substrat accepteur aprés la coordination du substrat
donneur et du cation (251, 252). Des comparaisons de structures montrent que le
positionnement du substrat donneur est généralement conservé chez les GT-A a mécanisme
d’inversion, malgré une variabilité des résidus impliqués dans l'interaction avec le nucléotide

sucre (251).

L'activité des GT de type GT-B est indépendante de la présence d’un cation divalent. Elles
possedent deux repliements de Rossmann, dont I'un fixe le nucléotide du substrat donneur
grace a des résidus Lys et Arg de maniere similaire aux GT-A indépendante d’un cation, et
I'autre le substrat accepteur (253). Les deux substrats se font face au niveau de la limite entre
les deux plis de Rossmann, qui est une zone variable en fonction de la nature de I'activité

enzymatique de la GT-B (56).

Les GT-C sont des enzymes membranaires qui utilisent un substrat donneur de type lipide-
glucide. Leur découverte tardive et leur nature membranaire a considérablement limité leur

étude. Il est estimé que les GT-C représentent 10 % des GT humaines (254).

c. Interactions entre des glycosyltransférases

De nombreuses recherches se sont intéressées a la capacité des GT a former des
complexes multimoléculaires. Les GT sont majoritairement des enzymes transmembranaires

de type ll, c’est-a-dire qu’elles sont constituées d’un petit segment cytosolique, d’un segment
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transmembranaire, d’'un segment stem déstructuré et d’'un domaine catalytique (255, 256).
Selon I'enzyme considérée, elles peuvent former des homodiméres ou des hétérodiméres qui
régulent la fonction enzymatique (257).

La GIcAT-I, enzyme de la biosynthése de I'amorce tétrasaccharidique des chaines de GAG,
est capable de former des homodiméres grace a un pont disulfure impliquant la Cys,
localisée au niveau du segment stem. L’homodimérisation améliore I'activité catalysée par la
GIcAT-I, ce qui lui confere donc un réle fonctionnel direct (258).

L’exotosine 1 (EXT1) et I'exotosine 2 (EXT2) sont deux GT de la biosynthése des chaines
de GAG de type HS catalysant les ajouts successifs de GIcA et de GIcNAc lors de I’élongation
de la chaine (259). Il a été démontré que ces deux enzymes possédent chacune deux sites
actifs pour le transfert du GlcA et du GIcNAc (260). En revanche, 'EXT2 catalyse uniqguement
le transfert du GIcA et 'EXT1 a une faible activité catalytique lorsqu’elle est exprimée en
absence d’EXT2 (261). Elles sont capables de former un hétérodimére par interaction de leurs

domaines catalytiques pour obtenir une efficacité catalytique optimale (262).

d. L’organisation structurale des glycosyltransférases de la synthése de I’amorce

tétrasaccharidique

Les quatre GT de la biosynthése de I'amorce tétrasaccharidique des GAG possedent un
repliement de type GT-A et catalysent le transfert d’un glucide en inversant la configuration
de son carbone anomérique. Dans l'ordre, la XyIT-I intervient en premier, puis suivent la
B4GalT7, la B3GalT6 et la GIcAT-I. Trois de ces enzymes, la XylIT-I (PDB: 6FOA ; (252)), la
BAGalT7 (PDB : 4IRP et 4IRQ ; (239)) et la GIcAT-I (PDB : 1FGG ; (263)) ont été cristallisées. La
B3GalT6 est la seule de ces GT dont la structure n’a pas encore été résolue. Cette section se

concentre donc sur les informations structurales dont nous disposons a I’heure actuelle.

La XyIT-I fait partie de la famille GT14, des GT qui ne requiérent pas de cation divalent.
Son substrat donneur est I'uridine diphosphate xylose (UDP-Xyl) et son substrat accepteur est
la Ser du motif Ser-Gly des protéines-core de PG.

En tant que GT ne nécessitant pas de cation divalent, la XyIT-I se lie a 'UDP-Xyl grace a
des interactions établies entre 'UDP et deux résidus chargés positivement : I’Arg>®8 et |a Lys>®°.

Le Xyl interagit avec plusieurs résidus de la XylIT-l. De fagon notable, une liaison apolaire est
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392 proches dans I'espace. Ceci empécherait d’autres

établie entre le C5 du Xyl et le Trp
substrats donneurs aux hexoses plus grands de s’insérer dans la poche catalytique, et donc
préserverait la spécificité de substrat donneur de I'enzyme.

Le résidu Ser du substrat accepteur est le résidu 0, ceux situés plus en Nter SONt NUMérotés
négativement et ceux situés plus en Cir sont numérotés positivement. Le résidu 0 doit
obligatoirement étre une Ser pour que la réaction ait lieu. Le résidu +1, traditionnellement
une Gly, peut étre remplacé par d’autres petits résidus tels qu’une Ala, une Ser ou une Val,
car I'espace est tres resserré a cet endroit de la poche catalytique. Un autre motif accepteur
gue Ser-Gly n’a cependant jamais été observé. L'absence de site alternatif peut s’expliquer
par la spécificité de substrat d’une autre enzyme que la XyIT-l. Briggs et Hohenester (252)
proposent que la FAM20B (kinase responsable de la phosphorylation du Xyl transféré par la
XyIT-l, modification nécessaire a la catalyse de la B3GalT6) nécessite que le résidu +1 ne
possede pas de chaine latérale autre qu’un hydrogéne. Afin de vérifier cette hypotheése et de
compléter les informations dont nous disposons sur la séquence des événements
enzymatiques de la formation de 'amorce tétrasaccharidique, il sera intéressant d’explorer la
spécificité de substrat de la FAM20B lorsque sa structure aura été résolue.

Il est établi que les résidus -2, -3, -4 et -5 sont préférentiellement des résidus chargés
négativement a cause d’'une charge globalement plus positive a cet endroit de la poche
catalytique. Mais dans I'’ensemble, la nature de la chaine peptidique au-dela des résidus 0 et
+1 peut grandement varier. C'est un contraste intéressant avec la spécificité étroite vis-a-vis

du substrat donneur de la XyIT-I, 'UDP-Xyl (252).

La B4GalT7 fait partie de la famille GT7. Son substrat donneur est 'UDP-Gal et son
substrat accepteur est le Xyl-B-O-Ser présent au niveau de la protéine-core (72). Elle
coordonne le substrat donneur et le cation divalent Mn?* grace a un Asp appartenant au motif
conservé DxD (Asp'®3-Val'®4-Aspl®s) et posséde également un deuxiéme motif conservé dans
les B1,4-galactosyltransférases, HxH (His?*’-Leu?>8-His?*°). Aprés coordination du cation et du
substrat donneur, la f4GalT7 passe d’une conformation ouverte a une conformation fermée
grace a une dynamique structurale permise par les nombreuses boucles retrouvées de part et
d’autre du pli de Rossmann. La longue boucle (His?>°-Gly?8*) et |a petite boucle (Gly?%3-Trp?2?4)

changent de conformation suite ou lors de la liaison du substrat donneur. Cela induit la
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réorganisation du motif xED (Arg??°-Glu??’-Asp??8) et du résidu Arg?’® (264) dans la poche
catalytique pour permettre la fixation du substrat accepteur et effectuer la réaction grace a la

base catalytique Asp??® (Figure 17) (239).

Figure 17. Les structures des deux conformations de la B1,4-galactosyltransférase humaine. L'enzyme se trouve
soit en conformation ouverte (A, rose), soit en conformation fermée (B, cyan). Lion Mn?* et I'uridine diphosphate
(UDP) sont représentés violet et en vert/orange, respectivement. Les résidus His?®” et His?>® faisant partie du
motif HxH sont annotés. Les résidus His?*>® et Gly?® délimitant la longue boucle (rouge, visible uniquement en

conformation fermée) sont représentés. Le Trp??* faisant partie de la petite boucle est annoté. De (239).

iii. La glucuronosyltransférase |

La GIcAT-I est une enzyme de la famille des GT43. Elle fixe son substrat donneur I'uridine
diphosphate acide glucuronique (UDP-GIcA) grace a un résidu Asp conservé et son motif DxD.
Contrairement a la B4GalT7 dont la base catalytique est un résidu Asp, la base catalytique de
la GIcAT-l est le Glu?®! (263). L’enzyme humaine a été cristallisée sous une forme soluble,
tronquée de ses soixante-quinze premiers acides aminés (265). La Cys33 semble critique dans
son homodimérisation (258) : ainsi, le GIn3!8 d’un monomére serait capable d’interagir avec le
substrat accepteur situé dans la poche catalytique de I'autre monomere (263).

De facon intéressante, une GT-A avec un mécanisme d’inversion mais dont I'activité ne
requiert par la coordination d’un cation divalent, la B1,3-galactosyl-O-glycosyl-glycoprotéine

B1,6-N-acétylglucosaminyltransférase (GCNT1), utilise également un résidu Glu catalytique et

44



positionne son substrat donneur de la méme fagon que la GIcAT-l. La nature du résidu
catalytique serait un parameétre important du positionnement dans I'espace du substrat
donneur pour les GT-A a mécanisme d’inversion de la configuration du carbone anomérique

(254).

2. La B1,3-galactosyltransférase 6, enzyme de la famille GT31

Comme mentionné précédemment, la f3GalT6 n’a pas été cristallisée a I’heure actuelle.
L’étude de sa structure apporterait des informations importantes quant a la fixation de ses
substrats, aux résidus importants pour sa structure et/ou sa fonction et aux changements
conformationnels qu’elle pourrait subir. Toutefois, grace a l'introduction de nouvelles
approches, I'étude des structures protéiques non cristallisées devient plus facile et plus fiable.
C'est le cas de la B3GalT6, pour laquelle AlphaFold (266, 267) a fourni un modele présentant
un score de confiance élevé (268) (Figure 18). En I'absence d’une structure, il s’agit d’un point
de départ intéressant pour formuler des hypothéses sur son fonctionnement enzymatique,
sans pour autant remplacer les informations que la détermination structurale pourrait fournir
(269). Nous avons eu recours a cette prédiction de structure pour des études de dynamique

moléculaire (Diana et al., in external peer-review).

Confiance :

M Tres forte (pLDDT > 90)
Forte (90 > pLDDT > 70)
Faible (70 > pLDDT > 50)
Tres faible (pLDDT < 50)

Figure 18. Prédiction de structure de la B1,3-galactosyltransférase 6 humaine par le logiciel de prédiction
AlphaFold. L'indice de confiance est mesuré en pLDDT, une unité de degré de confiance par résidu, et est

représenté dans la structure par des couleurs (267).
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a. Une enzyme conservée a travers les especes

La B3GalT6é humaine est une enzyme de 329 acides aminés dont la séquence
nucléotidique se trouve sur le chromosome 1, au locus 1p36.33 (67). Elle présente de fortes
homologies de séquence avec les B3GalT6 d’autres especes (Diana et al., in external peer-
review). De plus, le site catalytique contient des motifs fortement conservés au sein des B1,3-

galactosyltransférases (®3GalT), tels que les motifs DxD et xED (Figure 19).

hB3GALT6 0
hB3GALT4 = = ————mmmmmmmmmmom o MOLRLFRRLLLAALLLVIVWTL-========= FGPSGLGEE-- 31
hB3GALT1 MASKVSCLYVLTV VCW. 16
hB3GALT2 MLOWRRRHCCFAKMTWNAKRSLFRTHLIGVLSLVFLFAMFLFFNHHDWLPGRAGFKENPV 60
hB3GALT5 MAFPKMRLM YICLLVLGA LCL: 21
hB3GALT6 = = —-—————————————— MKLLRRAWRRRAAL GLGT LALCGAA 25
hB3GALT4 LLSLSLAS 39
hB3GALT1I = = ———————— ASALWYLSITR---PTS----SYTGSKPFSH----LTVARKN 47
hB3GALT2 TYTFRGFRSTKSETNHSSLRNIWKETVPQTLRPQTATNSNNTDLSPQGVTGLENTLSANG 120
hB3GALT5 YFSMYSLNP-——=—==—=— FKEQS 35
hB3GALT6 LLYLARCAAEPGDPRAMSGRS--PPPP--APARAAAFLAVLVASAPRAAERRSVIRSTWL 81
hB3GALT4 LLPA---PASPGPPLA-LPRLLIPNQEACSGPGAPPFLLILVCTAPENLNQRNATIRASWG 95
hB3GALT1 FTFG---NIRTRPINPHSFEFLINEPNKC--EKNIPFLVILISTTHKEFDARQAIRETWG 102
hB3GALT2 SIYN---EKGTGHPNSYHFKYIINEPEKC--QEKSPFLILLIAAEPGQIEARRAIRQTWG 175
hB3GALTS5 FVYRK-=-K-=—mm—— DGNFLKLPDTDC--RQTPPFLVLLVTSSHKQLAERMAIRQTWG 81
. k% sks s * L kk gk
hB3GALT6 ARRGAPGDVWARFA-VGTA----GLGAEERRALEREQARHGDLLLLPALRDAYENLTAKV 136
hB3GALT4 GLREARGLRVQTLFLLGEPNAQHPVWGSQGSDLASESAAQGDIL-QAAFQDSYRNLTLKT 154
hB3GALT1 DENNFKGIKIATLFLLGKNA--DPV---LNQMVEQESQIFHDII-VEDFIDSYHNLTLKT 156
hB3GALT2 NESLAPGIQITRIFLLGLSIKLNGY---LQRAILEESRQYHDII-QQEYLDTYYNLTIKT 231
hB3GALT5 KERMVKGKQLKTFFLLGTTSS--AA---ETKEVDQESQRHGDII-QKDFLDVYYNLTLKT 135
* H T x : * *as * ok kkk Kk
hB3GALT6 LAMLAWLDEHVA-FEFVLKADDDSFARLDALLAELRAREP ARRR: 179
hB3GALT4 LSGLNWAEKHCPMARYVLKTDDDVYVNVPELVSELVLRGGRWGQWERSTEPQREAEQEGG 214
hB3GALT1 LMGMRWVATFCSKAKYVMKTDSDIFVNMDNLIYKLLKPST KPRR 200
hB3GALT2 LMGMNWVATYCPHIPYVMKTDSDMFVNTEYLINKLLKPDL PPRH 275
hB3GALTS5 MMGIEWVHRFCPQAAFVMKTDSDMFINVDYLTELLLKKNR: TT 177
: H . B R R A S * *
hB3GALT6 = = ————————— RLYWGFFSGR--GRVKPGGRWREAAWQ---LCDYYLPYALGGGYVLSADLV 225
hB3GALT4 QVLHSEEVPLLYLGRVHWRVNPSRTPGGRHRVSEEQWPHTWGPFPPYASGTGYVLSASAV 274
hB3GALT1 =  ————————- RYFTGYVING-GPIRDVRSKWYMPRDLY--PDSNYPPFCSGTGYIFSADVA 248
hB3GALT2 = = ————————- NYFTGYLMRGYAPNRNKDSKWYMPPDLY--PSERYPVFCSGTGYVFSGDLA 324

hB3GALT5 =  ————————- RFFTGFLKLNEFPIRQPFSKWFVSKSEY--PWDRYPPFCSGTGYVFSGDVA 226

ox o .2 Dok kkgpk,

hB3GALT6 HYLRLSRDYLRAWHSEDWVSLGAWLAPVDVQREHDPR---FDT-EYRSRGCSNQYLVTHKQ 281
hB3GALT4 QLILKVASRAPLLPLEDVFVGVSARRGGLAPTQCVKLAGATHYPLD-RCCYGKFLLTSHR 333
hB3GALT1 ELIYKTSLHTRLLHLEDVYVGLCLRKLGIHPFQ---NSGFNHWKMAYSLCRYRRVITVHQ 305
hB3GALT2 EKIFKVSLGIRRLHLEDVYVGICLAKLRIDPVPPPNEFVFNHWRVSYSSCKYSHLITSHQ 384
hB3GALT5 SQVYNVSKSVPYIKLEDVFVGLCLERLNIRLEELHSQPTFFPGGLRFSVCLFRRIVACHF 286
: *kk gk . * tes s
hB3GALT6 -SLEDMLEKHATLAR-EGRLCKREVQ-~--LR----LSYVYDWSAPPSQCCQRREGIP 329
hB3GALT4 LDPWKMQEAWKLVGGSDGERTAPFCSWFQGVLGILRCRAIAWLOS — == =======—— 378
hB3GALT1 ISPEEMHRIWNDMSSKKHLRC 326
hB3GALT2 FQPSELIKYWNHLQONKHNACANAAKEKAGRY-—-RHRKLH-——=—=—m————— 422

hB3GALT5 IKPRTLLDYWQALENSRGEDCPPV 310

Figure 19. Alignement des séquences des B1,3-galactosyltransférases humaines. La 1,3-galactosyltransférase
6 humaine (hB3GALT6) qui fait I'objet de cette these est placée en premiere ligne. De nombreux résidus sont
conservés a travers cette famille : ils sont annotés selon le systeme imposé par Clustal Omega (270). (.) : résidu
peu conservé. (:) : résidu partiellement conservé. (*) : résidu totalement conservé. Les motifs DxD (orange) et

XED (violet) sont encadrés.
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b. Activité enzymatique

La B3GalT6 est la troisieme enzyme agissant lors de la biosynthése de I'amorce
tétrasaccharidique des chaines de GAG. Elle catalyse la formation d’une liaison O-osidique de
type B1,3 entre le substrat accepteur (le disaccharide Gal-Xyl, dont le Xyl est phosphorylé sur
le carbone en position C2 et lié covalemment a la Ser de la protéine-core du PG) et un Gal
fourni par le substrat donneur UDP-Gal. La réaction nécessite la présence d’un cation divalent,

le Mn?* (67, 271) (Figure 20).

B1,3-galactosyltransférase 6 q\/\(

n2+

Gal-B1,3-Gal-B1,4-Xyl(2P)-B1-O-Ser

OH ' ': +
UDP-Gal f\g \T .+ H

UDP

Figure 20. Réaction enzymatique catalysée par la B1,3-galactosyltransférase 6. L'enzyme catalyse le transfert
du galactose (Gal) fourni par le substrat donneur uridine diphosphate galactose (UDP-Gal) sur le substrat
accepteur Gal-B1,4-Xyl(2P)-B1-O-Ser en présence de Mn?*. Le produit de la réaction est le Gal-B1,3-Gal-B1,4-
Xyl(2P)-B1-0-Ser.

La B3GalT6 présente plusieurs motifs conservés directement impliqués dans son activité
enzymatique dont :
- Le motif DxD (Asp*6-Asp!>’-Asp’°8) qui est nécessaire a la fixation du Mn?* et de 'UDP-
Gal ;

- Le motif xED (Ser?*%-Glu?4'-Asp?#?) contenant la base catalytique prédite, I’Asp?4? (251).
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C. Structure et repliement

La B3GalT6 est une enzyme transmembranaire de type Il de I'appareil de Golgi. Elle est
constituée d’un court segment cytosolique, d’'un segment transmembranaire, d’'un segment

largement déstructuré (nommé stem) et d’un domaine catalytique (Figure 18).

Sa structure n’étant pas résolue, des alignements de séquences avec d’autres enzymes
aident a prédire les résidus importants pour la reconnaissance des substrats et/ou pour la
catalyse enzymatique. Parmi elles, les enzymes les plus pertinentes comprennent d’autres
transférases, par exemple les autres B3GalT humaines (section Ill.2.d) ou encore des
structures résolues de la méme famille, les GT31 (section 1ll.2.e) et des galactosyltransférases

comme la B4GalT7 qui intervient dans cette méme voie de biosynthése.

d. Les B1,3-galactosyltransférases

Les B3GalT catalysent toutes la méme réaction, le transfert d’'un Gal en position 1,3, mais
les substrats accepteurs different grandement. Le glucide du substrat accepteur sur lequel est
formée la liaison covalente peut-étre un Gal, une GalNAc ou une GIcNAc. Il est intéressant de
noter que sur les six B3GalT connues, seule la B3GalT6 catalyse la formation d’une liaison Gal-

B1,3-Gal.

Patel et Bajali (272) ont utilisé la structure de la spore coat polysaccharide biosynthesis
protein (SpsA) (PDB : 1QG8 ; (231)) comme référence pour prédire les structures secondaires
des B3GalT et les résidus importants a leur structure et fonction. Sept domaines conservés
sont retrouvés chez les B3GalT. Le motif XED est situé juste devant une hélice et est totalement
conservé dans le domaine conservé n°7. Le motif DxD est lui aussi totalement conservé, dans

le domaine conservé n°5 (Figure 21).
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Figure 21. Séquences des motifs conservés de la famille des B1,3-galactosyltransférases. Les motifs ont été
générés en alignant les séquences des B1,3-galactosyltransférases (33GalT) humaines. Les chiffres des axes des
abscisses représentent la position des résidus dans chaque motif. Les ordonnées représentent le taux de
présence des résidus mentionnés. Le chiffre en bas a gauche représente la position dans la séquence de la B1,3-

galactosyltransférase 1 (B3GalT1). Adapté de (272).

Afin de vérifier I'importance fonctionnelle de certains résidus, une stratégie classique
consiste a les muter notamment en Ala et a analyser I'impact sur 'activité enzymatique et
I'affinité pour les substrats. Malissard et al. (273) ont ainsi généré des mutations sur des
résidus-clés de la B1,3-galactosyltransférase 1 (B3GalT1) murine. Si la totalité du domaine
conservé n°3 est mutée en Ala, 'activité est entierement perdue. Ce domaine consiste en 4
résidus successifs FLLG correspondant aux résidus Phe®*-Ala®>-Val®®-Gly®’ dans la B3GalT6
humaine. D’autres mutations conservatives ou non conservatives ont été effectuées, parfois
sur des résidus totalement conservés dans la B3GalT6. Ainsi, si I’'on extrapole les résultats des
mutations générées sur la B3GalT1 murine, les résidus Trp®° et Trp!4? de la B3GalT6 humaine
pourraient &tre impliqués dans la reconnaissance de I'UDP-Gal et le résidu Glu?*' du motif XxED

jouerait un role dans I'affinité pour ses deux substrats.
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Enfin, d’autres résidus conservés sont également retrouvés entre les différentes B3GalT
humaines. Par exemple, la boucle riche en Gly de reconnaissance du substrat accepteur (247)
(Gly?¥>-Gly?t-Gly?'’ pour B3GalT6) ou I'His en Cier qui coordonne le cation divalent et participe

a la catalyse pour certaines GT-A (249) (His?”° pour B3GalT6).

e. Deux structures de GT31 résolues

La seule GT31 d’Homo sapiens dont la structure a été cristallisée est la B1,3-N-
acétylglucosaminyltransférase 2 (B3GNT2), qui catalyse I'ajout d’'un GIcNAc sur le substrat Gal-
B1,4-GIcNAc. Kadirvelraj et al. (274) ont cristallisé cette enzyme en complexe avec 'UDP et le
Mg?* (PDB : 7JHO).

Au sein de la B3GNT2, les résidus Lys?®8 et Tyr?8 situés dans une longue boucle forment
des interactions avec les deux phosphates de 'UDP du substrat donneur, ce qui permettrait
de recruter le Mg?* pour sa coordination par le motif DxD. En effet, le cation divalent interagit
avec I'UDP, I'Asp?*” du motif DxD et I'His3’6. L’Asp?*® du motif DxD interagit avec I'uridine de
I"'UDP, tout comme I"’Asp?®> et la Lys??3 (Figure 22A). L’Asp333 du motif xED est prédit comme

étant la base catalytique, et la Tyr3% interagit avec le Gal du substrat accepteur (Figure 22B).

A B Asp333
Lys223 As213
%’;“hrzm
! 4

x %;erlso
\
Leul51
%t.euZZO

Hislf‘:g A
Asp246 ' g\w % Phe217
Lys149 Tyr289
/
/
{ @ His376 Reducing end

Figure 22. Schéma du site actif de la B1,3-N-acétylglucosaminyltransférase 2 humaine. (A) Interactions entre

les résidus du site actif, le cation divalent Mg?* et I'uridine diphosphate (UDP) du substrat donneur (surligné en
jaune). (B) Interactions entre les résidus du site actif et le substrat accepteur (surligné en vert). Les liaisons
hydrogene et les encombrements sont représentés par des lignes noires pointillées et par des arcs de cercle

rouges, respectivement. Gal : galactose. GIcNAc : N-acétyl-D-glucosamine. Adapté de (274).
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Cesrésidus sont fortement conservés au sein de la B3GalT6 (Tableau V). Un résidu basique
de la B3GalT6 jouant un réle comparable a la Lys?®® de la B3GNT2, I'Arg!®’, a été étudié au
cours d’une étude portant sur un patient diagnostiqué SEDsp et porteur d’'une mutation
homozygote non conservative de B3GalT6 : la mutation p.(Arg197Cys). En utilisant la structure
cristallisée de la B3GNT2, I’équipe a modélisé la région impactée de la B3GalT6 et a indiqué

197

que I'Arg!® est prédite comme ayant la méme orientation que la Lys?%® de B3GNT2 pour

former une liaison avec un phosphate de I’'UDP (Figure 23) (36)

B1,3-galactosyltransférase 6 | p1,3-N- Résidu de B3GNT2 Motif impliqué ou
(B3GalTe6) acétylglucosaminyltransférase 2 interagissant avec réle du résidu
(B3GNT2)

Hi5279 Hi5376 Mg2+

Asp?>® Asp?*® Motif DxD

Asp>? Asp?*® Uridine

Aspls Asp2?? Mg?*

Argt®’ Lys?28 Diphosphate

Trpl% Tyr28 Diphosphate

Aspt?’ Asp?t® Uridine

Lys®3® Lys?23 Uridine

Asp?#? Asp333 Galactose Base catalytique du
motif xED

Tyr?12 Tyr303 Galactose

Tableau V. Comparaison des résidus de la PB1,3-N-acétylglucosaminyltransférase 2 impliqués dans la
reconnaissance des substrats avec les résidus de la B1,3-galactosyltransférase 6. Les résidus sont comparés sur
la base d’un alignement des deux séquences en acides aminés (non montré). Les interactions des résidus de la

B3GNT2 ont été déterminées expérimentalement par (274).

Figure 23. Visualisation des domaines catalytiques de la structure résolue de la f1,3-N-
acétylglucosaminyltransférase 2 et d’'un modéle de la B1,3-galactosyltransférase 6. (A) Structure du domaine
catalytique de la B1,3-N-acétylglucosaminyltransférase 2 (B3GNT2) déterminé par Kadirvelraj et al. (274). (B)
Modele du domaine catalytique de la B1,3-galactosyltransférase 6 (B3GalT6) généré par Leoni et al. (36).
L’uridine diphosphate (UDP) et le cation divalent Mg?* utilisé par la B3GNT2 sont représentés en cyan/jaune et
jaune, respectivement. La Lys?®® de B3GNT2 et I'Arg!®” de B3GalT6 sont représentées en vert pale et vert,

respectivement. Adapté de (36).
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La glycoprotéine-N-acétylgalactosamine 3-B-galactosyltransférase 1 (C1GalTl) de
Drosophila melanogaster est une autre GT31 dont la structure a été résolue. Elle catalyse
I'ajout d’'un Gal sur un GalNAc. La fixation de la partie nucléotidique du substrat donneur UDP-
Gal est considérée comme la « force motrice » qui permet la reconnaissance du substrat
accepteur (275). Ce mécanisme a été directement comparé a celui d’'une autre GT-A, la
GalNAc-T2, qui posséde deux conformations : la conformation « fermée » et la conformation
« active ». La longue boucle Val**°-Gly37? va se déplacer lors de la fixation de 'UDP-Gal pour
passer en conformation active et accueillir le substrat accepteur. Ce mécanisme est rendu

104 " qui ne se trouve ni dans le domaine

possible grace a un résidu en particulier, la Phe
catalytique ni dans la boucle en question, et qui est situé bien plus loin dans la séquence
protéique (276). La dynamique de longues boucles est retrouvée dans d’autres GT, un

exemple déja décrit de ce manuscrit étant celui de la B4GalT7 (239).

3. Conclusion

Les GT sont des protéines flexibles subissant des modifications conformationnelles
indispensables a leur activité. Des résidus-clés font partie de motifs conservés tel que le motif
DxD qui coordonne le substrat donneur et le cation divalent, ou encore le motif xED qui
contient la base catalytique. D’autres résidus, qui ne sont pas nécessairement présents dans
des motifs particuliers, sont conservés a travers les GT pour établir des interactions avec les
substrats et pour former des complexes, par exemple des homodimeres nécessaires a leur
activité enzymatique.

Le nombre de mutations de B3GalT6 actuellement recensé est trés important. Elles
conduisent a plusieurs maladies génétiques rares des TC, dont le SEDsp, avec une difficulté de
diagnostic et de pronostic, des symptomes variables, une espérance de vie réduite, et
globalement un manque de compréhension de la communauté scientifique. La structure
tridimensionnelle de la B3GalT6 pourrait se révéler grandement utile pour comprendre les
conséquences d’une mutation sur I’'enzyme. Des pistes peuvent étre établies provisoirement
en utilisant les informations expérimentalement obtenues pour des enzymes aux mécanismes
similaires et des approches de modélisation moléculaire, telles que celles mises en ceuvre

dans notre travail.
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Problématique

Les SED représentent un groupe hétérogene de maladies génétiques rares des TC causées
par des mutations de constituants de la MEC ou de protéines responsables de leur synthése.
Les PG, principaux composants des MEC, sont des macromolécules constituées d’une partie
protéique et d’une ou plusieurs chaines polysaccharidiques de GAG. lls assurent de nombreux
roles physiopathologiques au sein des MEC, allant des interactions avec les molécules d’eau,
les collagénes et de multiples constituants matriciels (277) a la régulation de I'activité de
médiateurs solubles impliqués dans plusieurs cascades de signalisation (278).

Le gene B3GALT6 code pour la B3GalT6, une GT qui catalyse I'ajout d’un résidu Gal lors
d’une des premiéres étapes de la synthese des chaines de GAG. Le SEDsp est une forme rare
de SED associée a plusieurs variants pathogenes du géne B3GALT6 présents a I'état
homozygote ou hétérozygote composite. Ces mutations sont identifiées en particulier au
niveau de domaines conservés du domaine catalytique de la B3GalT6 dont les études
structurales et fonctionnelles sont rares et incomplétes. Les phénotypes observés chez les
patients atteints de SEDsp sont sévéres, caractérisés notamment par des atteintes au niveau
du systéeme musculosquelettique. Le spectre de symptomes du SEDsp se chevauche avec
I’expression clinique d’affections proches dues a d’autres mutations de B3GALTE, telles que la
SEMD-JL1 (18) et le syndrome d’Al-Gazali (29). Les aspects cliniques se chevauchent
également avec d’autres ostéochondrodysplasies d’origine génétique différente, comme le
SEDk, le BCS ou le SEDmc (9). Il est donc extrémement complexe d’établir le diagnostic de
cette affection.

On dénombre aujourd’hui quarante-sept variants pathogenes de B3GALT6 qui sont des
délétions ou des substitutions entrainant I'apparition de mutations faux-sens, non-sens, ou
causant un décalage du cadre de lecture (17, 18, 28, 29, 33—38, 42-52). Ces variants alléliques
ont été en partie identifiés grace a des travaux de notre équipe réalisés en collaboration avec
le Dr. Fransiska Malfait (Center of Medical Genetics, Université de Gand, Gand, Belgique).
L’équipe GlycoBio a ainsi participé a I'identification de dix-huit mutations de B3GALT6 au sein
de douze familles indépendantes. Les études réalisées grace aux cultures de fibroblastes de
peau de ces patients ont montré que les mutations de B3GALT6 impactent a des degrés
variables la glycosylation de la décorine et des PG matriciels et cellulaires. Les études de

microscopie électronique de biopsies de peau de patients montrent une altération de
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I'architecture du réseau de collagéne. Cependant, les mécanismes par lesquels les défauts de

glycosylation des PG conduisent a des défauts de I'intégrité de la MEC et de ses propriétés

fonctionnelles et structurales ne sont pas établis.

Notre principal objectif de travail est de mieux cerner les mécanismes pathogéniques

impliqués dans le SEDsp-B3GALT6, de mieux définir les relations génotype / phénotype de

cette maladie et, a terme, de permettre au clinicien d’améliorer le diagnostic, le pronostic et

la prise en charge des patients. Pour ce faire, nous proposons d’explorer I'impact des défauts

génétiques a différentes échelles et de fagon pluridisciplinaire.

(1)

(2)

Le premier axe consiste en I'étude des conséquences d’'une mutation individuelle
sur la fonction de la B3GalT6. Nous concentrons nos efforts sur les mutations
p.(Tyr182Cys) (50), p.(Asp207His) et p.(Gly217Ser) (17). Celles-ci sont retrouvées a
I’état homozygote chez des patients SEDsp, ce qui nous permet de relier I'impact
sur la fonction a une seule mutation. La transfection transitoire des enzymes
mutées dans des cellules HelLa dont le géne B3GALT6 a été invalidé par la
technologie CRISPR-Cas9 nous permet d’analyser la biosynthése des chaines de
GAG a partir de différents substrats. En paralléle, I'activité enzymatique spécifique
des mutants est étudiée dans ce méme modele. Cette seconde partie a fait I'objet
de ma premiére année de thése et est décrite dans ce manuscrit, mais n’a pas
permis I'obtention de résultats concluants concernant I'activité des mutants. En
conséquence, nous avons modifié notre stratégie et étudié I’activité enzymatique
spécifique des mutants surexprimés dans la bactérie Escherichia coli (E. coli) sous

la forme de protéines tronquées, solubles et purifiées.

Le second axe consiste en I'étude des conséquences d’une mutation individuelle
sur la structure de la B3GalT6. La structure secondaire des protéines purifiées
mentionnées est explorée par dichroisme circulaire (DC). Leur diameétre
hydrodynamique et leur distribution de taille sont étudiés par diffusion dynamique
de la lumiére (dynamic light scattering, DLS). Des modeéles structuraux des mutants
générés par une approche de dynamique moléculaire ont également été utilisés
pour prédire des modifications de l'intensité des liaisons intramoléculaires et du

taux de fluctuation de segments polypeptidiques.
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(3) Le troisieme axe consiste en |'étude des conséquences de l'invalidation du géne
B3galt6 sur la morphologie et les caractéristiques biomécaniques de la MEC dans
un modeéle de synthése matricielle murin. L'invalidation de B3galt6 dans la lignée
de tératocarcinome de souris ATDC5 est réalisée par le systéeme CRISPR-Cas9
transduit dans les cellules lors d’une infection adénovirale. Dans notre systeme
expérimental, nous pouvons induire la chondrogenése de ces cellules, ce qui
permet I'expression de nombreuses protéines matricielles. Les cellules produisent
ainsi une MEC abondante et organisée sous la forme d'un pseudo-tissu. La
glycosylation des PG du sécrétome et du matrisome est étudiée. Les pseudo-tissus
sont soumis a un test d’extensibilité mais également inclus en paraffine afin de
réaliser des colorations histologiques. Enfin, la microscopie a force atomique
(atomic force microscopy, AFM) fournit des informations sur la morphologie et
I’élasticité des pseudo-tissus. Tous ces parametres nous renseignent quant aux
défauts d’organisation et d’assemblage de la MEC induits par la déficience en

B3GalTe.
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Matériels et méthodes

l. Etude de I'impact de mutations de la B1,3-galactosyltransférase 6 dans un

modeéle cellulaire invalidé pour le géne B3GALT6

1. Le modéle cellulaire Hela

a. Génération d’'un modeéle de cellules Hela invalidé pour le gene B3GALT6

Pour étudier I'effet de mutations de la B3GalT6 sur son activité enzymatique, nous avons
exprimé les enzymes mutées dans un modele cellulaire dont le géne codant pour la B3GalT6
a été préalablement invalidé. Ce modele de cellules HeLla, nommé H7, a été obtenu au cours
d’une thése précédente au sein de I'équipe (279) et a été généré a partir d’'une lignée Hela
obtenue a la European Collection of Authenticated Cell Cultures (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France). La lignée H7 porte une délétion de cinquante-deux paires de bases au
niveau du géne B3GALT6 conduisant a la mutation p.(Val61Alafs*199) avec un décalage du

cadre de lecture et synthése d’une protéine incompléte.

b. Culture cellulaire

Les cellules sont cultivées dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) a
teneur élevée en glucose (4,5 g/L) (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France)
supplémenté de 10 % (v/v) de sérum de veau fecetal (SVF) (Gibco, Thermo Fisher Scientific), 1
% (v/v) de L-glutamine (Sigma-Aldrich) et 1 % (v/v) de pénicilline / streptomycine (Sigma-
Aldrich). Les lavages des cellules sont effectués avec du tampon phosphate salin (phosphate
buffered saline, PBS) (Sigma-Aldrich). Lors des manipulations de passage ou d’amplification,
les tapis cellulaires sont décollés grace a un mélange trypsine - acide
éthyléenediaminetétraacétique (EDTA) 0,25 % (p/v) (Sigma-Aldrich). Les cellules sont cultivées
dans un incubateur HERAcell™ 240i (Thermo Fisher Scientific) sous atmosphére humide a 37
°Cet5 % (v/v) de CO,.

Les cellules H7 sont ensemencées en plaques 6-puits, a raison de 3.10° cellules par puits,
un jour avant transfection transitoire par le vecteur permettant I'expression de la f3GalT6
sauvage ou mutée fusionnée a une étiquette hémagglutinine (HA). Ainsi, par une combinaison
de plusieurs techniques, elles seront utilisées pour I'étude de la synthése des chaines de GAG

en cas de mutation de B3GalTe6.

56



2. Obtention des vecteurs d’expression des mutants de la f1,3-

galactosyltransférase 6 humaine

a. Mutageneése dirigée

Afin de reproduire des mutations du géne B3GALT6 décrites chez les patients atteints de
SEDsp, le kit commercial de mutagénése dirigée QuikChange Il XL (Agilent Technologies, Les
Ulis, France) a été utilisé. Dans le cadre de ma these, nous nous sommes concentrés sur trois
mutations homozygotes retrouvées chez des patients SEDsp-B3GALT6 : p.(Tyr182Cys) (50),
p.(Asp207His) et p.(Gly217Ser) (17).

Le mélange réactionnel est réalisé selon les recommandations du fournisseur. Il consiste
en 50 ng de plasmide pcDNA3.1(+)-B3GalT6-WT disponible au laboratoire, 2,5 unités d’ADN
polymérase PfuUltra™, 3 uL de QuikSolution pour améliorer la qualité de la réplication, 10
mM d’un mix de désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) et 125 ng de chaque amorce
complémentaire contenant la mutation d’intérét (Tableau VI) dans un volume final de 50 pL.
Le programme de réaction en chaine par polymérase (polymerase chain reaction, PCR) est le
suivant : (i) 95 °C, 2 min (ii) 95 °C, 1 min (iii) condition variable3, 50 sec (iv) 68 °C, 10 min (v) 68

°C, 7 min. Les étapes (ii) a (iv) sont répétées 18 fois.

Mutation générée Brin Séquence

Tyr182Cys Sens 5’-CCGCCTCTGCTGGGGC-3’
Antisens 5’-GCCCCAGCAGAGGCGG-3’

Asp207His Sens 5’-GGCAACTCGCCACTACTACCT-3’
Antisens 5'-AGGTAGTAGTGGCAGAGTTGCC-3’

Gly217Ser Sens 5’-GCGCTGGGCGGCAGCTACGTGCTCTC-3’
Antisens 5’-GAGAGCACGTAGCTGCCGCCCAGCGC-3’

Tableau VI. Liste des amorces nucléotidiques utilisées pour la mutagenése dirigée de la B1,3-

galactosyltransférase 6. Les nucléotides mutés sont indiqués en gras.

Le produit de PCR obtenu est ensuite incubé a 37 °C pendant une nuit avec 10 unités
d’enzyme de restriction Dpnl provenant du kit de mutagenése dirigée pour cliver de facon

spécifique le plasmide matrice restant.

3 Tyr182Cys : 58 °C ; Asp207His : 60 °C ; Gly217Ser : 72 °C, 2 % de DMSO.
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b. Préparation des vecteurs plasmidiques

Un volume de 2 ulL de produit de PCR digéré par Dpnl est mis en présence de 50 uL de
bactéries E. coli chimiocompétentes One Shot™ TOP10 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
sur glace pendant 30 minutes. Puis, un choc thermique est réalisé en incubant successivement
le mélange durant 30 secondes dans un bloc chauffant réglé a 42 °C et 3 minutes sur glace. Un
volume de 150 pL de bouillon lysogéne (lysogeny broth, LB) (Sigma-Aldrich) est ajouté a la
préparation qui est incubée a 37 °C sous agitation pendant une heure.

Les précultures des bactéries transformées sont étalées sur un milieu sélectif LB-Agar
supplémenté de 100 pg/mL d’ampicilline. Les géloses sont incubées a 37 °C pendant une nuit.
Apreés repiquage de clones et culture de ces derniers, les plasmides sont extraits et purifiés a
I’aide du kit de minipréparation Qiaprep® (Qiagen) puis dosés au Nanodrop™ One (Thermo
Fisher Scientific). La présence des mutations dans la séquence codante de la B3GalT6 tronquée

est vérifiée par double séquencage (Eurofins Genomics, Ebersberg, Allemagne).

3. Etude de la synthése des chaines de glycosaminoglycanes

a. Synthése a partir d’un substrat exogéne

Les cellules H7 sont transfectées par le vecteur pcDNA3.1(+) (Thermo Fisher Scientific)
permettant I'expression de la B3GalT6 sauvage ou porteuse d’'une mutation Tyr182Cys,
Asp207His ou Gly217Ser. Un contrble négatif est effectué en transfectant les cellules avec le
vecteur pcDNA3.1(+) vide. La transfection transitoire est réalisée le lendemain de
I’'ensemencement en plaques 6-puits grace a I'agent de transfection Turbofect™ (Thermo
Fisher Scientific) selon les recommandations du fournisseur, avec 3 ug d’ADN plasmidique par
puits.

La méthodologie du radiomarquage des chaines de GAG a été précédemment décrite par
Bui et al. (264). Deux jours apres la transfection, les cellules sont incubées pendant une nuit
dans du milieu Fisher (Thermo Fisher Scientific) supplémenté de 2 % (v/v) de SVF, 10 uCi/ml
de Nay[3°SO4] (PerkinElmer SAS, Villebon-sur-Yvette, France) et 0, 2 ou 5 puM de 4-
méthylombélliferyl-B-D-xylopyranoside (4-MOX) (Sigma-Aldrich). Le lendemain, le milieu
radiomarqué est récolté et les chaines de GAG sulfatées radiomarquées sont séparées des
sulfates radiomarqués non incorporés sur une colonne Sephadex G-50 (Cytiva, Uppsala,
Suéde). Les chaines de GAG radiomarquées sont quantifiées par comptage en scintillation

liguide dans un cocktail de scintillation Ultima Gold (PerkinElmer SAS). En parallele, les cellules
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sont lysées et la quantité d’ADN est dosée grace au kit Quant-iT™ dsDNA HS Assay (Thermo
Fisher Scientific) sur un fluorimétre Qubit™ (Thermo Fisher Scientific), selon les
recommandations du fournisseur. Les données de radiomarquage sont standardisées en

fonction de la quantité d’ADN.

b. Synthése a partir de la décorine recombinante

Les cellules H7 sont co-transfectées avec deux plasmides en utilisant le Turbofect™ selon
les recommandations du fournisseur. Le premier plasmide, utilisé a une quantité de 1 g, est
un pcDNA3.1(+) contenant la séquence codante de la décorine humaine fusionnée a une
étiquette 6His. Le second, utilisé a une quantité de 2 pg, est un pcDNA3.1(+) permettant
I'expression de la B3GalT6 sauvage ou porteuse d’une mutation Tyr182Cys, Asp207His ou
Gly217Ser. Un contréle négatif est effectué en co-transfectant 1 ug du premier plasmide et 2
pug de pcDNA3.1(+) ne contenant pas la séquence codante de la B3GalT6. 48 heures aprés
transfection, les cellules sont cultivées une nuit supplémentaire dans deux milieux différents

selon I'objectif prédéfini.

Afin d’obtenir des informations sur la longueur des chaines de GAG synthétisées, les
cellules co-transfectées sont cultivées dans un milieu Fisher (Thermo Fisher Scientific)
supplémenté de 10 puCi/mL de Naz[>°SO4] (PerkinElmer SAS) pour le radiomarquage (264). Les
milieux radiomarqués sont récoltés le lendemain. La décorine étiquettée 6His surexprimée est
purifiée a l'aide de billes magnétiques Ni-NTA (Thermo Fisher Scientific) selon les
recommandations du fournisseur. Aprés lavages et élution de la décorine dans un volume
adapté de tampon Tris-HCl (pH 7) contenant 250 mM d’imidazole, les échantillons sont
mélangés avec un tampon de charge XT Sample Buffer (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France)
dans un volume final de 30 plL pour visualiser les chaines de GAG radiomarquées séparées par
électrophorese sur gel de polyacrylamide contenant du dodécylsulfate de sodium (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Les échantillons sont
dénaturés lors d’une incubation a 95 °C pendant 5 minutes puis déposés sur un gel a gradient
4-12 % Criterion™ XT Bis-Tris (Bio-Rad) et soumis a une tension constante de 90 V pendant
deux heures. Le gel est ensuite fixé pendant une nuit dans un mélange d’eau, d’acide acétique
20 % (v/v) et de méthanol 20 % (v/v), puis apres ringage a l‘eau, le gel est incubé pendant une

heure dans une solution Amplify (Cytiva) permettant une amplification du signal. Le gel est
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séché dans un sécheur de gel Gel-Dry™ (Thermo Fisher Scientific), puis mis sous film (Cytiva)

durant minimum sept jours a -20°C avant d’étre révélé par autoradiographie.

Afin d’obtenir des informations complémentaires sur le taux de glycosylation de la
décorine, les cellules co-transfectées sont cultivées dans un milieu de culture DMEM sans SVF.
Les milieux sont récoltés le lendemain et la décorine est purifiée selon la méme méthodologie
que pour les échantillons radiomarqués. Les échantillons sont dénaturés lors d’une incubation
a 95 °C pendant 5 minutes puis puis mis a migrer sur un gel a gradient 4-20% Mini-PROTEAN®
TGX™ (Bio-Rad) pendant deux heures sous une tension constante de 90 V. Les protéines sont
transférées sur membrane de difluorure de polyvinylidéne (PVDF) fournie dans le kit Trans-
Blot® Turbo™ Mini (Bio-Rad) au moyen du systéme de transfert Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad)
selon les recommandations du fournisseur. La membrane est placée sous agitation pendant
une heure a température ambiante dans un mélange de tampon Tris salin avec Tween (Tris-
buffered saline with Tween, TBST) et de 5 % (p/v) d’albumine de sérum bovin (ASB). La
membrane est incubée en présence d’un anticorps polyclonal de souris dirigé contre la
décorine humaine (R&D System:s, Lille, France, AF143, dilution 1 / 500 dans un mélange TBST
/ 5 % (p/v) ASB) pendant une nuit, a 4 °C et sous agitation, puis en présence d’un anticorps
polyclonal dirigé contre les IgG de souris (Cell Signaling Technology, Ozyme, Saint-Cyr-I'Ecole,
France, #7076, dilution 1 / 2 000 dans un mélange TBST / 5 % (p/v) ASB) pendant une heure,
atempérature ambiante et sous agitation. La membrane est lavée trois fois pendant 5 minutes
dans du tampon TBST puis est révélée par les réactifs de chimioluminescence ECL Western
Blotting Detection (GE Healthcare). La visualisation des signaux est permise grace a un appareil

de détection Chemidoc XRS+ (Bio-Rad).

4, Détermination de I'activité enzymatique de la B1,3-galactosyltransférase 6 a

partir d’homogénats cellulaires

a. Préparation des homogénats cellulaires et dosage des protéines totales des

échantillons
Apres transfection des cellules H7 par le pcDNA3.1(+) codant pour la 3GalT6 sauvage ou
I'un des mutants, les milieux de culture sont retirés des puits et les tapis cellulaires sont lavés
avec du PBS. Le contro6le négatif consiste toujours en une transfection avec le pcDNA3.1(+) ne

codant pas pour la B3GalT6. Les tapis cellulaires de trois puits d’'une méme condition de
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transfection sont récupérés par grattage dans du PBS et centrifugés durant 5 min a 16 000 g.
Les culots cellulaires sont ensuite repris dans 100 pL de tampon (250 mM saccharose, 5 mM
HEPES a pH 7,4), puis soniqués deux fois pendant 5 secondes avec 10 secondes d’intervalle
sur glace au moyen d’une sonde a ultrasons. Les protéines totales des homogénats cellulaires
obtenus sont dosées par la méthode de Bradford (280) en lisant I'absorbance a 595 nm sur un
spectrophotomeétre UV-visible UV-1800 (Shimadzu, Noisiel, France) au moyen d’une gamme
étalon d’ASB. Les lysats sont utilisés pour I'analyse de I'expression protéique de la B3GalT6

par immunoblot et les essais enzymatiques.

b. Analyse de I’expression de la B1,3-galactosyltransférase 6 recombinante par

immunoblot

Pour chaque condition de transfection, 20 ug de protéines totales issus des homogénats
cellulaires sont mélangés a un tampon de charge composé de 200 mM de Tris-HCl a pH 6,8
supplémenté de 10 mM de dithiothréitol (DTT) (Promega, Charbonniéres-lés-Bains, France),
de 0,05 % (p/v) de bleu de bromophénol (Bio-Rad) et de 10 % (v/v) de glycérol (VWR
Chemicals, Rosny-sous-Bois, France). Les échantillons sont dénaturés a 95 °C pendant 5
minutes, puis migrés dans un gel 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ (Bio-Rad), transférés et révélés
selon la méthodologie décrite en section |.3.b. Les protéines produites sont détectées a 'aide
d’un anticorps monoclonal de lapin est dirigé contre I'étiquette HA (Sigma-Aldrich, H6909,
dilution 1 / 2000 dans du TBST) fusionnée aux protéines surexprimées. Un anticorps
polyclonal de chévre ciblant les I1gG de lapin (Cell Signaling Technology, #7074, dilution 1 / 10

000 dans du TBST) est ensuite utilisé comme anticorps secondaire.

c. Evaluation de Pactivité galactosyltransférase par chromatographie liquide a

haute performance

Les composés chimiques galactose-B1,4-xylose-2-O-phosphate-B1-O-méthoxynaphtyle
(Gal-Xyl(2P)-OMN) et galactose-B1,3-galactose-B1,4-xylose-2-O-phosphate-B1-0O-
méthoxynaphtyle (Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN) ont été synthétisés et fournis par I'équipe du Pr.
Chrystel Lopin-Bon (UMR 7311 ICOA, Université d’Orléans, France). Le premier est utilisé en
tant que substrat accepteur de la réaction enzymatique tandis que le second est utilisé comme
standard externe pour obtenir une gamme de produit de la réaction afin de quantifier

I'activité enzymatique. Les formes déphosphorylées de ces composés, le galactose-f1,4-
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xylose-B1-O-méthoxynaphtyle (Gal-Xyl-OMN) et galactose-B1,3-galactose-B1,4-xylose-O-
méthoxynaphtyle (Gal-Gal-Xyl-OMN) ont également été synthétisées (281).

Le mélange réactionnel consiste en un tampon composé de 50 mM de MES a pH 6,5 avec
100 mM de NaCl et 10 mM de MnCl; dans lequel sont ajoutés 50 ug de protéines totales et
une concentration variable en Gal-Xyl(2P)-OMN (0 a 5 mM) en présence de 10 mM d’UDP-Gal
(Sigma-Aldrich), ou une concentration variable en UDP-Gal (0 a 10 mM) en présence de 5 mM
de Gal-Xyl(2P)-OMN. Les composés Gal-Xyl(2P)-OMN et Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN étant
déphosphorylés au contact des homogénats cellulaires dans les conditions utilisées, nous
avons également mis en place d’autres essais enzymatiques en ajoutant 1 mM d’adénosine
triphosphate (ATP) aux mélanges réactionnels, dans le but de limiter la déphosphorylation.

Le volume final de la réaction est de 50 pL. La réaction est conduite a 37 °C pendant 1
heure puis est arrétée par ajout de 5 pL d’HClI 2 N. Les mélanges réactionnels sont
immédiatement vortexés et placés dans la glace. llIs sont ensuite centrifugés a4 °Ca 10 000 g
pendant 5 minutes. 10 uL de chaque surnageant sont analysés par chromatographie liquide a
haute performance (CLHP).

La phase mobile est composée de 11 % (v/v) d’acétonitrile (CARLO ERBA Reagents) et 0,02
% (v/v) d’acide trifluoroacétique (Sigma-Aldrich) dans de I'eau. La colonne de séparation en
phase inverse est une colonne XBridge de type C18 (145 x 5 mm, 5 um) (Waters, Saint-Quentin
en Yvelines, France) reliée a un module de séparation e2695 (Waters) couplé a un détecteur
de fluorescence 2475 (Waters) réglé sur une longueur d’onde d’excitation de 324 nm et une
longueur d’onde d’émission de 356 nm. Les échantillons sont séparés sur la colonne grace a
un flux de 1 mL/min. Les données sont analysées sur les chromatogrammes obtenus grace au

logiciel Empowers (Waters).

Il. Etudes de la fonction des glycosyltransférases recombinantes impliquées dans la

syntheése de I’'amorce tétrasaccharidique

1. La B1,3-galactosyltransférase 6 recombinante

a. Obtention des plasmides codant la 6His-MBP-B3GalT6AN;..29 et la 6His-MBP-
ﬁ3GaIT6ANter$

Les plasmides codant pour deux formes tronquées et solubles de la PB3GalTé

recombinante humaine ont été obtenus avant le début de ce travail de thése. Il s’agit de

vecteurs d’expression pETM41 (Invitrogen) dans lesquels ont été clonées les séquences
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codant la B3GalT6 tronquée des vingt-neuf acides aminés N-terminaux (B3GalT6AN29) ou
des cinquante acides aminés N-terminaux (B3GalT6AN:50). Pour ce faire, les séquences ont
été amplifiées par PCR avec les amorces appropriées (Tableau VII) (Eurofins Genomics) a partir
du vecteur d’expression cellulaire pcDNA3.1(+)-B3GalT6-WT, puis ont été insérées dans le
vecteur d’expression bactérienne pETMA41 (Figure 24) en utilisant les sites de restriction Ncol
(extrémité 5’) et Xhol (extrémité 3’). Ainsi, il est possible d’exprimer ces protéines tronquées
et fusionnées a la protéine de fixation au maltose (maltose binding protein, MBP) et a une
étiquette 6His en systeme bactérien. Les protéines recombinantes sauvages sont nommées

6His-MBP-B3GalT6ANter29-WT et 6His-MBP-B3GalT6AN50-WT.

Troncation générée Brin Séquence
B3GalT6AN 29 Sens 5’-CGCCATGGCACGCTGCGCGGCCGAGCCC-3’
Antisens 5’-TGCTCGAGTCAGGGGATGCCCTCCCTTCTC-3’
B3GalT6AN 50 Sens 5’-CGCCATGGCAGCGCCCGCGCGCGCC-3’
Antisens 5’-TGCTCGAGTCAGGGGATGCCCTCCCTTCTCTGGCA-3’

Tableau VII. Amorces nucléotidiques utilisées pour générer les troncations de la B1,3-galactosyltransférase 6

humaine. Les troncations obtenues sont clonées a |'aide de ces amorces dans le vecteur d’expression pETM41.

&_1,,'?

PETM41-p3GalT6ANter29-WT
6337 bp

Figure 24. Carte du vecteur d’expression pETM41 dans lequel a été clonée la séquence nucléotidique de la
B1,3-galactosyltransférase 6 humaine dont les vingt-neuf premiers acides aminés ont été supprimés. Le
promoteur T7 permet I'expression de la protéine d’intérét fusionnée a la protéine de fixation au maltose
(maltose binding protein, MBP). Les deux protéines sont séparées par un site de coupure spécifique de la
protéase du virus de la gravure du tabac (tobacco etch virus, TEV). La protéine de fusion posséde également une
étiquette 6His en Cir. L'enzyme sans les cinquante premiers acides aminés a été clonée de la méme fagon, non
représentée ici. Le vecteur confére aux bactéries transformées une résistance a la kanamycine grace au gene

KanR.
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b. Obtention des plasmides codant les mutants de la 6His-MBP-33GalT6AN:29

Les mutations Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser ont été générées a partir de la
séquence codante de la 6His-MBP-B3GalT6AN:29 sous-clonée dans le pETM41 selon la
méme méthodologie que décrite précédemment (section I.2.a) avec les amorces indiquées
(Tableau VI). Apres digestion des brins matrices par I'enzyme Dpnl, le produit de mutagenése
dirigée est dialysé pendant 30 minutes contre de |'eau ultrapure a travers une membrane de

cellulose avec des pores de 0,025 um (Millipore).

Un volume de 50 mL de LB (Sigma-Aldrich) est inoculé avec 500 uL d’une préculture de
bactéries E. coli chimiocompétentes One Shot™ TOP10 (Invitrogen) puis incubés a 37 °C sous
agitation jusqu’a atteindre une densité optique (DO) a 600 nm de 0,6. La culture est refroidie
a 4 °C pendant 10 minutes. Toutes les étapes suivantes sont réalisées a 4 °C.

La culture est centrifugée 10 minutes a 750 g. Le culot est resuspendu délicatement dans
50 mL d’un mélange d’eau et de 10 % (v/v) de glycérol (VWR Chemicals) puis centrifugé 10
minutes a 1 000 g. Cette étape est répétée deux fois, successivement avec 25 mL puis 1 mL du
méme mélange eau / glycérol. Enfin, le culot est resuspendu dans 200 puL du mélange eau /

glycérol pour obtenir des bactéries électrocompétentes.

Toutes les étapes suivantes sont réalisées a 4 °C. 1 plL de plasmide dyalisé est mélangé a
50 pL de bactéries électrocompétentes fraichement préparées. Ce mélange est déposé dans
une cuve d’électroporation préalablement conservée a - 20 °C. Le tout est placé dans |'appareil
d’électroporation Eporator® (Eppendorf). L’électroporation est effectuée a 1 700 V pendant
5,7 ms. Le mélange de transformation est complété a 1 mL avec du LB (Sigma-Aldrich)
préalablement conservé a 4 °C, puis les bactéries sont cultivées a 37 °C pendant 2 h sous
agitation.

Les bactéries sont ensuite centrifugées a température ambiante a 2 500 g pendant 10

minutes puis, apres élimination du surnagent, resuspendues dans 150 pL de LB. La totalité du
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volume est étalée sur LB-Agar (Euromedex) supplémenté par 75 mg/L de kanamycine
(Euromedex). La boite de Pétri est placée dans un incubateur a 37 °C pendant une nuit.
Apres repiquage de clones et culture de ces derniers, les plasmides sont extraits et purifiés
a I'aide du kit de minipréparation Qiaprep® (Qiagen) puis dosés au Nanodrop™ One (Thermo
Fisher Scientific). La présence des mutations dans la séquence codante de la B3GalT6AN:.r29
est vérifiée par double séquencage (Eurofins Genomics) grace aux amorces 5'-
AAGGAGTCGTCGTCCGCC-3’ et « T7-term » (cette derniere étant fournie par le prestataire).
Les protéines recombinantes mutées sont nommées 6His-MBP-B3GalT6AN29-Y182C, 6His-
MBP-B3GalT6ANr29-D207H et 6His-MBP-B3GalT6ANr29-G217S.

c. Production et purification des enzymes sauvage et mutées recombinantes

Les souches bactériennes chimiocompétentes E. coli Rosetta™ 2(DE3) (Novagen) et
BL21(DE3) (Novagen) sont utilisées pour les tests d’expression des 6His-MBP-B3GalT6AN:29-
WT et 6His-MBP-$3GalT6AN50-WT.

Le premier jour, 50 pL de bactéries sont incubées en présence de 50 ng de plasmide sur
glace pendant 30 minutes. Un choc thermique est effectué disposant le tube 42 °C pendant
45 secondes, puis a 4 °C pendant 3 minutes. Le mélange de transformation est complété a 1
mL avec du LB (Sigma-Aldrich) puis est incubé a 37 °C sous agitation pendant 90 minutes. Les
bactéries sont ensuite centrifugées a 1 000 g pendant 10 minutes a température ambiante
puis resuspendues dans 200 uL de LB (Sigma-Aldrich). La totalité est étalée sur LB-Agar
(Euromedex) supplémenté par 75 mg/L de kanamycine (Euromedex). La boite de Pétri est
placée dans un incubateur a 37 °C pendant une nuit.

Le deuxieme jour, une colonie bactérienne est isolée et suspendue dans 5 mL de LB
contenant 75 mg/L de kanamycine. La culture bactérienne est effectuée pendant une nuit, a
37 °C et sous agitation.

Le troisieme jour, 200 mL du méme milieu sélectif sont inoculés avec 1 mL de la pré-
culture de la veille et mis en culture selon les mémes conditions que précédemment décrites.
Lorsque la DO a 600 nm atteint 0,6 unités, la culture est placée a 4 °C pendant 1 heure sans
agitation. La production de I'enzyme recombinante est alors induite par I'ajout de 1 mM
d’isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Sigma-Aldrich) et par la poursuite de la

culture a 20 °C sous agitation pendant une nuit.
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Le quatriéme jour, la culture est centrifugée a 5000 g, a 4 °C pendant 20 minutes. Les
culots bactériens sont resuspendus dans 50 mL de PBS (Sigma-Aldrich) et centrifugés de la
méme maniere. Les culots obtenus apres retrait du surnageant peuvent étre conservés a -20
°C jusqu’a utilisation.

Un culot bactérien est suspendu dans 30 mL de tampon de lyse contenant 20 mM de Tris-
HCl a pH 7,4, 200 mM de NaCl, 5 % (v/v) de glycérol (VWR Chemicals) et 1 mM de DTT
(Promega). Les bactéries sont lysées sur glace par sonication grace a une sonde par huit cycles
de 1 minute de sonication suivie d’1 minute d’arrét. Le lysat est centrifugé a 11 000 g pendant
20 minutes a 4 °C pour séparer le culot (débris cellulaires, protéines agrégées...) du surnageant
(protéines solubles, matériel génomique...).

Une aliquote de chaque étape (lyse, culot et surnageant) correspondant a 1 /2 000 (v/v)
du volume de départ est récupérée et mélangée au tampon de charge. Les échantillons sont
séparés par SDS-PAGE (12 % (v/v) d’acrylamide) pour analyser I'expression et la solubilité des
enzymes produites par les différentes souches bactériennes.

Le gel est coloré dans un tampon contenant 45 % (v/v) d’éthanol, 45 % (v/v) d’acide
acétique (Sigma-Aldrich) et 2 g (p/v) de bleu de Coomassie R-250 (Bio-Rad). Il est ensuite
décoloré par des bains successifs de tampon contenant 30 % (v/v) d’éthanol et 10 % (v/v)
d’acide acétique. Les protéines séparées sont visualisées sur un appareil de détection

Chemidoc XRS+ (Bio-Rad).

Cette section traite des enzymes recombinantes des 6His-MBP-B3GalT6ANr29-WT, 6His-
MBP-B3GalT6AN29-Y182C, 6His-MBP-B3GalT6ANr29-D207H, 6His-MBP-B3GalT6ANer29-
G217S et 6His-MBP-B3GalT6AN50-WT.

Les étapes de transformation, de culture bactérienne, d’induction de I’expression, de lyse
et de centrifugation sont réalisées selon la méthodologie décrite dans la section précédente.

Le surnageant contenant les protéines solubles est mis sous agitation durant 10 minutes
a température ambiante aprés ajout de 3 pL de benzonase® (Sigma-Aldrich) et 2 mM de MgCl;
afin de digérer I’ADN génomique. Il est ensuite passé au travers d’un filtre d’'un diameétre de

0,45 pm.
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La purification de la protéine est réalisée sur un systéeme de purification a basse pression
BioLogic LP (Bio-Rad), comprenant un détecteur ultra-violet couplé a un collecteur de fractions
BioLogic BioFrac (Bio-Rad) et relié a un ordinateur récoltant les données grace au logiciel LP
Data View (Bio-Rad). La séparation est réalisée sur colonne d’affinité MBPTrap™ HP 1 mL
(Cytiva) intégrée au systéme. La colonne est composée d’une résine de Dextrine Sepharose™
qui retiendra par affinité la protéine de fusion par la MBP.

Avant purification, le systéme est lavé a I'eau ultrapure puis équilibré dans le tampon de
fixation (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 200 mM NaCl, 5 % (v/v) glycérol) a un flux de 1 mL/min
pendant 10 min. Le mélange protéique filtré est alors injecté dans le systéme avec un flux
abaissé a 0,2 mL/min pour permettre la fixation de la protéine de fusion sur la colonne. Puis,
la colonne est lavée avec un tampon de lavage (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM NacCl, 5 %
(v/v) glycérol) a 1 mL/min pendant 10 minutes. Enfin, le tampon d’élution (20 mM Tris-HCI pH
7,4, 200 mM NaCl, 5 % (v/v) glycérol, 10 mM maltose (Sigma-Aldrich)) est utilisé pour éluer la
protéine purifiée. Enfin, la colonne est régénérée grace a une solution composée de 500 mM
de NaOH (VWR Chemicals) puis conservée dans un mélange d’eau et de 20 % (v/v) d’éthanol.

Les fractions contenant la protéine purifiée sont rassemblées puis concentrées au moyen
d’un filtre a centrifuger Amicon® Ultra-15 3K (Millipore) par centrifugations successives de 15
minutes, a 4 °C et a 5 000 g jusqu’a obtention d’environ 1 mL de solution protéique. Celle-ci
est dessalée sur une colonne PD-10 (Cytiva) dans un tampon composé de 10 mM de sodium
phosphate et 100 mM de fluoride de sodium a pH 7,4. La concentration protéique de la
solution finale est dosée au Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) puis séparée en
aliquotes de 50 pL qui seront conservées a -80 °C aprés une congélation rapide dans |'azote

liquide.

d. Caractérisation des enzymes recombinantes purifiées

Une aliquote est prélevée a chaque étape des processus de production et de purification
(lyse, surnageant, culot, surnageant traité a la benzonase®, surnageant filtré, protéines non
retenues par la colonne, lavage, fractions purifiées, régénération de la colonne, conservation

de la colonne). Les protéines de ces aliquotes sont dosées par la méthode de Bradford (280).
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Pour analyser ces étapes, 1 / 2 000° (v/v) de chaque aliquote est séparé par SDS-PAGE
selon la méthodologie proposée en section Il.1.c.i. dans le but de vérifier la pureté ou la
présence de contaminants et la masse moléculaire apparente de la protéine exprimée. Le gel

est coloré, décoloré et visualisé comme décrit précédemment.

Les distributions de taille de la protéine purifiée sont analysées par DLS dans le but de
caractériser son état d’agrégation et sa taille estimée. Un volume de 15 pL de I'éluat de
purification concentré a 20 uM est centrifugé a 16 000 g, a 4 °C pendant 30 minutes.
L’échantillon est ensuite analysé dans un systéme de diffusion de lumiere Zetasizer Nano ZS
(Malvern Panalytical, Malvern, Worcestershire, UK) couplé au logiciel Zetasizer Nano (Malvern

Panalytical).

Le contenu en structure secondaire des enzymes recombinantes purifiées est analysé par
DC sur un spectrométre Chirascan Plus (Applied Photophysics Ltd). Des spectres dans I'UV
lointain (de 180 nm a 260 nm) sont réalisés sur un volume de 30 pL de chaque protéine purifiée
concentrée a 20 uM dans une cuve en quartz avec un trajet optique de 0,01 cm. Le temps
d’acquisition est de 1 nm/s. Chaque spectre est la moyenne de 3 mesures desquelles le spectre
du tampon seul a été soustrait.

Les spectres bruts de DC sont obtenus en absorbance, par soustraction de la polarisation
circulaire gauche par la polarisation circulaire droite. Le logiciel Pro-Data (Applied
Photophysics Ltd) est utilisé pour convertir les données en ellipticité molaire [0]mre, unité
prenant en compte la masse moléculaire de la protéine, la longueur de la cuve ainsi que la

concentration protéique utilisée.
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Les parameétres cinétiques apparents de la 6His-MBP-B3GalT6AN50-WT et de la 6His-
MBP-B3GalT6AN:r29-WT ou mutée sont mesurés par CLHP selon la méthodologie présentée
dans la section 1.4.c. 50 pmol d’enzyme purifiée sont utilisés pour les essais enzymatiques.

Les parametres cinétiques Ky et Vmax des enzymes recombinantes sont estimés grace a
un ajustement des données par régression non linéaire a I'’équation de Michaelis-Menten en

utilisant le logiciel Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

2. La B1,3-glucuronosyltransférase 1 recombinante

a. Production et purification de I’enzyme sauvage tronquée

L'enzyme recombinante GICAT-IANw76-WT a été produite, purifiée et fournie par
I’équipe du Dr. Rebekka Wild (IBS UMR 5075, Université Grenoble-Alpes, France). Il s’agit de
I’enzyme recombinante humaine dont les 76 premiers résidus N-terminaux (correspondant
aux segments cytoplasmique, transmembranaire et stem) sont tronqués. La séquence
entourée des sites de restriction Ncol (extrémité 5’) et Notl (extrémité 3’) a été fournie par
Twist Bioscience (SF, CA, USA) et insérée dans le plasmide pETM30 (Invitrogen) pour étre
exprimée en fusion avec une étiquette 6His et une protéine de fusion glutathion S-transférase
(GST) situées au niveau de I'extrémité N-terminale. La protéine est produite en systéme
bactérien et purifiée par chromatographie d’affinité au moyen d’une colonne HisTrap HP™
(Cytiva). Grace au site de clivage par la TEV situé entre la protéine d’intérét et la GST, les deux
protéines sont séparées en utilisant une TEV portant une étiquette 6His. La protéine d’intérét
est purifiée par une seconde chromatographie d’affinité retenant la protéase et la GST

fusionnées a une étiquette 6His.

b. Détermination de I'activité enzymatique par bioluminescence

Les composés chimiques Gal-Xyl-OMN et Gal-Gal-Xyl-OMN (281) sont utilisés comme
substrats accepteurs de la réaction de la GICAT-IANr76-WT.

Le mélange réactionnel est effectué dans un tampon composé de 100 mM d’acétate de
sodium a pH 6,5, 10 mM de MnCl; dans lequel sont ajoutés 100 pmol d’enzyme purifiée et
une concentration variable de substrat accepteur (0 a 1 mM) en présence de 5 mM d’UDP-

GlcA (Sigma-Aldrich). La réaction se fait a 37 °C pendant 1 heure et est arrétée par une
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incubation sur glace. La libération d’UDP a la suite de la réaction catalysée par la GIcAT-I-
ANter76-WT est évaluée grace au kit de mesure d’activité GT UDP-Glo™ (Promega) selon les
recommandations du fournisseur. L’'UDP est converti en ATP, substrat de la réaction d’une
luciférase pour générer de la bioluminescence mesurée a I'aide d’'un luminométre GloMax®-

Multi+ (Promega).

1. Simulations de dynamique moléculaire de la pB1,3-galactosyltransférase 6

sauvage et mutée

La structure tridimensionnelle de la B3GalT6 n’étant pas résolue a ce jour, nous avons
établi une collaboration avec les Drs. Yasaman Karami et Hamed Khakzad (UMR 7503 LORIA,
Vandoeuvre-lés-Nancy, France) afin d’étudier la dynamique moléculaire de I'’enzyme sauvage
et des mutants Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser selon une approche préalablement décrite
(282). Le modeéle bioinformatique utilisé est généré par le logiciel d’intelligence artificielle

AlphaFold (Figure 18).

La B3GalT6 est une enzyme localisée dans I'appareil de Golgi. Le segment TM de la
prédiction de structure de I’enzyme sauvage ou mutée est donc inséré dans un modeéle de
membrane biologique de I'appareil de Golgi constitué de 17 % de CHOL, 49 % de DOPC, 16 %
de DOPE, 5 % de DOPS, 6 % de PSM, 6 % de POPI et 1 % de PLPA. Ces abréviations sont le
systéeme de dénomination des lipides proposés par le logiciel CHARMM-GUI%. Le systéme est
hydraté par un modele d’eau TIP3P (283) avec une concentration saline de 150 mM de NacCl.
Pour chaque systéme, trois réplicats de simulations dynamiques de 1 ps sont obtenus.

Le logiciel de simulation de dynamique moléculaire utilisé est GROMACS 2021.3. Toutes
les expériences sont conduites a une température de 37 °C et une pression de 1 atm. Les
liaisons hydrogene et les ponts salins intramoléculaires sont enregistrés selon la fréquence a
laquelle ils sont observés dans des conditions définies, c’est-a-dire a une distance de 3,9 A et
3,5 A entre le centre de masse de I'atome donneur et celui de I'atome accepteur,
respectivement. Les valeurs de fluctuations (root-mean square fluctuations, RMSF) des résidus
sont obtenues en analysant la position dans I'espace des atomes du squelette peptidique des

systemes.

4 http://www.charmm-gui.org/?doc-1?4input/membrane
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V. Caractérisation d’un modeéle de synthése matricielle murin invalidé pour le géne

B3galt6

1. Culture cellulaire des cellules ATDC5

a. Matériel

Les cellules de la lignée cellulaire ATDC5 de tératocarcinome de souris (Riken Cell Bank,
Tsukubai, Japon) ont la particularité d’étre chondrogéniques, c’est-a-dire capables de réaliser
un processus de synthése cartilagineuse (284, 285). Lors de la chondrogenese, elles
produisent une MEC constituée, entre autres, de collagenes et de PG (286) qui s’organise sous
la forme d’un pseudo-tissu. Les cellules sont fournies au passage 13 et sont cultivées a 37 °C
dans une atmospheére humide contenant 5 % (v/v) de CO,. Différents milieux de culture sont
utilisés selon les applications :

e Le milieu complet est constitué de Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutriment
Mixture F-12 (DMEM / F-12) (Gibco, Thermo Fisher Scientific), auquel est ajouté 5 %
(v/v) de SVF, 1 % (v/v) de pénicilline-streptomycine (Gibco), 1 % (v/v) de glutamine, 10
pg/mL de transferrine humaine (Sigma-Aldrich) et 3.10% M de sélénite de sodium
(Sigma-Aldrich).

e Le gene B3galt6 est ciblé par la méthode CRISPR-Cas9 via une transduction
adénovirale. Le milieu d’infection consiste en du milieu complet auquel le SVF a été
substitué par la quantité adéquate d’adénovirus a utiliser pour infecter les tapis
cellulaires.

e L’induction de la synthése matricielle est réalisée en cultivant les cellules dans le milieu
d’induction, constitué de milieu complet supplémenté par 10 ug/mL d’insuline (Sigma-
Aldrich).

e Le milieu d’'induction sans SVF est utilisé pour les analyses protéomiques afin

d’éliminer les protéines issues du sérum.

Le changement du milieu de culture est effectué tous les 2 a 3 jours. Les lavages des
cellules sont réalisés avec du PBS (Sigma-Aldrich) et les passages et amplifications sont
effectués en décollant les tapis cellulaires a I'aide d'un mélange trypsine-EDTA (Sigma-

Aldrich).
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b. Stratégie d’invalidation du géne B3galt6 par transduction virale

Deux vecteurs adénoviraux (VectorBuilder, Neu-Isenburg, Allemagne) sont utilisés pour

la transduction dans les cellules ATDCS :

e Le premier, désigné « AB3galt6 », permet la transcription d’un ARN single guide
(ARNsg) de séquence 5 - GGTTCTCGTAGGCGTCGCGC - 3’ dont la fonction est de
s’hybrider au géne B3galt6 et de recruter 'endonucléase hCas9 co-exprimée par ce
méme vecteur afin de couper I'ADN. Il permet également la co-expression d’une
protéine fluorescente verte (green fluorescent protein, GFP).

e Lesecond, désigné « contréle », permet |’expression de la GFP seule. Il s’agit donc d’un

contréle négatif de I'infection, pour lequel il n’y pas d’édition du génome des cellules.

c. Infection adénovirale

Les cellules ATDC5 sont ensemencées dans le milieu complet a 6.10* cellules/cm? en
plagues 12-puits, ou sur lamelles de verre ou de fluorine en plaques 24-puits. Lorsque les
cellules sont a confluence, elles sont infectées avec le virus AB3galt6 ou contréle dans le milieu
d’infection. La multiplicité d’infection étant de 240, la quantité de virus recommandée par le
fournisseur est de 3 millions d’unités virales par puits. Les milieux d’infection sont retirés le
lendemain pour étre remplacés par du milieu complet. Pendant deux jours, les cellules sont

rincées deux fois au PBS afin de s’affranchir des virus dans le milieu.

d. Induction de la synthése matricielle et formation des pseudo-tissus

La synthese matricielle débute lorsque le milieu complet est remplacé par le milieu
d’induction qui est ensuite renouvelé tous les deux jours pendant deux semaines. Les tapis
cellulaires forment alors des pseudo-tissus visibles a I'ceil nu. Selon leur exploitation, les
pseudo-tissus subissent différents traitements :

e Les pseudo-tissus cultivés en plaques 12-puits sont destinés a des analyses
biochimiques. Etant donné que I'expression protéique de PG est analysée par
immunoblot, ils sont cultivés deux jours de plus en milieu d’induction sans SVF, puis
récupérés. Un test d’extensibilité leur est également appliqué.

e Les pseudo-tissus cultivés en plaques 24-puits sur lamelles de verre sont destinés a

des analyses morphologiques par coloration de coupes histologiques.
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e Les pseudo-tissus cultivés en plaques 24-puits sur lamelles de fluorine sont destinés

a des analyses morphologiques et biomécaniques par AFM.

2. Analyses biochimiqgues de pseudo-tissus

a. Récupération des milieux et précipitation du sécrétome

Pour les analyses biochimiques, les milieux sans SVF (constituant la fraction du
secrétome) des cellules cultivées en plaques 12-puits sont récupérés puis centrifugés pendant
5 minutes a 1 000 g et a 4 °C. Les surnageants sont incubés avec 10 L de désoxycholate de
sodium 2 % (v/v), puis vortexés, centrifugés rapidement et incubés sur glace pendant 10
minutes. 200 pL d’acide trichloroacétique 100 % (p/v) sont alors ajoutés a chaque surnageant,
qui sont ensuite vortexés et incubés a 4 °C pendant une nuit.

Le lendemain, les échantillons sont centrifugés a 15 000 g et a 4 °C pendant 30 minutes.
Le surnageant est éliminé et les culots sont rincés deux fois dans de I'acétone conservé a— 20
°C, aprées deux centrifugations a 15 000 g et a 4 °C pendant 10 minutes. Les culots sont ensuite
séchés pendant 2 minutes a température ambiante. Les culots sont directement resuspendus
dans un volume de tampon de charge déterminé par le dosage par la méthode de Bradford

(280) avant I’'analyse par immunoblot.

b. Fractionnement protéique

Sauf mention particuliére, toutes les centrifugations sont réalisées a 15 000 g et a 4 °C.

Les pseudo-tissus cultivés en plaques 12-puits sont récupérés dans 1 mL de PBS, Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) 1 % (v/v) puis sont incubés a 4 °C sous rotation pendant une heure et
centrifugés pendant 15 minutes. Le surnageant constitue la fraction contenant les extraits
cellulaires qui est dosée par la méthode de Bradford (280) dans le but de normaliser tous les

dépots effectués pour I'analyse en immunoblot.

Les culots sont lavés avec 1 mL de PBS, Triton X-100 1 % (v/V), vortexés puis centrifugés 5
minutes. Les surnageants sont éliminés. 500 uL de guanidine (6 M), Tris (50 mM), DTT (50 mM)
a pH 8 sont ajoutés aux culots qui sont vortexés et incubés a 4 °C sous rotation pendant 3
jours. Aprés ce temps d’incubation, les échantillons sont centrifugés pendant 15 minutes. Le

surnageant représente la fraction contenant les protéines de la MEC synthétisée par les

73



cellules ATDC5 ne formant pas de liaisons croisées (appelée fraction guanidine), tandis que
les culots sont éliminés. A ces surnageants est ajouté 1 mL d’éthanol 100 % préalablement
conservé a - 20 °C, ces derniers sont ensuite vortexés et incubés a — 20 °C pendant 3 jours.
Les échantillons sont centrifugés pendant 20 minutes et les surnageants sont éliminés.
Les culots sont lavés avec 1 mL d’éthanol 90 % (v/v) conservé a - 20 °C, vortexés puis
centrifugés pendant 5 minutes. Ce lavage est répété avec de I'éthanol 100 % conservé a - 20
°C. Les culots sont séchés dans un concentrateur a vide SpeedVac™ (Eppendorf) pendant 10
minutes, puis resuspendus dans un volume de tampon de charge déterminé en fonction des
valeurs obtenues aprés dosage protéique des extraits cellulaires. Les échantillons sont
soniqués au bain a sonication pendant 2 minutes puis incubés a - 80 °C pendant 1 heure. Ces
étapes de sonication puis d’incubation sont répétées 3 fois pour obtenir les échantillons a

déposer sur gel.

c. Analyse de I’expression protéique par immunoblot

Les protéines des échantillons obtenus lors de la précipitation du sécrétome et du
fractionnement cellulaire sont séparées par SDS-PAGE sur gels 4-20 % Mini-PROTEAN® TGX
Stain-Free™ (Bio-Rad). Les protéines séparées sont visualisées directement dans le gel par la
technologie d’imagerie Stain-Free™ sur un appareil de détection Chemidoc XRS+ (Bio-Rad)
pour comparer le profil de migration global et s’assurer que les quantités de protéines totales
sont similaires d’un dépo6t a I'autre. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane de
PVDF fournie dans le kit de transfert Trans-Blot® Turbo™ Mini (Bio-Rad) au moyen du systéme
de transfert Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad). La membrane est saturée dans un mélange de
TBST et de 5 % (p/v) d’ASB sous agitation, a température ambiante, pendant 1 heure.

La décorine exprimée est révélée par un anticorps polyclonal de chévre (R&D Systems,
AF1060, dilution 1 / 400 dans un mélange TBST / 5 % (p/v) ASB) pendant une nuit, a 4 °C et
sous agitation, puis par un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre les IgG de chevre (R&D
Systems, HAF017, dilution 1 / 2 000 dans un mélange TBST / 5 % (p/v) ASB) pendant 1 heure,
a température ambiante et sous agitation. Le Col XII est révélé en utilisant un anticorps
polyclonal de lapin (Santa Cruz, Heidelberg, Allemagne, dilution 1 /500 dans un mélange TBST
/5 % (p/v) ASB) et un anticorps polyclonal de chévre ciblant les IgG de lapin (Cell Signaling
Technology, #7074, dilution 1 / 10 000 dans du TBST).
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La membrane est lavée trois fois pendant 5 minutes dans du tampon TBST puis est révélée
par les réactifs de chimioluminescence ECL Western Blotting Detection (GE Healthcare). La
visualisation des signaux est permise grace a un appareil de détection Chemidoc XRS+ (Bio-

Rad).

3. Analyses biomécaniques et morphologiques des pseudo-tissus

a. Coloration histologique

Les pseudo-tissus invalidés et cultivés sur lamelles de verre en plaques 24-puits sont lavés
au PBS et fixés dans une solution de paraformaldéhyde (Sigma-Aldrich) 4 % (v/v) pendant 20
minutes sous agitation a température ambiante. lls sont délicatement décollés et inclus dans
une préparation HistoGel (Microm Microtech France, Brignais) avant leur intégration dans un
bloc de paraffine. La suite des manipulations a été réalisée sur la plateforme d’Histologie,
Immunomarquage, Microdissection laser (HistIM, Institut Cochin, INSERM U1016, CNRS
UMRS8104, Université de Paris, Paris, France). Des coupes transversales de 4 um d’épaisseur
de chaque bloc sont réalisées sur un microtome Histocore Autocut R (Leica Biosystems,
Nanterre, France). Les coupes sont ensuite colorées avec le bleu Alcian (BIO-OPTICA, Microm
Microtech) et le Nuclear fast red (BIO-OPTICA) sur un appareil de coloration Histocore Spectra
(Leica) selon les recommandations du fournisseur. Le bleu Alcian colore les chaines de GAG
sulfatées en bleu clair tandis que le Nuclear fast red colore les noyaux des cellules ATDC5 en
violet foncé. Les images sont numérisées sur un scanner de lames Lamina Multilabel (Akoya

Biosciences, Perkin Elmer).

b. Evaluation de I’extensibilité

Pour mesurer leur extensibilité, les pseudo-tissus sont lavés au PBS puis délicatement
décollés. lls sont ensuite maintenus 30 s dans I'air a I'aide d’une pince. La longueur du pseudo-
tissu est mesurée avec une regle graduée. Pour chaque condition, la mesure a été réalisée sur

3 pseudo-tissus provenant de deux cultures différentes.

c. Caractérisation biomécanique et morphologique des pseudo-tissus par

microscopie a force atomique

Les pseudo-tissus cultivés sur lamelle de fluorine puis fixés avec du paraformaldéhyde

selon la méme méthodologie que décrite précédemment sont utilisés. Ces expériences sont
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réalisées en collaboration avec le Dr. Grégory Francius (LCPME, UMR 7564 CNRS-UL, Villers-

les-Nancy, France).

Les analyses biomécaniques ont été réalisées sur un microscope a force atomique
MFP3D-BIO (Asylum Research Technology, Oxford Instruments Company, Wiesbaden,
Allemagne) équipé d’un microlevier de nitrure de silicium SisN4 (MLCT, Bruker France SAS) par
la technique de nanoindentation. Les données ont été obtenues avec une constante de
raideur d’environ 0,01 nN.nm™ & un taux d’indentation de 1 pum.s'. Chaque mesure est
réalisée en triplicat en enregistrant au moins trois courbes peak-force a différents endroits du
pseudo-tissu sur une surface de 90 um x 90 um. Les images contiennent au moins six a huit
cellules et consistent en une grille de 50 x 50 courbes de forces. L’élasticité de I’échantillon,
ou module de Young E, est évaluée en analysant les courbes de force a travers le modele de
Sneddon qui assimile la pointe a un cone. Les données de chaque image sont analysées en
utilisant un algorithme automatique sur MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA)
(287).

Les analyses morphologiques sont réalisées sur un microscope a force atomique Bioscope
Resolve (Bruker Nano Surface, Bruker France SAS, Palaiseau, France). La topographie de
surface des échantillons est obtenue par contact intermittent (tapping™, PeakForce-HIRS-
SSB, Bruker France SAS) entre le microlevier de nitrure de silicium (SisN4) et I’échantillon avec
une constante de raideur d’environ 0,12 nN.nm™.. Les images obtenues ont une résolution de

512 x 512 pixels avec une fréquence de résonnance de 0,5 Hz.
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Résultats expérimentaux

l. Etude des conséquences fonctionnelles de mutations pathogénes de la B1,3-

galactosyltransférase 6 humaine

1. Utilisation d’'un modéle cellulaire eucaryote invalidé pour le géne B3GALT6

Au cours de ma premiere année de these, nous souhaitions comparer les effets de
différentes mutations de la B3GalT6 sur son activité enzymatique et sur la synthése des
chaines de GAG. Pour ce faire, nous avons surexprimé transitoirement les enzymes sauvage
et mutées dans des cellules Hela invalidées pour le gene B3GALT6 grace au systeme CRISPR-
Cas9. Cette lignée cellulaire, nommée H7, a été générée par notre équipe au cours d’une these
précédente et porte la mutation Val61Alafs*199 sur le géne B3GALT6, ce qui conduit a la fois
aux pertes de I'expression génique et de I'activité galactosyltransférase (279). Ce modeéle est

intéressant car il nous permet de nous affranchir de I'activité f3GalT6 endogene.

a. Analyse de l'expression de la B1,3-galactosyltransférase 6 recombinante

sauvage ou mutée

Les B3GalT6 sauvage et mutées sont fusionnées a une étiquette HA en Cir permettant
d’analyser leur surexpression dans les cellules H7 par immunoblot. Nous les nommerons
B3GalT6-WT, B3GalT6-Y182C, B3GalT6-D207H et B3GalT6-G217S, les mutations étudiées
étant celles rencontrées sous forme homozygote chez des patients souffrant de SEDsp (17,
50). Un controle négatif est effectué en transfectant transitoirement ces mémes cellules avec
le plasmide vide. Par immunoblot, nous observons trois bandes a des masses moléculaires
comprises entre 30-37 kDa, comme attendu (Figure 25). Ces bandes correspondent a
différentes glycoformes de la B3GalT6 qui disparaissent aprés traitement a la PNGAse F
(données non montrées) car c’est une protéine modifiée par une N-glycosylation. Les cellules
H7 transfectées expriment donc la B3GalT6 sauvage et les trois mutants dans les conditions
utilisées, méme si on note que le taux d’expression de la B3GalT6-WT est moins important

que celui de ses homologues mutés.
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Figure 25. Expression de la B1,3-galactosyltransférase 6 sauvage ou mutée dans les cellules Hela invalidées
pour le géne B3GALT6. Les cellules H7 ont été transfectées transitoirement avec un vecteur d’expression
pcDNA3.1(+) qui ne contient pas la séquence codante du géne B3GALT6 (Ctrl), qui code pour I'enzyme sauvage
(H7-WT) ou qui code pour I'enzyme porteuse d’une mutation Tyr182Cys (H7-Y182C), Asp207His (H7-D207H) ou
Gly217Ser (H7-G217S). Les chiffres a gauche indiquent la masse moléculaire en kDa du marqueur de taille. Un

anticorps dirigé contre I'étiquette hémagglutinine (HA) a été utilisé pour cet immunoblot.

b. Mesure du taux de biosynthese des chaines de glycosaminoglycanes apres

transfection dans les cellules invalidées pour le gene B3GALT6

Le premier objectif était d’analyser la capacité des cellules H7 transfectées avec les
enzymes recombinantes a synthétiser les chaines de GAG in cellulo. Deux méthodes ont été

utilisées pour mettre en évidence cette synthese.

Le 4-MOX est un xyloside servant de substrat a I'enzyme précédent la B3GalT6, la
BAGalT7, et permet d’initier la synthése de chaines de GAG sans protéine-core (288). Apres la
transfection transitoire des plasmides d’expression codant la B3GalT6 sauvage et mutée, le
xyloside est ajouté au milieu de culture a différentes concentrations : 0,2 ou 5 uM en présence
de soufre radiomarqué. La quantité de chaines de GAG synthétisée, évaluée par
détermination du taux d’incorporation du soufre, augmente en fonction de la concentration
de 4-MOX ajoutée dans le milieu (Figure 26).

Dans toutes les conditions et en absence de 4-MOX, les cellules H7 possédent la capacité
de synthétiser les chaines de GAG de maniére résiduelle (environ 0,04 dpm/ng d’ADN). En
absence d’expression de B3GalT6, le taux d’incorporation du soufre augmente de deux fois
avec 2 uM de 4-MOX (0,08 dpm/ng) et quatre fois avec 5 uM de 4-MOX (0,18 dpm/ng).
L'expression de la B3GalT6 permet une augmentation significative (p < 0,001) de la synthese

par rapport a la condition contréle, de quatre fois avec 2 uM de 4-MOX (0,18 dpm/ng) et de
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huit fois avec 5 uM de 4-MOX (0,36 dpm/ng). L’expression des trois mutants s’accompagne
d’une synthese comparable a la condition contrdle. Les deux différences significatives (p <
0,05) que nous observons sont des diminutions de synthése avec I'expression de la B3GalT6-

G217S en absence de 4-MOX (0,026 dpm/ng) et en présence de 5 pM de 4-MOX (0,123

dpm/ng).
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Figure 26. Radiomarquage des chaines de glycosaminoglycanes synthétisées dans les cellules Hela invalidées
pour le géne B3GALT6 a partir d’'un substrat exogéne aprés surexpression de la B1,3-galactosyltransférase 6
sauvage ou mutée. Les cellules H7 ont été transfectées transitoirement avec un vecteur d’expression
pcDNA3.1(+) qui ne contient pas la séquence codante du géne B3GALT6 (Ctrl), qui code pour I'enzyme sauvage
(H7-WT) ou qui code pour I'enzyme porteuse d’une mutation Tyr182Cys (H7-Y182C), Asp207His (H7-D207H) ou
Gly217Ser (H7-G217S). Le substrat exogéne 4-méthylombélliferyl-B-D-xylopyranoside (4-MOX) est ajouté a
différentes concentrations dans le milieu de culture. Le taux de biosynthese est évalué par comptage de la
radioactivité du S incorporé aux chaines de glycosaminoglycanes (GAG) rapportée a la quantité d’ADN. Les
valeurs sont des moyennes * écart-types de deux manipulations distinctes, chacune exécutée en triplicat. Les
résultats des tests statistiques sont obtenus en comparant la valeur H7-WT, H7-Y182C, H7-D207H ou H7-G217S
alavaleur correspondante Ctrl. * : p < 0,05. *** . p < 0,001 (Test t de Student). Adapté de Diana et al., in external

peer-review.

Ces résultats indiquent que I'expression de la B3GalT6-WT dans notre modeéle cellulaire
induit une augmentation de la synthése des chaines de GAG a partir de 4-MOX, de facon dose-

dépendante. Les cellules H7 invalidées conservent une capacité de synthése de chaines de
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GAG résiduelle comparable a celle mesurées lorsque les trois mutants sont exprimés,
suggérant une perte de fonction des enzymes B3GalT6-Y182C, f3GalT6-D207H et B3GalT6-
G217S.

En complément du 4-MOX, nous avons étudié la glycosylation de la décorine, un PG
extracellulaire souvent utilisé pour suivre la synthése des chaines de GAG. Nous avons co-
transfecté transitoirement les cellules H7 pour qu’elles expriment a la fois la décorine et la
B3GalT6 sauvage ou mutée. Le controle négatif consiste en une transfection permettant
I’expression de la décorine seule. La glycosylation de la décorine est analysée par immunoblot
a partir des milieux de culture. Nous pouvons voir une bande correspondant a la protéine-core
de la décorine a 42 kDa et la décorine glycosylée formant une bande diffuse de 75 a 125 kDa
environ. Avec I'expression de la B3GalT6-WT, la décorine est majoritairement glycosylée mais
une fraction de protéine-core subsiste. De facon intéressante, en absence de 3GalT6 ou en
présence de B3GalT6-D207H ou B3GalT6-G217S, la décorine est faiblement glycosylée (cinqg
fois moins qu’avec la B3GalT6-WT). Avec I'expression de la B3GalT6-Y182C, la glycosylation
est deux fois moins importante qu’avec la B3GalT6-WT. Nous relevons également que la
décorine semble étre moins exprimée en cas de co-transfection avec les mutants (Figure 27A).

De facon complémentaire, I'incorporation de sulfate radiomarqué dans les chaines de
GAG de décorine est visualisée par autoradiographie (Figure 27B). Nous pouvons voir que les
chaines de GAG synthétisées par la B3GalT6-WT ont une masse moléculaire de 75 kDa a 100
kDa environ. Nous constatons une augmentation de la masse moléculaire de ces chaines (100
kDa a 150 kDa environ) synthétisées dans les cellules contrbles ou exprimant la 3GalT6-
Y182C, la B3GalT6-D207H ou la B3GalT6-G217S. La faible intensité de signal dans la piste
correspondant a la B3GalT6-G217S est due a un dépdt moins important de chaines

radiomarquées car les cellules transfectées avec ce plasmide étaient moins nombreuses.
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Figure 27. Analyse du taux de biosynthése des chaines de glycosaminoglycanes de la décorine exprimée dans
les cellules Hela invalidées pour le géne B3GALT6 aprés expression de la B1,3-galactosyltransférase 6 sauvage
ou mutée. Les cellules H7 ont été co-transfectées avec deux vecteurs d’expression pcDNA3.1(+). Le premier code
pour la décorine humaine fusionnée a une étiquette 6His. Le second ne code pour aucune enzyme (Ctrl), code
pour I'enzyme sauvage (H7-WT) ou code pour I'enzyme porteuse d’une mutation Tyrl82Cys (H7-Y182C),
Asp207His (H7-D207H) ou Gly217Ser (H7-G217S). La synthése des chaines de glycosaminoglycanes (GAG) est
analysée par (A) immunoblot ou par (B) radiomarquage au S3°. Dans le premier cas, le dép6t dans chaque piste
correspond a un méme volume de décorine purifiée par billes de nickel. Un anticorps dirigé contre I'étiquette
6His a été utilisé pour cet immunoblot. Une analyse de l'intensité des bandes par densitométrie est présentée
sous la forme d’un graphique. Dans le second cas, le dépo6t dans chaque piste correspond a une quantité égale
de radioactivité a I'exception de la piste 5 pour laquelle une quantité insuffisante a été récupérée. Les chiffres

indiquent la masse moléculaire en kDa du marqueur de taille. Adapté de Diana et al., in external peer-review.

iii. Conclusion
De facon remarquable, nous avons observé que les cellules H7 invalidées conservent une
capacité de synthése résiduelle de chaines de GAG pouvant étre stimulée de facon dose-
dépendante a la quantité de substrat exogéene ajoutée au milieu. L'expression de la B3GalT6-
WT augmente le taux de synthese des chaines de GAG, tandis que les B3GalT6-Y182C,
B3GalT6-D207H et B3GalT6-G217S ne le permettent pas. Les chaines de GAG synthétisées en
absence d’enzyme sauvage ou en présence d’enzyme mutée sont donc moins nombreuses,

mais également plus longues.
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c. Mesure de Iactivité enzymatique de la p1,3-galactosyltransférase 6

recombinante humaine

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'activité enzymatique de chacune des enzymes
surexprimées. Pour ce faire, les cellules H7 sont transfectées avec un vecteur d’expression
contenant la séquence codante de la B3GalT6-WT, la B3GalT6-Y182C, la f3GalT6-D207H ou la
B3GalT6-G217S. Un contréle négatif est effectué en transfectant les cellules H7 avec un
plasmide vide, et un contréle positif consiste en |'utilisation d’une lignée de cellules HelLa non
invalidée pour le géne B3GALT6. Apres lyse, les homogénats cellulaires sont incubés avec un
substrat disaccharidique de synthése phosphorylé, le Gal-Xyl(2P)-OMN. Ce composé mime le
substrat endogene de I'enzyme, le Gal-Xyl(2P)-O-Ser (70). Les milieux d’incubation sont
ensuite séparés par CLHP en phase inverse, et le produit de la réaction est détecté par
fluorescence. La quantification de sa formation et I’évaluation de I’activité enzymatique sont
effectuées en mesurant I'aire sous la courbe du pic correspondant.

Nous disposons au laboratoire de plusieurs composés de synthése utiles a I'interprétation
des résultats de ces essais enzymatiques. Il s’agit du Gal-Xyl(2P)-OMN (substrat de la réaction
de la B3GalT6 ajouté dans les essais enzymatiques), Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN (produit de la
réaction de la B3GalT6 que nous utilisons pour établir une gamme étalon) et de leurs
équivalents non phosphorylés, le Gal-Xyl-OMN et le Gal-Gal-Xyl-OMN. Nous avons tout
d’abord établi les profils chromatographiques de chacun de ces composés afin d’en

déterminer le temps de rétention et d’analyser leur degré de pureté (Figure 28).

:::::
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Figure 28. Profils chromatographiques des composés de synthése utilisés pour la mesure de I'activité

enzymatique de la B1,3-galactosyltransférase 6. Les pics des composés sont désignés par des nombres (1 : Gal-
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Gal-Xyl(2P)-OMN, bleu ciel ; 2 : Gal-Xyl(2P)-OMN, vert ; 3 : Gal-Gal-Xyl-OMN, bleu foncé ; 4 : Gal-Xyl-OMN, noir).
Leur fluorescence est mesurée en unités d’émission (EU). Dans les conditions de cette expérience (phase mobile
composée de 13 % d’acétonitrile et 0,02 % d’acide trifluoroacétique), les temps de rétention sont de 13,5 min

(1), 16 min (2), 47 min (3) et 53 min (4). Les composés 2 et 4 ont été utilisés a une concentration finale de 2 mM

et les composés 1 et 3 ont été utilisés a une concentration finale de 0,5 mM.

Nous souhaitions utiliser des cellules HeLa comme controle positif de la réaction. Malgré
une optimisation des conditions de mesure, notamment en modifiant la concentration en
substrat ou le temps d’incubation, l'activité spécifique est difficilement quantifiable.
L'augmentation de la hauteur du pic correspondant au temps de rétention du Gal-Gal-Xyl(2P)-
OMN (Figure 29, pic 1, courbe noire) indique une formation du produit par la B3GalT6
endogene, mais elle est sujette a une grande variabilité dans nos conditions d’essai. En
utilisant les cellules H7 transfectées avec la B3GalT6-WT, nous observons également cette
variabilité. De plus, un pic parasite du composé Gal-Xyl(2P)-OMN ne permet pas une mesure

précise de I'aire sous la courbe car il présente le méme temps de rétention que le Gal-Gal-

Xyl(2P)-OMN (Figure 29, pic 1, courbe bleue foncé).

™ 15%
Wretes

Figure 29. Exemple de chromatogramme de I’activité de la B1,3-galactosyltransférase 6 endogeéne. La
fluorescence est mesurée en unités d’émission (EU). Les deux pics numérotés sont le Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN (1,
produit de la réaction) et le Gal-Xyl(2P)-OMN (2, substrat de la réaction). Les deux courbes superposées
représentent les essais enzymatiques en présence (noir) ou en absence (bleu foncé, contrdle négatif) d’UDP-Gal.
On observe une augmentation de |’aire sous la courbe du pic 1 en présence d’UDP-Gal (11 070 880 uV*sec, unité

obtenue grace au calcul d’intégration exécuté par le logiciel Empowers 3) par rapport a celle en absence d’UDP-

Gal (7 760 531 pV*sec).
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Afin d’explorer les raisons derriére ces activités enzymatiques faibles et variables, nous
avons entrepris des optimisations comprenant des modifications du pH du tampon de la
réaction. Le chromatogramme du Gal-Xyl(2P)-OMN présente deux pics : celui du composé lui-
méme a un temps de rétention de 16 minutes, et un pic correspondant a sa forme non
phosphorylée a un temps de rétention de 53 minutes. Plus le pH est élevé, plus I'aire sous la
courbe du pic a 53 minutes augmente (Figure 30A). Le Gal-Xyl(2P)-OMN est déphosphorylé
atteignant un maximum d’environ 45 % de déphosphorylation a pH 7,5. Les mémes
investigations ont été entreprises en utilisant le Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN. Nous avons observé
I'augmentation de l'aire sous la courbe d’un pic a un temps de rétention de 47 minutes,
correspondant au Gal-Gal-Xyl-OMN (Figure 30B). Le Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN est largement
déphosphorylé a pH 6,5, atteignant quasiment 100 % de déphosphorylation.
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Figure 30. Taux de déphosphorylation des composés de synthése phosphorylés en fonction du pH lors de leur
incubation avec les lysats cellulaires H7. Les composés de synthese testés sont le Gal-Xyl(2P)-OMN (A) et le Gal-
Gal-Xyl(2P)-OMN (B), respectivement le substrat et le produit de la réaction catalysée par la B1,3-
galactosyltransférase 6 (B3GalT6). Les essais contiennent 0,5 mM de Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN ou de Gal-Xyl(2P)-
OMN, 50 pg de lysat cellulaire H7 et un tampon de réaction qui differe en fonction du pH. A pH 5,5, 6 et 6,5, il
est composé de 50 mM de MES et 100 mM de NaCl. A pH 7 et 7,5, il s’agit de 50 mM de MOPS et 100 mM de
NaCl. Les mélanges réactionnels sont incubés 1 heure a 37 °C puis analysés par CLHP. Les valeurs sont obtenues
en procédant au calcul suivant: (Aire forme déphosphorylée) / (Aire forme phosphorylée + aire forme

déphosphorylée) x 100.

En incubant les composés en absence d’homogénat cellulaire, nous n’avons pas observé
de déphosphorylation. Le phénomene de déphosphorylation des composés phosphorylés se
produit donc en présence de lysats cellulaires. Ces réactions pourraient étre catalysées par

plusieurs phosphatases étant donné que leurs pH optimums sont différents. La
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déphosphorylation expliquerait la faible activité apparente de la B3GalT6 et la variabilité
observée dans nos essais.

Afin de limiter ce phénomeéne, nous avons réalisé des essais enzymatiques en présence
d’l mM d’ATP, substrat donneur des kinases, dans le but de favoriser les formes
phosphorylées et/ou de limiter la déphosphorylation du substrat ou du produit de la réaction.
En utilisant cette méthode, il est possible de limiter leur déphosphorylation par les
homogénats cellulaires (Figure 31). Néanmoins, aucune activité enzymatique spécifique n’a
pu étre mesurée a partir d’homogénats cellulaires de cellules HelLa qui expriment la B3GalT6

de maniére endogéene.

Figure 31. Effet de I'ajout d’adénosine triphosphate sur la déphosphorylation du substrat de synthése de la
réaction de la B1,3-galactosyltransférase 6. La fluorescence est mesurée en unités d’émission (EU). L'essai
consiste en lI'incubation de 50 pg de lysat de cellules Hela non transfectées avec 2 mM de Gal-Xyl(2P)-OMN et
sans ATP (A) ou avec 1 mM d’ATP (B) a pH 6,5. Le pic 1 correspond au Gal-Xyl(2P)-OMN et le pic 2 est I'impureté

correspondant au Gal-Xyl-OMN. Les essais sont menés en duplicat.

Pour pallier les difficultés de mesure de l'activité enzymatique de la B3GalT6 et des
mutants dans les cellules H7, nous nous sommes orientés vers I'expression des protéines
recombinantes dans la bactérie E. coli en vue de leur purification puis de la détermination de
leurs parametres cinétiques. Le but est de s’affranchir des protéines des lysats cellulaires,
notamment des phosphatases, afin d’éviter la déphosphorylation du substrat et du produit de

la réaction lors de l'incubation.
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2. Utilisation d’'un modele bactérien pour la production et la purification

d’enzymes recombinantes

La stratégie d’expression en systéme bactérien E. coli, classiquement utilisée pour les GT,
consiste a exprimer le domaine catalytique soluble en tronquant les segments cytosolique et
transmembranaire et une partie plus ou moins longue du segment stem. La 3GalT6 est
exprimée en fusion avec la MBP a I'extrémité N, ce qui permet non seulement sa purification
par chromatographie d’affinité, mais également d’augmenter sa solubilité. En effet, il a été
difficile d’obtenir cette enzyme sous forme purifiée par le passé, et il a été montré que la MBP

était un bon partenaire de fusion pour augmenter sa solubilité (279).

Nous disposons au laboratoire de deux vecteurs d’expression de la 3GalT6 fusionnée a
la MBP. La premiére construction, nommée 6His-MBP-B3GalT6ANr29-WT, code pour une
protéine de fusion entre la MBP et la B3GalT6 dépourvue des vingt-neuf premiers acides
aminés correspondant aux segments cytosolique et transmembranaire. La seconde, nommée
6His-MBP-B3GalT6AN:50-WT, comprend la B3GalT6 tronquée des cinquante premiers acides
aminés correspondant aux mémes segments ainsi que la majeure partie du segment stem

(Figure 32).

Cyt TM Stem Domaine catalytique

6His-MBP-B3GalT6AN,,,50-WT

N G is-\iBP-B3GalTEAN,, 29-WT

Figure 32. Représentation schématique de I'organisation de la B1,3-galactosyltransférase 6 humaine et des
protéines recombinantes produites dans le systeme bactérien. La [B1,3-galactosyltransférase 6 sauvage
(B3GalT6-WT) est composée d’un segment cytosolique (Cyt, jaune), un segment transmembranaire (TM, rouge),
un segment stem (vert) et un domaine catalytique (bleu). Les nombres au-dessus de la B3GalT6-WT
correspondent aux acides aminés qui délimitent chaque domaine. Les formes tronquées de I'enzyme dans
lesquelles le segment stem a été supprimé (6His-MBP-B3GalT6ANter50-WT) ou conservé (6His-MBP-
B3GalT6ANter29-WT) ont été fusionnées a la protéine de fixation au maltose (maltose binding protein, MBP,

violet) et exprimées dans la bactérie E. coli. Adapté de Diana et al., in external peer-review.
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a. Optimisation des conditions de production en systéme bactérien

Les enzymes ont été produites et les bactéries lysées selon les méthodes décrites dans la
section « Matériels et Méthodes ». Un des parameétres importants a optimiser est le choix de
la souche bactérienne a utiliser. Deux souches bactériennes E. coli ont été testées : BL21(DE3)
et Rosetta2™(DE3). Le suivi de la surexpression de la 6His-MBP-B3GalT6ANter29-WT par SDS-
PAGE coloré au bleu de Coomassie est présenté en Figure 33 et montre que la souche
BL21(DE3) ne permet pas la surexpression de la protéine d’intérét, contrairement a la souche
Rosetta2™(DE3). La 6His-MBP-B3GalT6ANr29-WT présente une masse moléculaire de 75
kDa environ, ce qui correspond a la masse moléculaire attendue pour cette protéine de fusion
entre la MBP a 42 kDa et la 3GalT6AN29 a 34 kDa. Nous I'observons sous la forme de deux
bandes distinctes de masse moléculaire proche : une analyse par spectrophotométrie de
masse (Dr. Jean-Baptiste Vincourt, UMS 2008 IBSLor, Vandoeuvre-lés-Nancy, France) a
confirmé qu’il s’agit bien dans les deux cas de la protéine de fusion recherchée. La bande avec
un poids moléculaire plus faible pourrait correspondre a la protéine de fusion dont I'étiquette
6His a été spontanément clivée lors de la culture. La souche Rosetta2™(DE3) a donc été

choisie pour poursuivre les expériences de production et de purification.
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Figure 33. Analyse de I’expression de la 6His-MBP-B3GalT6AN:29-WT en fonction de la souche bactérienne
utilisée. La production est réalisée a partir de deux souches E. coli : BL21(DE3) et Rosetta2™(DE3). L’induction
est effectuée par ajout d’l1 mM d’IPTG suivi d’une incubation pendant une nuit sous agitation a 20 °C. Les
fractions analysées correspondent aux protéines totales de lysat avant (-) et apreés (+) induction de la production.

Les chiffres a gauche indiquent la masse moléculaire en kDa du marqueur de taille.
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b. Détermination des effets de la troncation sur les propriétés enzymatiques

La MBP est fusionnée aux enzymes recombinantes au niveau de I'extrémité N Le
segment stem module la distance entre la MBP et le domaine catalytique de I'’enzyme, ce qui
demande de maitriser sa longueur afin de choisir la troncation adéquate pour étudier 'activité
enzymatique de la B3GalT6. Pour cette raison, nous avons décidé de concentrer nos travaux
sur les deux constructions décrites précédemment.

Les deux enzymes recombinantes 6His-MBP-B3GalT6AN«29-WT et 6His-MBP-
B3GalT6AN50-WT sont solubles et ont été purifiées avec un rendement similaire, de 1,5a 2

mg de produit de purification par 200 mL de milieu de culture (Figure 34, Tableau VIII).
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Figure 34. Analyse de I'expression, de la solubilité et de la pureté des protéines recombinantes 6His-MBP-
B3GalT6AN,29-WT et 6His-MBP-B3GalT6AN:,50-WT par SDS-PAGE aprés coloration du gel au bleu de
Coomassie. Les protéines ont été exprimées dans la souche bactérienne E. coli Rosetta2™(DE3). L'induction est
effectuée par ajout d’1 mM d’IPTG suivi d’'une incubation pendant une nuit sous agitation a 20 °C. Les fractions
correspondant aux protéines totales dans le lysat (L), aux protéines solubles dans le surnageant (S) et au produit
de purification (P) ont été analysées. Les chiffres a gauche indiquent la masse moléculaire en kDa du marqueur

de taille. Adapté de Diana et al., in external peer-review.

Fraction Volume (mL) Quantité de protéine (mg) Concentration (mg/mL) Facteur de concentration

Extrait brut 200 41 0,2 0

Chromatographie
d'affinité 10 4 05 25

Concentration du
produit de 1 1,5 1,5 7,5
purification

Tableau VIII. Bilan de purification de la B1,3-galactosyltransférase 6 humaine tronquée et fusionnée a la MBP.
Ce tableau présente les valeurs obtenues pour la 6His-MBP-B3GalT6AN;29-WT. Les valeurs obtenues pour la
6His-MBP-B3GalT6AN50-WT sont tres similaires et non représentées. Le facteur de concentration est obtenu

en divisant la concentration de I'étape de purification considérée par celle de I’extrait brut.
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Les constantes cinétiques des deux enzymes recombinantes ont ensuite été évaluées
selon la méthode décrite dans « Matériels et Méthodes » aprés optimisation de la quantité de
protéine ajoutée et du temps d’incubation afin de se placer en conditions saturantes en
substrats. La B3GalT6 exprimée au moyen de la construction 6His-MBP-B3GalT6AN29-WT
présente une cinétique de type Michaelis-Menten contrairement a la 6His-MBP-
B3GalT6ANr50-WT. La 6His-MBP-B3GalT6ANr29-WT possede une affinité (Kv) de 1,44 mM
pour le substrat donneur, 0,38 mM pour le substrat accepteur et une Vmax d’environ 1,2
nmol.mint.mg™. Pour la 6His-MBP-B3GalT6AN::50-WT, 'affinité pour le substrat donneur est
de 2,03 mM et celle pour le substrat accepteur n’a pu étre déterminée. La Vmax calculée lors
de la cinétique d’UDP-Gal est d’environ 0,5 nmol.min"t.mg™. Uefficacité catalytique (Vmax/Kn)
de la 6His-MBP-B3GalT6ANer29-WT vis-a-vis du substrat donneur est donc meilleure que celle
de la 6His-MBP-B3GalT6AN:50-WT (Tableau IX).

En prenant en compte ces résultats, la 6His-MBP-B3GalT6ANr29-WT a été choisie pour

générer par mutageneése dirigée les mutations d’intérét retrouvées chez les patients.

UDP-Gal Gal-Xyl(2P)-OMN
1
Enzyme Vinax K Vimax/ K Vinax K Vinax/ Km
(nmol.min (mM) (mL.min (nmol.min" (mM) (mL.min
limgfl) limgfl) 1‘mg—1) 1.mg—1)
1 1 I 1 1
6His-MBP- 1,25 +0,04 1,44 £ 0,36 0,87 1,07 £0,05 0,38 £ 0.07 2,82
®3GalT6AN¢er29-
WT
6His-MBP- 0,51 +0,03 2,03+0,34 0,25 <0,2 N.D. N.D.
®3GalT6AN¢er50-
WT

Tableau IX. Paramétres cinétiques des protéines recombinantes 6His-MBP-B3GalT6AN:,29-WT et 6His-MBP-
B3GalT6AN50-WT purifiées. Les parameétres cinétiques envers les substrats donneur et accepteur ont été
évalués a partir des valeurs de vitesse initiale de la réaction en utilisant 50 pmol d’enzyme purifiée en présence
d’une concentration fixe de 5 mM de Gal-Xyl(2P)-OMN et d’une concentration variable (0 - 10 mM) d’UDP-Gal,
ou en présence d’une concentration fixe de 10 mM d’UDP-Gal et d’une concentration variable (0 - 5 mM) de Gal-
Xyl(2P)-OMN. Les paramétres cinétiques ont été déterminés par I'analyse des moindres carrés non-linéaires et
I'ajustement de la courbe a I'’équation de Michaelis-Menten en utilisant le logiciel GraphPad Prism 7. Les résultats
obtenus sont les moyennes de trois expériences différentes + I'écart-type en duplicats. Adapté de Diana et al.,

in external peer-review.
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c. Evaluation de I'effet de mutations sur I'activité enzymatique

Apres mutagenese dirigée réalisée sur la construction 6His-MBP-B3GalT6ANr29-WT et
confirmation de la présence des mutations par séquencage, les trois mutants 6His-MBP-
B3GalT6ANr29-Y182C, 6His-MBP-B3GalT6ANr29-D207H et 6His-MBP-B3GalT6ANer29-
G217S ont été exprimés et purifiés selon la méme méthode que I'enzyme sauvage. Le taux de
production, la pureté et le rendement sont similaires pour les quatre protéines recombinantes

(Figure 35, Tableau VIII).

— s -
== e
15
L L S P L L S P L L S P L L S P
IPTG - + - + - + - +
MBP-WTAN29 MBP-Y182CAN29 MBP-D207HAN 29 MBP-G217SAN29

Figure 35. Analyse de I'expression, de la solubilité et de la pureté des protéines recombinantes 6His-MBP-
B3GalT6AN,29-WT, 6His-MBP-B3GalT6AN:.29-Y182C, 6His-MBP-B3GalT6AN:29-D207H et 6His-MBP-
B3GalT6AN29-G217S par SDS-PAGE aprés coloration du gel au bleu de Coomassie. Les protéines ont été
exprimées dans la souche bactérienne E. coli Rosetta2™(DE3). L'induction est effectuée par ajout d’1 mM d’IPTG
suivi d’une incubation pendant une nuit sous agitation a 20 °C. Les fractions correspondant aux protéines totales
dans le lysat (L), aux protéines solubles dans le surnageant (S) et au produit de purification (P) ont été analysées.
Les chiffres a gauche indiquent la masse moléculaire en kDa du marqueur de taille. Adapté de Diana et al., in

external peer-review.

Alors que la 6His-MBP-B3GalT6ANr29-WT présente une cinétique michaelienne en
conditions saturantes en substrat, aucun des trois mutants exprimés ne présente d’activité

détectable, indiquant une perte totale de fonction.
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3. Exploration du role de la B1,3-glucuronosyltransférase 1 en cas de déficience

en B1,3-galactosyltransférase 6

Nos travaux montrent une perte de fonction enzymatique de la B3GalT6 produites par les
mutations Tyr182Cys, Asp207His ou Gly217Ser. Ce résultat est en désaccord apparent avec
nos observations de la section I.1.b ou nous mettons en évidence une forte diminution mais
non une abolition de la synthese des chaines de GAG lorsque le géne B3GALT6 est invalidé et
que les cellules sont transfectées pour exprimer une B3GalT6 mutée. En théorie, la totalité de
la synthése des chaines de GAG de types CS, DS et HS devrait étre interrompue en cas de perte

de fonction de B3GalT6, car ces chaines débutent toutes par une amorce tétrasaccharidique.

La GIcAT-I est la quatrieme enzyme de la synthése de I'amorce tétrasaccharidique. Son
activité a lieu directement apres celle de la B3GalT6, qui agit elle-méme juste apres la B4GalT7.
L’hypothése d’une synthése alternative des chaines de GAG lorsque le géne B3GALT6 est muté
a été proposée (289). Dans ce cas, la GIcAT-I agirait a la suite de la B4GalT7 pour former une
amorce trisaccharidique et permettrait la poursuite de la synthése des chaines de GAG. Afin
de vérifier cette hypothése, nous avons évalué I'activité de la GICAT-1AN+ 76 recombinante in
vitro en présence de deux substrats accepteurs différents. Le premier est un analogue de son
substrat canonique, le trisaccharide Gal-Gal-Xyl-OMN. L’activité de I'’enzyme recombinante
envers ce substrat a une concentration de 0,5 mM ou 1 mM est d’environ 53 pmol.mint.mg?
de protéines. Le second composé chimique est le Gal-Xyl-OMN. A 0,5 mM de Gal-Xyl-OMN,
I’activité spécifique de I'enzyme est de 5,3 umol.min"t.mg? de protéines, soit 10 fois moins
que pour le substrat trisaccharidique. A 1 mM, I'activité spécifique atteint 9,8 pmol.mint.mg

! de protéines (Figure 36).
Ces résultats indiquent que la GIcAT-I est effectivement capable de catalyser, bien que

moins efficacement, le transfert d’un GIcA sur un substrat disaccharidique de nature Gal-Xyl-

O, permettant la formation d’une amorce trisaccharidique non canonique.
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Figure 36. Activité spécifique de la B1,3-glucuronosyltransférase | recombinante purifiée. Les deux analogues
de substrats accepteurs Gal-Gal-Xyl-OMN et Gal-Xyl-OMN ont été utilisés a des concentrations de 0,5 mM ou 1
mM. Les données représentent les moyennes + écart-types de deux expériences distinctes réalisées en triplicat.

*** . p<0,001 (Test t de Student). Adapté de Diana et al., in external peer-review.

1. Etude des conséquences structurales de mutations pathogénes de la B1,3-

galactosyltransférase 6

1. Etude de la distribution de taille des enzymes recombinantes par diffusion

dynamique de la lumiére

La perte de fonction enzymatique des f3GalT6 recombinantes porteuses d’'une mutation
Tyr182Cys, Asp207His ou Gly217Ser nous a conduit a entreprendre des analyses structurales
de ces enzymes. Les distributions de taille des PB3GalT6 purifiées sont analysées
systématiquement a la fin de chaque purification par DLS dans le but de caractériser leur état
d’agrégation. Ces données représentent un contrdle qualité avant I'utilisation des enzymes
purifiées pour les essais enzymatiques. Nous voulons notamment nous assurer que les
mutants ne sont pas sous forme d’agrégats, ou que la conservation a - 80 °C ne cause pas de
dégradation ou d’agrégation des protéines purifiées.

L'analyse des profils des protéines purifiées obtenues en sortie de purification montre
que la 6His-MBP-B3GalT6ANr29-WT a un indice de polydispersité de moins de 0,2 (Figure
37). Elle est donc considérée comme monodisperse. Son diameétre hydrodynamique est
d’environ 60 nm et n’indique pas d’agrégation.

La présence des mutations Tyr182Cys, Asp207His ou Gly217Ser ne cause pas de
changement majeur de profil par rapport a I'enzyme sauvage. Les échantillons restent

monodisperses avec un diametre hydrodynamique similaire (Figure 37). Ces analyses
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suggerent que les mutations n’impactent pas la distribution de taille de I'enzyme

recombinante.

Intensité (%)
©

0+ ‘ ‘
0.1 1 10

1000 10000
Taille (d.nm)

6His-MBP-B3GalT6AN,,, 29-WT 6His-MBP-B3GalT6AN,,,29-G217S
6His-MBP-B3GalT6AN,,,29-Y182C

6His-MBP-B3GalT6AN,,,29-D207H
Figure 37. Profils d’intensité de diffusion dynamique de la lumiére des B1,3-galactosyltransférases 6 humaines

purifiées sauvage ou mutées. L’axe des abscisses représente le rayon hydrodynamique (nm) selon une échelle
logarithmique. L'axe des ordonnées représente le pourcentage total d’intensité mesuré. Chaque courbe

représente la moyenne de quinze mesures distinctes sur un méme échantillon.

2. Etude de la structure secondaire des enzymes recombinantes sauvage et

mutées par dichroisme circulaire

Pour compléter les études de DLS, des expériences de DC sont systématiquement
entreprises en sortie de purification afin d’analyser le contenu en structures secondaires des
enzymes recombinantes. Le spectre de DC de la 6His-MBP-B3GalT6AN29-WT est
caractéristique des protéines composées d’'une majorité d’hélices a, avec un maximum a 195
nm et deux minima a 210 et 220 nm (Figure 38). La signature au DC des enzymes mutées est
identique (Figure 38). Ces résultats confirment que les enzymes recombinantes sont
correctement repliées et indiquent que la perte de fonction enzymatique relevée pour chaque

mutant ne résulte pas d’une altération structurale majeure.
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Figure 38. Spectre de dichroisme circulaire dans I’'UV lointain des B1,3-galactosyltransférases 6 recombinantes
sauvage et mutées. Une concentration de 20 puM de 6His-MBP-B3GalT6ANt29-WT (noir), 6His-MBP-
B3GalT6ANt29-Y182C (bleu), 6His-MBP-$3GalT6ANt29-D207H (vert) ou 6His-MBP-B3GalT6ANt29-G217S (rouge)
a été utilisée. L'ellipticité molaire [B]ure permet de prendre en compte le poids moléculaire, la concentration des
enzymes ainsi que la longueur de la cuve. Chaque courbe représente la moyenne de trois enregistrements. Le

méme profil a été observé sur trois lots d’enzymes différents. Adapté de Diana et al., in external peer-review.

3. Etude de la dynamique moléculaire de la B1,3-galactosyltransférase 6

sauvage ou mutée

La structure tridimensionnelle de la 3GalT6 n’est pas résolue a ce jour. Afin d’obtenir un
modele de la B3GalT6 humaine qui permettrait d’expliquer la perte de fonction due aux
mutations Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser, nous nous sommes orientés vers la dynamique
moléculaire (en collaboration avec les Drs. Yasaman Karami et Hamed Khakzad, UMR 7503
LORIA, Vandoeuvre-les-Nancy, France). Le modele de structure de la B3GalT6 prédite par
Alphafold présente un degré de confiance élevé (Figure 18) et constitue un point de départ
satisfaisant pour cette approche. Ce modele révele trois domaines principaux : le segment
transmembranaire organisé en hélice a, le segment stem déstructuré et le domaine
catalytique constitué de feuillets B, d’hélices a et de boucles déstructurées. Le domaine
catalytiqgue adopte une conformation caractéristique des GT-A, avec un pli de Rossmann
a/B/a. Il est constitué de deux feuillets B contenant respectivement les brins f1-p2-B3-B4-p6-

B7-B8 et les brins B5-B9 séparés par des hélices a et des boucles (Figure 39).
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Figure 39. Diagramme de la topologie du domaine catalytique de la B1,3-galactosyltransférase 6 humaine. Les

fleches et les cylindres représentent les brins 8 (B) et les hélices a (H), respectivement. Les structures secondaires
sont numérotées selon leur ordre d’apparition, de I'extrémité Nier (N) a I'extrémité Cier (C). Adapté de Diana et

al., in external peer-review.

Parmi les éléments notables, on observe (Figure 40) :

156_Asp>’-Asp'®®) qui coordonne le cation divalent Mn?* et le

- Le domaine DxD (Asp
substrat donneur UDP-Gal. L’Asp*°® se trouve sur le brin B4. L’Asp*>’ et I’Asp®°8 font le
lien entre les brins B4 et B5;

- Le domaine xED (Ser?*°-Glu?*'-Asp?*?) qui contient un résidu catalytique (prédit comme
étant I'’Asp?#?). La Ser?*° est située dans la boucle faisant le lien entre les hélices a H7
et H8. Le Glu?*! et I’Asp?*? se trouve dans I’hélice a HS ;

- Le résidu Tyr82, impliqué dans la mutation Tyr182Cys. Il est situé dans le feuillet B6
enfoui dans le site catalytique ;

- Le résidu Gly?Y’, impliqué dans la mutation Gly217Ser. Il est situé dans le feuillet B7

également enfoui dans le site catalytique. Dans |'espace, il se trouve a proximité du

domaine DxD, les deux brins B4 et B7 étant cOte-a-cOte dans le plus grand des deux
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feuillets B. Il se trouve également a proximité du résidu Tyr'®?, les deux brins B6 et 7
étant également adjacents dans ce méme feuillet B ;

207

- Le résidu Asp<®/, impliqué dans la mutation Asp207His. Il est situé dans une longue

boucle Gly#-Pro?!! entre les brins B6 et B7.

H1 B1 . hH2 B2 H3

t 0 q x 0 q x 0
MKLLRRAWRRRAALGLGTLALCGAALLYLARCAAEPGDPRAMSGRSPPPPAPARAAAFLAVLVASAPRAAERRSVIRSTWLARRGAPGDVWARFAVGTAGLGAEERRALE

B H4 B4 B H5 H6 B6 B7

w: 0 w: ) w: 0 (] H
REQARHGDLLLLPALRDAYENLTAKVLAMLAWLDEHVAFEFVLKADDDSFARLDALLAELRAREPARRRRLYWGFFSGRGRVKPGGRWREAAWQLCDYYLPYALGGGYVL

H7 H8 B8 B9 H9

\ U ( U * * { U
SADLVHYLRLSRDYLRAWHSEDVSLGAWLAPVDVQREHDPRFDTEYRSRGCSNQYLVTHKQSLEDMLEKHATLAREGRLCKREVQLRLSYVYDWSAPPSQCCQRREGIP

Figure 40. Séquence primaire et structures secondaires de la B1,3-galactosyltransférase 6. Les fleches et les
cylindres représentent les brins B (B) et les hélices a (H), respectivement. Les structures secondaires sont
numérotées selon leur ordre d’apparition, de I'extrémité Nier a I'extrémité Cier. Les mutations étudiées Tyr182Cys,

Asp207His et Gly217Ser sont représentées en rouge. Le domaine DxD (Asp*°®-Asp'>’-Asp*>8) et le domaine xED

211

(Ser?*-Glu?*'-Asp?#?) sont soulignés en rouge et en vert, respectivement. La boucle Gly'#-Pro?!! est soulignée en

cyan. Un segment présentant de hautes fluctuations dans cette boucle, Arg®!-Asp?®, est souligné en violet.

Adapté de Diana et al., in external peer-review.

A partir de la prédiction de structure décrite ci-dessus, les quatre modeles de la B3GalT6
humaine sauvage ou comportant I'une des trois mutations d’intérét ont été étudiés par
dynamique moléculaire. Les mouvements des enzymes enchassées dans un modele de
membrane lipidique de I'appareil de Golgi ont été enregistrés pendant 12 us. Les liaisons
hydrogene et les ponts salins intramoléculaires présents dans plus de 40 % des simulations
d’au moins un des quatre modeles ont été répertoriés, et leur présence a été comparée entre
chaque simulation (Figure 41). Chaque mutation crée d’importantes différences d’intensité au

niveau de plusieurs de ces liaisons par rapport a I'enzyme sauvage.
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Figure 41. Forces des liaisons hydrogénes et des ponts salins enregistrées lors des simulations de dynamique
moléculaire de la B1,3-galactosyltransférase 6 sauvage et mutée. Les liaisons présentées ont un pourcentage
d’intensité supérieur ou égal a 40 % dans au moins un des systemes : 3GalT6-WT (bleu), 3GalT6-Y182C (jaune),
B3GalT6-D207H (vert) ou B3GalT6-G217S (rouge). Adapté de Diana et al., in external peer-review.

Résidus du motif xED :
Le pont salin Lys!%3-Asp?#? est particulierement intéressant, étant présent dans la
simulation de I'’enzyme sauvage mais absent dans chacun des trois mutants (Figure 41). Le

242 ast la base

résidu Lys'®® se trouve dans la longue boucle flexible Gly!88-Pro?!l, L’Asp
catalytiqgue du motif xED prédite responsable de I'attaque nucléophile, étape-clé de la catalyse
enzymatique. Ce pont salin serait essentiel a la connexion de la boucle au centre catalytique.
De plus, le segment Arg®1-Asp?®’ qui se trouve dans cette boucle présente un haut taux de
fluctuations qui diminue pour chaque mutant étudié (Figures 40 et 42). La rupture du pont

242 serait donc un événement majeur contribuant a la perte de fonction

salin Lys!®3-Asp
enzymatique, d’une part a cause de la réduction des fluctuations de la longue boucle, d’autre

part a cause de I'implication de la base catalytique Asp?*? dans cette liaison.
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Figure 42. Fluctuations moyennes des positions des résidus du domaine catalytique de la f1,3-
galactosyltranférase 6 dans les modeéles de simulations de dynamique moléculaire. Les fluctuations ont été
mesurées sur les atomes du squelette peptidique par rapport a leur positionnement moyen pour chaque
modele : B3GalT6-WT (bleu), B3GalT6-Y182C (jaune), B3GalT6-D207H (vert) et B3GalT6-G217S (rouge). Les
données correspondent a la moyenne quadratique des fluctuations (root-mean-square fluctuation, RMSF) des
positions atomiques de chaque résidu, donnée en Angstrom (A). Les valeurs de fluctuations représentées en
traits pleins pour chaque systéme sont la moyenne de trois simulations distinctes et les écart-types sont

représentés par les nuances autour des traits pleins. Adapté de Diana et al., in external peer-review.

Résidus du motif DxD :

L'intensité de liaison du pont salin Lys>*-Asp*°¢ est moins forte pour le mutant Asp207His
et surtout pour le mutant Tyr182Cys (Figure 41). L'intensité de la liaison hydrogéne Asp*°®-
Gly?!® diminue fortement chez le mutant Asp207His, et elle est rompue dans le mutant
Tyr182Cys (Figure 41). Le résidu Asp®®® faisant partie du motif DxD, il est possible que les
mutations Tyrl82Cys et Asp207His aient aussi un impact sur ce motif et affectent la
coordination du cation divalent Mn?* et/ou la fixation ou la reconnaissance du substrat
donneur de la réaction.

Nos observations indiquent que les mutants, bien qu’adoptant une structure secondaire
similaire a celle de I'’enzyme sauvage en simulation de dynamique moléculaire (confirmé par
DC), présentent des altérations des liaisons intramoléculaires qui impliquent des éléments

fonctionnels essentiels des GT, comme le motif DxD et le motif XED. Celles-ci contribueraient

a la perte de fonction enzymatique observée pour ces mutants.
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1. Conséquences de la déficience en B1,3-galactosyltransférase 6 sur la matrice

extracellulaire dans un modéle cellulaire de synthése matricielle

Les MEC sont constituées d’un grand nombre de macromolécules, dont les PG, et sont la
cible de dysfonctionnements dans le contexte d’'une maladie génétique rare des TC telle que
le SEDsp-B3GALT6. Afin d’étudier les conséquences de la déficience de la biosynthése des
chaines de GAG due a I'absence de fonction de la ®3GalT6 sur la composition et les propriétés
biomécaniques des MEC, nous avons développé un modeéle cellulaire de synthese matricielle
en utilisant la lignée cellulaire ATDCS5. Lors de la chondrogenése et sous stimulation a
I'insuline, ces cellules produisent une MEC cartilagineuse organisée sous la forme d’un

pseudo-tissu, ce qui en fait un bon modéle tridimensionnel pour notre étude.

1. Evaluation de la synthése des chaines de glycosaminoglycanes par les pseudo-

tissus invalidés pour le géne B3galt6

Les cellules sont invalidées pour le géne B3galt6 puis la synthése matricielle est induite
selon les méthodes décrites. Le fractionnement protéique des échantillons permet d’analyser

les chaines de GAG des PG retrouvées dans différents compartiments de la MEC.

Le sécrétome consiste en la fraction de protéines sécrétées dans le milieu de culture par
les cellules et contient notamment de la décorine dont nous avons analysé I'état de
glycosylation par immunoblot (Figure 43). Apres induction, les cellules ATDC5 non-invalidées
sont capables de glycosyler la décorine comme le montre la bande diffuse de masse
moléculaire de 75 kDa a 125 kDa dans le puits Ctrl. Lorsque les cellules sont invalidées, dans
le puits AB3galt6, une bande nette et majoritaire correspondant a la protéine-core de la
décorine apparait a 42 kDa. Tout comme les cellules H7, invalidées pour le gene B3GALT6, les
cellules conservent une capacité de synthése résiduelle, comme le montre la bande diffuse de
tres faible intensité située entre 75 et 125 KDa. Ceci confirme que l'invalidation du géne
fonctionne, réduisant fortement la capacité des cellules a synthétiser des chaines de GAG de

la décorine.
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Figure 43. Immunoblot de la décorine sécrétée par les ATDC5 contrdles ou invalidées pour le géne B3galté. Le
gene B3galt6 a été invalidé par CRISPR-Cas9 (AB3galT6) ou non (Ctrl). Les chiffres a gauche indiquent la masse
moléculaire en kDa du marqueur de taille. Un anticorps dirigé contre la décorine murine a été utilisé pour cet

immunoblot. GAG : glycosaminoglycane. Adapté de Diana et al., in external peer-review.

La fraction guanidine du pseudo-tissu est constituée des protéines matricielles
dépourvues de liaisons croisées, a savoir des grands PG comme |’aggrécane, des collagenes
non fibrillaires et d’autres protéines. Comme pour la fraction du sécrétome, les protéines sont
séparées par SDS-PAGE. Une analyse aprés coloration du gel au bleu de Coomassie de la
fraction guanidine des ATDCS invalidées a révélé I'apparition d’'une bande nette de haut poids
moléculaire (Figure 44A), qui s’est révélée étre le Col XIl aprés analyse par spectrométrie de
masse (Dr. Jean-Baptiste Vincourt, UMS 2008 IBSLor, Vandoeuvre-lés-Nancy, France). Afin de
confirmer I'expression du Col XIl dans les cellules invalidées, une analyse par immunoblot a
été menée sur cette fraction guanidine. La forme longue du Col XII est visible sous la forme
d’une bande diffuse a plus de 250 kDa dans les cellules controles et sous la forme d’une bande
fine et nette dans les cellules invalidées. Ces résultats indiquent que I'invalidation de B3galt6
entraine une perte de la glycosylation de la forme longue du Col XII. La forme courte du Col
Xll est également révélée par immunoblot, sous la forme d’une bande nette entre 150 kDa et
250 kDa dans les cellules controles et invalidées (Figure 44B).

La fraction guanidine a également permis de montrer la diminution de la quantité de

chaines de GAG provenant de grands PG, principalement |'aggrécane (données non montrées)
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(Diana et al., in external peer-review), renforcant la pertinence de notre modeéle cellulaire

comme outil d’étude des défauts de la synthése des chaines de GAG au niveau matriciel.
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Figure 44. Analyse de la fraction guanidine extraite a partir des pseudo-tissus de cellules ATDC5 controles ou
invalidées pour le géne B3galté6. (A) Profil de migration des protéines de la fraction guanidine des ATDC5 dont
le géne B3galt6 a été ciblé par CRISPR-Cas9 (AB3galt6) ou non (Ctrl) apres analyse par SDS-PAGE suivi d’'une
coloration du gel au bleu de Coomassie. La bande identifiée comme étant le collagéne de type XlI (Col XII) par
spectrométrie de masse est indiquée. Les chiffres a gauche indiquent la masse moléculaire en kDa du marqueur
de taille. (B) Immunoblot du Col XII de la fraction guanidine des ATDCS5 invalidées (AB3galt6) ou non (Ctrl). La
forme longue du Col XII (Col XIIA) est glycosylée dans le puits Ctrl et non glycosylée dans le puits AB3galt6. La
forme courte du Col XIl (Col XIIB) est visible dans les deux puits. Les chiffres a gauche indiquent la masse
moléculaire en kDa du marqueur de taille. Un anticorps dirigé contre la décorine murine a été utilisé pour cet

immunoblot. GAG : glycosaminoglycane. Adapté de Diana et al., in external peer-review.

2. Analyses des pseudo-tissus invalidés pour le gene B3galt6

a. Analyses histologiques

Les pseudo-tissus ont été inclus en paraffine et des coupes transversales des différents
blocs ont été réalisées. Les chaines de GAG sulfatées sont colorées au bleu Alcian. De fagon
globale, au grossissement x60, la MEC des pseudo-tissus invalidés est moins bien organisée,
avec des lacunes montrant que I'absence des chaines de GAG produit une altération de

I'architecture matricielle (Figure 45).
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Figure 45. Analyses histologiques de coupes transversales de pseudo-tissus obtenus a partir des cellules ATDC5
controdles ou invalidées pour le géne B3galt6. Le géne B3galt6 des cellules est ciblé par CRISPR-Cas9 (AB3galt6)
ou non (Ctrl). Les chaines de glycosaminoglycanes (GAG) sulfatées et les noyaux cellulaires sont colorés au bleu
Alcian et au Nuclear fast red, respectivement. Les images sont obtenues par microscopie optique a des

grossissements 10x (gauche) et 60x (droite). Adapté de Diana et al., in external peer-review.

b. Tests d’extensibilité

Afin d’étudier les propriétés biomécaniques des pseudo-tissus, une mesure de leur
extensibilité par la gravité a été réalisée. Les pseudo-tissus invalidés sont significativement
plus extensibles que les pseudo-tissus controles, de I'ordre de 20 % (Figure 46). Dans le modele
de chondrogenese, l'invalidation de B3galt6 cause donc des défauts biomécaniques qu’il
convient d’explorer plus en profondeur.
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Figure 46. Mesure de I’extensibilité des pseudo-tissus de cellules ATDC5 contréles ou invalidées pour le géne

B3galt6. Le géne B3galt6 des cellules est ciblé par CRISPR-Cas9 (AB3galt6) ou non (Ctrl). Les pseudo-tissus sont
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détachés et maintenus en hauteur a I'aide d’'une pince pendant 30 sec. L’extensibilité est mesurée a I'aide des
graduations en cm d’une regle. Les données présentées sont la moyenne + I'écart-type de I'extensibilité de six
pseudo-tissus provenant de deux expériences distinctes. ** : p < 0,01 (Test t de Student). Adapté de Diana et

al., in external peer-review.

c. Analyses morphologiques et biomécaniques par microscopie a force

atomique

L'AFM est un microscope constitué d’'un levier auquel est associée une sonde
nanométrique qui est mise en contact avec I’échantillon a analyser. Le levier est un élément
flexible dont les déflections lors des contacts sont enregistrées. Elles permettent d’obtenir des
informations de force. C'est une technique versatile intéressante a l'interface de plusieurs
disciplines. Pour notre étude (en collaboration avec le Dr. Grégory Francius, UMR 7564 LCPME,
Vandoeuvre-lés-Nancy, France), cette technique de microscopie a été utilisée pour comparer
les morphologies et les propriétés mécaniques des pseudo-tissus afin d‘analyser les défauts

causés par l'invalidation de B3galt6.

Grace a ce systéme, la morphologie de I'échantillon peut étre obtenue sous la forme
d’images : les différences de déflection du levier sont interprétées comme des informations
topographiques. La morphologie des pseudo-tissus est ainsi étudiée en milieu aqueux dans du
PBS ou a l'air libre aprés dessiccation. Comme le montrent les images en 3D, il n’y a pas de
différence majeure de distribution ou de morphologie cellulaire entre les pseudo-tissus
controles ou invalidés (Figure 47A). En revanche, la sonde nanométrique releve une plus
grande profondeur d’échantillon, c’est-a-dire une différence plus importante entre le point le
plus haut et le point le bas, pour les pseudo-tissus contréles (avec une valeur médiane de 7,28
um) que pour les pseudo-tissus invalidés (4,34 um). Apres dessiccation, cette différence est
moins importante mais suit la méme tendance (environ 2,1 um contre environ 1 um) (Figure
47B). Nous observons également que la dessiccation cause un rétrécissement plus important

des pseudo-tissus invalidés (5,06 fois) que controles (3,33 fois) (Figure 47C).
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Figure 47. Analyses topographiques de pseudo-tissus ATDC5 controles ou invalidées pour le géne B3galt6. Le
gene B3galt6 des cellules est ciblé par CRISPR-Cas9 (AB3galt6) ou non (Ctrl). (A) Topographie de surface et
représentation tridimensionnelle des pseudo-tissus dans du PBS (liquide) ou aprés dessiccation (air). Les barres
noires sous les images sont une échelle correspondant a une distance de 20 um. Les barres colorées sur les cotés
droits des images indiquent la hauteur mesurée en um. (B) Effet de la dessiccation sur les pseudo-tissus. La
distribution de mesures de profondeurs dans du PBS (bleu) ou dans I'air (rouge) représente la moyenne des
mesures de quatre a six localisations pour chaque pseudo-tissu. (C) Rétrécissement des pseudo-tissus aprés
dessiccation. Les valeurs sont obtenues en divisant I'aire sous la courbe des mesures de profondeurs en milieu

liquide par celle des mesures de profondeurs dans I'air. Adapté de Diana et al., in external peer-review.

L’AFM donne également acces aux propriétés biomécaniques des pseudo-tissus. Par la
technique de nanoindentation, les différences de déflection du levier sont mesurées sur une
zone choisie (90 um x 90 um) puis sont interprétées comme des informations de hauteur et
de rigidité. Les pseudo-tissus controles présentent de plus grandes valeurs de hauteurs (O -
4,5 um) que les pseudo-tissus invalidés (0 - 3 um). Cette hétérogénéité est mise en évidence
par les cartes de mesure (Figures 49A et 49B). De facon concomitante, des valeurs d’élasticité

des échantillons ont été obtenues. Celles-ci sont traduites par le module de Young (E), une
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valeur en Pa qui constitue une des constantes d’élasticité utilisées pour décrire la déformation
d’'un matériau sous une pression uniaxiale. Le test permet d’obtenir une courbe de

compression conventionnelle, décrite en Figure 48.
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Figure 48. Courbe conventionnelle de déformation d'un matériau selon l'intensité de la contrainte appliquée.
Lors du début du test, la déformation de I'objet en fonction de la contrainte appliquée suit une fonction linéaire
(bleu) dont la pente est égale au module de Young E. Cette région est dite élastique car I'objet retrouve sa forme
initiale lorsque la contrainte n’est plus appliquée. Lorsque la contrainte entraine une déformation dans la région
plastique, la limite d’élasticité est dépassée: la courbe de déformation n’est plus linéaire (rouge) et la

déformation de I'objet devient irréversible. Une rupture de I'objet est observée a la fin de la courbe (X).

La déformation élastique, c’est-a-dire la déformation que subit I'échantillon sans
dépasser sa limite d’élasticité pour entrer dans la région de déformation plastique, est décrite
sous la forme d’une courbe linéaire dont la pente est égale au module de Young. Si la valeur
du module de Young est basse, le matériau est plus souple que rigide, et inversement. Le
module de Young moyen obtenu pour les pseudo-tissus invalidés (13,91 kPa) est
significativement plus élevé (p < 0,001) que celui obtenu pour les pseudo-tissus controles
(10,89 kPa). L’'hétérogénéité de la MEC des pseudo-tissus cause une disparité des modules de
Young. Les zones les plus rigides sont aussi les plus hautes, ce qui correspondrait aux noyaux
cellulaires. Les zones les plus souples sont les plus basses, correspondant notamment a la MEC
synthétisée lors de la chondrogenese. L’invalidation du gene B3galt6 entraine donc une

augmentation de la rigidité des échantillons en modifiant les propriétés viscoélastiques des
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MEC (Figure 49C). Ces changements biomécaniques sont certainement dus en partie a une

moins bonne rétention de I'eau par une matrice possédant moins de chaines de GAG.
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Figure 49. Analyses de la hauteur et de la rigidité des pseudo-tissus obtenus ATDC5. Le géne B3galt6 des cellules
est ciblé par CRISPR-Cas9 (AB3galt6) ou non (Ctrl). (A) Hauteur en nm des pseudo-tissus mesurée en milieu
liquide sur une surface de 90 um x 90 um. (B) Modules de Young en kPa des pseudo-tissus mesurés en milieu
liquide sur une surface de 90 um x 90 um. (C) Distribution des modules de Young obtenus sur au moins six
localisations différentes sur deux pseudo-tissus. *** : p < 0,001 (Test t de Student). Adapté de Diana et al., in

external peer-review.
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Discussion

Les PG sont des macromolécules présentes au niveau des membranes cellulaires et des
MEC des TC. lls sont composés d’'une partie protéique sur laguelle sont greffées une a
plusieurs chalnes de GAG. La B3GalT6 est une GT impliquée dans les étapes précoces de la
biosynthese de ces chaines, au niveau de l'amorce tétrasaccharidique. Quarante-sept
mutations du géne B3GALT6 codant pour la 3GalT6 sont aujourd’hui répertoriées parmi
lesquelles une majorité de mutations par substitution ou délétion avec décalage du cadre de
lecture, présentes a I’état homozygote ou hétérozygote composite chez les patients. Elles sont
a l'origine de maladies génétiques rares des TC telles que le SEDsp (17), la SEMD-JL1 (18) et le
syndrome d’Al-Gazali (29), toutes caractérisées par des atteintes musculosquelettiques
multiples et sévéres. Ces maladies font partie des linkeropathies car I'enzyme mutée catalyse
I'ajout d’un glucide de I'amorce tétrasaccharidique (tetrasaccharidic linker) des chaines de
GAG. Les manifestations cliniques de ces affections sont de sévérité variable et ne sont pas
nécessairement toutes présentes chez les patients. D’autres linkeropathies présentent des
symptomes proches, comme le syndrome de Larsen-like de type B3GAT3 (290) et la dysplasie
de Desbuquois de type 2, due a des mutations de la XyIT-I (221). De facon similaire, les
symptdémes d’autres ostéochondrodysplasies sont trés proches de ceux dus a des mutations
de B3GALT6, comme le SEDk, le SEDsp-B4GALT7, le SEDsp-SLC39A13 ou encore le SEDmc (9).
Ces chevauchements entre les symptomes sont source d’errance diagnostique. A |'échelle
moléculaire, le déficit en chaines de GAG synthétisées est plus ou moins marqué en fonction
du patient considéré. L'impact des mutations de B3GALT6 sur la fonction de la B3GalT6 et sur
la syntheése des chaines de GAG reste donc mal défini. Mon travail vise comprendre la
séquence des événements moléculaires conduisant a ces tableaux cliniques variés. Pour ce
faire, nous avons réalisé une étude a différentes échelles. La premiére étape a été de
déterminer I'impact de différents variants pathogenes sur I'activité enzymatique de la
B3GalTe.

Nous avons souhaité déterminer les parameétres cinétiques de I’'enzyme sauvage et de les
comparer a ceux de trois formes de B3GalT6 mutées : Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser. Ces
mutations sont situées dans le domaine catalytique et ont été identifiées chez des patients a
I’état homozygote (17, 50), ce qui nous permet d’étudier I'impact d’'une mutation isolée. Nous

avons tout d’abord utilisé un modele cellulaire mis en place au cours d’une these précédente
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dans notre équipe (279). Il s’agit d’'une lignée cellulaire Hela invalidée pour le géne B3GALT6
par la technique de CRISPR-Cas9. Les cellules obtenues, nommées H7, présentent une perte
de I'expression et de I'activité enzymatique de la B3GalT6, ce qui en fait un modéle de choix
pour surexprimer la 3GalT6 sauvage ou mutée par transfection transitoire. Ce modéle a été
développé pour plusieurs raisons. Tout d’abord, des tentatives d’invalidation du gene
B3GALT6 de fibroblastes au sein de I'équipe ont été infructueuses par le passé. De plus, les
fibroblastes sont des cellules de lignée primaire, tandis que les cellules Hela sont
immortalisées et donc d’utilisation plus commode. Enfin, si la lignée Chinese Hamster Ovary
(CHO) a été utilisée pour invalider une large gamme d’enzymes de la biosynthése des chaines
de GAG dont la B3GalT6 selon une approche similaire (291), I'origine humaine des cellules
Hela a été privilégiée.

Cette partie de mon travail a été réalisée durant ma premiere année de thése. Le substrat
de synthése utilisé est le disaccharide Gal-Xyl(2P)-OMN et le produit de la réaction attendu
est le Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN, deux composés phosphorylés sur le C2 du Xyl. Le phosphate est
en effet un élément important a la reconnaissance du substrat accepteur dans le cadre de la
réaction enzymatique catalysée par la B3GalT6 (70). Nous n’avons pas réussi a mesurer
I'activité enzymatique de la B3GalT6 de fagon reproductible dans des lysats cellulaires malgré
de nombreuses optimisations comprenant entre autres la quantité de protéines totales
utilisée, la composition du tampon de réaction, la concentration en substrat ajoutée ou encore
la composition de la phase mobile de la CLHP. En revanche, au cours de nos optimisations du
pH du tampon de réaction, nous avons mis en évidence une déphosphorylation du substrat et
du produit de la réaction. Ces déphosphorylations varient en intensité en fonction du pH et
suggerent que le substrat est plus rapidement déphosphorylé que pris en charge par la
B3GalT6 dans nos conditions enzymatiques. En incubant le substrat et le produit de la réaction
en absence de lysat, la déphosphorylation n’est pas observée suggérant que des enzymes
contenues dans les homogénats cellulaires sont responsables de la déphosphorylation des
deux composés. Pour limiter la déphosphorylation observée, nous avons réalisé nos
incubations en présence d’ATP, le substrat donneur des kinases, ce qui a permis de maintenir
I’état phosphorylé de nos composés. Néanmoins, I'ajout d’ATP n’a pas permis de détecter une
activité enzymatique de la B3GalT6. Il pourrait y avoir compétition entre B3GalT6 et

phosphatases en faveur de ces derniéres.
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Le pH optimal de déphosphorylation de chacun des composés est différent : pH 7,5 pour
le Gal-Xyl(2P)-OMN et pH 6,5 pour le Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN, suggérant I'implication de deux
phosphatases distinctes. La formation et la modification de I'amorce tétrasaccharidique fait
intervenir plusieurs enzymes (GT, ST, kinase, phosphatase) mais cette séquence n’est pas
totalement définie. Nous savons que la phosphorylation du Xyl est importante pour I'activité
de la B3GalT6. La kinase responsable de cette modification post-traductionnelle est la FAM20B
(69), et la présence du phosphate empéche I'ajout du premier Gal sur I'amorce par la B4GalT7
(72). La PXYLP1 est la phosphatase qui catalyse la déphosphorylation du Xyl (73),
vraisemblablement aprés I'ajout du GIcA par la GIcAT-I (71). L’activité optimale de la PXYLP1
se situe a un pH de 5,8 (73) qui est plus acide que les pH optimaux de déphosphorylation que
nous avons trouvé. Des investigations supplémentaires sont nécessaires pour déterminer sila
déphosphorylation du Gal-Gal-Xyl(2P)-OMN est bien due a 'activité de la PXYLP1, en réalisant
notamment des expériences de transfection avec de petits ARN interférents afin d’empécher
son expression. Il est possible que ces déphosphorylations soient liées a un mécanisme de
régulation de la formation des chaines de GAG encore inconnu. Il serait intéressant
d’approfondir les mécanismes impliqués dans la déphosphorylation de nos composés de
synthése dans le but d’apporter des informations plus précises quant a la séquence des
évenements de la synthese de I'amorce tétrasaccharidique.

Compte tenu des limites de I'utilisation de lysats cellulaires pour la mesure de I'activité
enzymatique de la B3GalT6, nous avons décidé de poursuivre nos investigations sur la B3GalT6
surexprimée et purifiée a partir de bactéries. Ainsi, nous nous affranchissons des protéines
présentes dans les lysats cellulaires, notamment les phosphatases. Afin d’étudier les
parametres cinétiques de I'enzyme sauvage et mutée, la production dans la bactérie et la
purification d’une forme tronquée soluble de I'enzyme, comprenant son domaine catalytique,
a été réalisée a la maniere d’autres études de GT (262, 265, 292—-294). Nous avons tout
d’abord investigué quelle souche bactérienne utiliser pour surexprimer I'enzyme en grandes
quantités. Nous avons déterminé que la souche E. coli Rosetta™2(DE3) est adéquate, la
souche E. coli BL21(DE3) ne surexprimant pas l'enzyme dans nos conditions. Deux
constructions ont été testées : la 6His-MBP-B3GalT6ANr29 (MBP fusionnée a I'extrémité Nier
de I'enzyme consistant en son segment stem et son domaine catalytique) et la 6His-MBP-
B3GalT6AN:50 (protéine de fusion similaire avec un segment stem largement tronqué). La

MBP améliore la solubilité de la protéine de fusion et facilite sa purification (279). Les deux

109



constructions permettent la production de protéines solubles et purifiées en quantités
suffisantes pour nos expériences, environ 2 mg de protéine pour 200 mL de milieu de culture.
Nous n’avons pas réussi a déterminer de paramétres cinétiques pour la construction 6His-
MBP-B3GalT6AN:r50 qui ne présente pas une cinétique michaelienne. En revanche, la 6His-
MBP-B3GalT6AN«r29 en posseéde une pour chacun des substrats. Le Ky de la 6His-MBP-
B3GalT6AN:r29 envers le Gal-Xyl(2P)-OMN est proche de celui qui a été brievement décrit par
une autre équipe : nous obtenons une valeur de 0,38 + 0,07 mM lorsque Wen et al. (70)
obtenaient une valeur de 0,25 + 0,03 mM avec une enzyme purifiée et un substrat similaire,
respectivement la MBP-B3GalT6AN30 et le Gal-Xyl(2P)-O-benzyle.

La seule différence entre nos deux constructions est la longueur du segment stem. Le
segment stem est déstructuré dans les GT de type Il qui présentent une forte similarité de
structure générale (295). Si les fonctions du domaine catalytique et du segment
transmembranaire  sont  bien  définies  (activitt = enzymatique et ancrage
membranaire/localisation subcellulaire respectivement), plusieurs hypothéses ont été émises
concernant les roles du segment stem des GT. Ainsi, il pourrait influencer la localisation de
I’enzyme (296), son oligomérisation (297), sa flexibilité (295), son clivage (298) ou encore sa
spécificité de substrat (299). Sa suppression dans la construction 6His-MBP-B3GalT6AN50
est la cause d’'une moins bonne activité enzymatique. Il est possible que le segment stem crée
une distance entre le site actif et la MBP indispensable a I'activité et/ou qu’il joue un rdle
spécifique dans l'interaction avec les substrats. Mettre en place un criblage des conditions de
purification pour considérer chaque variable pourrait potentiellement permettre d’obtenir
une enzyme soluble apres clivage de la MBP. Une telle enzyme serait utile pour savoir si la
B3GalT6ANr50 gagne en affinité pour ses substrats sans la MBP, et donc si le segment stem
améliore I’affinité ou non.

Nos résultats ont conduit a utiliser la 6His-MBP-B3GalT6AN29 pour générer par
mutagenese dirigée les mutations Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser et étudier leur impact
sur I'activité enzymatique. Dans les trois cas, nous constatons une perte totale de 'activité
enzymatique in vitro. En conséquence, aucun parametre cinétique n’a pu étre déterminé. En
accord, I'alignement de séquence des B3GalT6 de différentes espéeces montre que les résidus
mutés sont tous fortement conservés, impliquant qu’ils jouent un role fonctionnel important,

au niveau catalytique et/ou structural (Diana et al., in external peer-review).
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Faisant suite a nos résultats d’activité enzymatique, nous nous sommes intéressés a la
structure de I'enzyme. La B3GalT6 n’a, a ce jour, pas été cristallisée et nous manquons donc
d’informations a ce niveau. Nous avons envisagé que la perte d’activité des mutants puisse
provenir de défauts structuraux. En étudiant nos enzymes purifiées par DLS, l'indice de
polydispersité est toujours d’environ 0,1, ce qui fait que nous pouvons considérer nos produits
de purification comme des populations monodisperses. Nous avons observé un diamétre
hydrodynamique large, de 60 + 20 nm en moyenne. |l est possible que la flexibilité du segment
stem exerce une influence sur la distribution des tailles en solution, car le produit de
purification n’est pas constitué d’un seul mais de deux domaines globulaires (la MBP et le
domaine catalytique de la B3GalT6) reliés par un segment polypeptidique non structuré long
de vingt-six acides aminés. De plus, de nombreuses GT comme la GIcAT-I peuvent
s’homodimériser (258, 265). La chromatographie d’exclusion couplée a la mesure de la
diffusion de la lumiére sous multiples angles pourrait déterminer si nous sommes en présence
de plusieurs populations en solution, monomérique et/ou multimérique (300). Une autre
technique pour déterminer la masse moléculaire de nos protéines serait la photométrie de
masse, qui a I'avantage de n’utiliser que trés peu de matériel biologique (301). Nous avons
ensuite mené des expériences de DC qui démontrent que les enzymes mutées présentent une
signature en hélice a identique a celle de I'enzyme sauvage. Ce résultat indique que nos
protéines sont correctement repliées. En conséquence, nous en concluons que les pertes
d’activité enzymatique ne sont pas dues a des modifications majeures de la structure
secondaire a la suite de la mutation de I'enzyme.

Dans l'intention d’explorer les raisons de la perte de fonction due aux mutations
Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser, une collaboration avec le Dr. Yasaman Karami et le Dr.
Hamed Khakzad (UMR 7503 LORIA, Vandoeuvre-les-Nancy, France) a permis d’obtenir, par
une approche de simulation de dynamique moléculaire, des modeles structuraux de la
B3GalT6 sauvage et mutée. Les intensités des liaisons hydrogene et des ponts salins
intramoléculaires qui stabilisent la structure secondaire ont été comparées entre les modeles
générés. Les résultats suggerent que ces liaisons qui impliquent des motifs conservés des GT
sont modifiées lorsque la B3GalT6 est mutée.

Le motif xED (Ser?°-Glu?*'-Asp?4? dans la séquence protéique de la B3GalT6) contient un
résidu indispensable & la catalyse, prédit comme étant I’Asp?*? chez la B3GalT6. Ce résidu

formerait un pont salin avec la Lys!®3 qui se situe dans une longue boucle Gly#-Pro?!! flexible
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avec de fortes fluctuations dans son segment Arg!®1-Asp?®’, Les prédictions suggérent que les
mutations Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser empécheraient la formation de la liaison Lys%3-

242 et induiraient une baisse du taux de fluctuations du segment Arg'®!-Asp?%’. Ainsi, la

Asp
perte du pont salin et la diminution de la flexibilité de la boucle Gly'#-Pro?!! peuvent étre
reliées a la perte de fonction. En effet, les GT sont des enzymes dynamiques qui subissent une
réorganisation du site catalytique apres la fixation du substrat donneur pour accueillir le
substrat accepteur. Ce mouvement est généralement permis par la flexibilité d’une longue
boucle (274, 276, 302, 303). A titre d’exemple, la f4GalT7, seconde enzyme de la synthése de
I’'amorce tétrasaccharidique des chaines de GAG et enzyme de type GT-A comme la B3GalT6,
passe d’'une conformation ouverte a une conformation fermée grace au mouvement de sa
boucle His?>°-Gly?#3, ce qui induit la réorganisation de son motif xED (239).

La boucle Gly*8-Pro?! est un élément intéressant du domaine catalytique. La B3GNT2,

autre GT de la famille GT31 décrite en introduction de ce manuscrit, contient une boucle

similaire : Phe?”>-Gly3%’. Elle est un élément déterminant du site catalytique car certains de ses
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résidus forment des liaisons avec les substrats. Deux de ces résidus sont la Lys*°® et la Tyr
qui forment des liaisons hydrogéne avec les phosphates de la partie UDP du substrat donneur.
Ces résidus sont conservés dans la séquence protéique de la B3GalT6, que I'on retrouve sous
la forme de I’Arg'®’ et du Trp!®® (274). Leoni et al. (36) ont identifié la mutation de B3GalT6
p.(Arg197Cys) chez un patient et ont utilisé la structure résolue de la B3GNT2 pour créer un
modele de la B3GalT6, mettant en lumiére la méme orientation dans I'espace des chaines
latérales du résidu Lys?®® de la B3GNT2 et du résidu Arg®®’ de la B3GalT6. Nous émettons
I’hypothése que la boucle Gly*®8-Pro?!! joue un rdle similaire a celui de la boucle Phe?’>-Gly3%7,
Ainsi, la perte de la liaison Lys'®3*-Asp?*? qui relie la boucle au cceur catalytique et la diminution
de sa flexibilité pour les mutants Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser affecteraient la
reconnaissance de substrat et/ou la catalyse.

Le motif DxD (Asp*®-Asp'>’-Asp!>® dans la séquence protéique de la B3GalT6) est un
élément indispensable a la coordination du cation divalent et du substrat donneur de la
réaction enzymatique. La dynamique moléculaire prédit que le résidu Lys*>* établit une liaison
hydrogéne Lys'>*-Asp®® avec un Asp du motif DxD. Son intensité diminue fortement chez le
mutant Tyr182Cys et diminue également chez le mutant Asp207His. L’Asp®°® établit aussi une

liaison hydrogéne avec la Gly?'® de la boucle riche en Gly (Gly?*>-Gly?*-Gly?'’) de
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reconnaissance du substrat accepteur (247). Cette liaison n’est pas retrouvée dans le mutant
Tyr182Cys et diminue en intensité dans le mutant Asp207His.

Nous proposons que les modifications des intensités de liaisons intramoléculaires qui
impliquent les motifs conservés de la B3GalT6 contribuent a la perte de fonction enzymatique
gue nous observons dans nos enzymes mutées. Nos données reposent sur une approche de
modélisation moléculaire, avec comme point de départ le logiciel AlphaFold. Bien que le
modeéle proposé soit de bonne qualité selon les standards du logiciel (268), des données
expérimentales sont indispensables pour confirmer nos résultats de dynamique moléculaire.
Il sera également intéressant d’étudier la liaison aux substrats par des approches de docking
afin de définir les roles exacts des acides aminés dans la reconnaissance des substrats et dans

la catalyse.

Par ailleurs, en dépit d’'une perte de fonction de I'enzyme, il a été observé que les
fibroblastes de patients porteurs de mutations de B3GALT6 conservent la capacité de
synthétiser des chaines de GAG de fagon résiduelle (17, 50). Dans le cadre de ce travail, nous
I’'avons confirmé sur la décorine sécrétée par des fibroblastes de patients obtenus aupres de
nos collaborateurs (Dr. Fransiska Malfait et Dr. Delfien Syx, Center of Medical Genetics,
Université de Gand, Gand, Belgique) (Diana et al., in external peer-review). Ces constatations
peuvent sembler contradictoires avec la perte de fonction de la f3GalT6 qui, en théorie,
impliquerait I'absence de formation de chaines de GAG de types CS, DS et HS. Cependant, une
absence totale de GAG serait a prioriincompatible avec la survie de I'individu porteur de la ou
des mutations. En effet, les chaines de GAG jouent de nombreux rdles biologiques. En fonction
du PG considéré, elles établissent des interactions avec les fibres de collagéne (152), les FACIT
(190) et d’autres protéines matricielles comme la ténascine X (193) pour réguler la
fibrillogenése (173). Les chaines de type HS des syndécans (304), les chaines de type CS de la
décorine (305) et I'Hep interagissent également avec des facteurs de croissance (306, 307)
pour réguler de multiples voies de signalisation (53). Dans leur modéle CHO invalidé pour le
geéne B3galt6, Chen et al. (291) ont également mis en évidence une baisse (et non suppression)
de la synthese des chaines de GAG de type CS, DS, HS et Hep, renforcant I’hypothése selon
laguelle une perte de la fonction de la B3GalT6 n’amene pas a I'arrét total de la synthése. Au
contraire, ces chercheurs ont observé que l'invalidation des génes codant pour les autres

enzymes de la synthése de I'amorce tétrasaccharidique (Xylt2, B4galt7 et B3gatl) produit une
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perte totale des chaines de GAG. La B3GalT6 semble étre une enzyme au cceur d’un
mécanisme particulier que nous avons souhaité décoder.

Nous avons mis a profit notre modele cellulaire Hela invalidé pour le géne B3GALT6 qui,
a défaut de nous renseigner sur I'activité de la B3GalT6, nous est utile pour explorer la
synthése des chaines de GAG. En utilisant un substrat accepteur exogéne, le 4-MOX, nous
observons une synthése résiduelle de chaines par les cellules invalidées, en concordance avec
les résultats obtenus dans les fibroblastes de patients et les CHO invalidées. La surexpression
de I'’enzyme sauvage permet d’augmenter le taux de synthese alors que la surexpression des
enzymes mutées ne le permet pas, avec une synthése comparable a la synthése résiduelle
sans surexpression. Nous observons méme une faible diminution statistiquement significative
de la synthése des chaines de GAG en absence de substrat exogene lors de la surexpression
de la B3GalT6-D207H et de la B3GalT6-G217S. Nous avons par la suite confirmé cette
observation par immunoblot, ou un PG co-exprimé avec la B3GalT6, la décorine, est glycosylé
de la méme facon : on note une forte glycosylation de la protéine-core en présence de la
B3GalT6 sauvage mais une glycosylation fortement réduite en absence de B3GalT6 ou en
présence de f3GalT6 mutée. Par mesure de densitométrie, nous observons que le rapport de
décorine glycosylée sur décorine non-glycosylée en absence d’enzyme ou lors de la
surexpression de la B3GalT6-D207H ou de la B3GalT6-G217S est plus faible que lors de la
surexpression de la B3GalT6-Y182C. Il s’agit-la d’une différence entre nos deux substrats : dans
notre modele, la surexpression de la B3GalT6-Y182C semble permettre une meilleure
glycosylation de la décorine que du 4-MOX. Il est possible que la 3GalT6-Y182C ait une
meilleure affinité pour la protéine-core de la décorine que pour le 4-MOX. Globalement, nous
pouvons affirmer que les mutations Tyrl82Cys, Asp207His et Gly217Ser diminuent
dramatiquement la synthése des chaines de GAG mais que la synthése n’est pas totalement
abolie.

Il faut également noter que la décorine co-exprimée avec les mutants de 3GalT6 possede
des chaines de GAG moins nombreuses mais plus longues que celles synthétisées lors de Ia
surexpression de la B3GalT6-WT. La modification de la longueur des chaines de GAG
lorsqu’une enzyme de la synthése est invalidée ou mutée a déja été observée dans d’autres
travaux. La XyIT-l, premiére GT de la synthése de I'amorce tétrasaccharidique, est codée par
le géne XYLT1. Des mutations de ce géne sont reliées a une linkeropathie, la dysplasie de

Desbuquois de type 2. Les fibroblastes de patients présentent un taux de synthese réduit des
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PG avec de longues chaines de GAG de type CS et une accumulation de PG a chaines de GAG
de type CS plus courtes (221). Ces observations sont cohérentes avec le modéle murin invalidé
pour le gene Xylt1 pour lequel une diminution du taux de synthese et de la taille des chaines
de GAG (308) est observée Toutefois, ces observations différent des nétres qui mettent en
évidence une augmentation de la longueur des chaines de GAG produites. La dysplasie
ostéodysplasique microcéphalique type Saul-Wilson est causée par des mutations de COG4,
géne codant pour une sous-unité du complexe oligomérique du Golgi qui joue un role dans la
morphologie et la fonction de ce compartiment cellulaire. Les sous-unités de ce complexe
influencent la régulation, la compartimentalisation, le transport et I'activité de nombreuses
enzymes golgiennes et de multiples substrats (309). Une mutation hétérozygote de COG4 est
a l'origine d’une faible synthese de chaines de GAG de la décorine par des fibroblastes de
patients. Ces chaines sont plus longues que dans les cellules contréles, de maniére similaire a
ce que nous observons. Un défaut du trafic protéique dans I'appareil de Golgi serait a I'origine
de ces profils de glycosylation (310). La compartimentalisation est indispensable au bon
placement de toutes les protéines et tous les substrats pour ’lhoméostasie de I'appareil de
Golgi, et donc a l'initiation, la polymérisation et la sulfatation des chaines de GAG (311). Il est
possible que les chaines de GAG de décorine plus longues que nous observons en cas de
mutation Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser de la B3GalT6 soient le résultat d’'une altération
du trafic de PG : les GAG seraient plus largement allongés dans I'appareil de Golgi par les
enzymes d’élongation. De plus, la réponse a une sous-glycosylation des PG par I'appareil de
Golgi entraine une augmentation de I'expression de GT et ST de la synthése des GAG dans une
tentative de compensation (312), ce qui pourrait avoir un effet sur I'élongation des chaines.
Une autre observation est |'effet de certains facteurs de croissance sur une hyperélongation
des chaines de type CS : par exemple, le TGFB est impliqué dans cette élongation dans les
cellules musculaires lisses vasculaires (313) en stimulant une synthése de novo des enzymes
de I’élongation des chaines (314). La réponse au stress de I'appareil de Golgi et I’effet du TGF3
tendent vers le méme effet : I’hyperélongation des chaines de GAG. La modification de la
longueur des chaines peut avoir des conséquences fonctionnelles. Par exemple, la longueur
des chaines influe directement sur la rapidité d’accumulation d’agrégats de protéines jouant
un role direct dans certaines maladies neurodégénératives : la maladie d’Alzheimer (Tau) et
la maladie de Parkinson (a-synucléine) (315). Lors de la progression de I'arthrose, les chaines

de GAG de type CS de I'aggrécane deviennent plus courtes, diminuant la quantité d’eau
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retenue dans le cartilage articulaire qui perd en viscoélasticité. On observe alors une
hyperélongation des chaines de type KS de I'aggrécane, vraisemblablement pour compenser
la diminution de la quantité de CS (316).

Pour résumer, il existe une synthése résiduelle par les cellules invalidées pour le géne
B3GALT6. Cette synthese résiduelle n’est pas augmentée de facon significative par la
surexpression des enzymes mutées, en accord avec la perte totale de fonction des enzymes
mutées recombinantes que nous avons purifié. |l semble donc que les cellules soient capables
d’initier la synthese des chaines de GAG en absence de B3GalT6 fonctionnelle : les chaines de
GAG synthétisées sont moins nombreuses et plus longues, raison probable pour laquelle des
anomalies dans la disposition et le diameétre des fibres de collagene sont relevées par
microscopie électronique a transmission dans des biopsies de patients (17).

Nous avons poursuivi notre investigation des mécanismes de synthése des chaines de
GAG en souhaitant déterminer par quel moyen la synthése peut étre partiellement
compensée lorsque la B3GalT6 est mutée et perd totalement sa fonction enzymatique. La voie
de biosynthése conventionnelle des chaines de GAG de types CS, DS, HS et Hep est initiée par
une amorce tétrasaccharidique entre la protéine-core et le reste de la chaine. Celle-ci est de
composition GlcA-B1,3-Gal-B1,3-Gal-B1,4-Xyl-B1-0. Récemment, une amorce trisaccharidique
de type GlcA-B1,3-Gal-B1,4-Xyl-B1-0 a été détectée en faibles quantités dans de I'extrait total
de protéines de poisson-zebre dont le géne B3GALT6 a été invalidé (317) et dans 'urine de
patients porteurs de mutations de B3GALT6 (318). La formation d’une telle amorce non
canonique serait le mécanisme a l'origine de l'initiation de la synthése des chaines de GAG en
absence d’activité enzymatique de la B3GalT6.

Dans ce contexte, nous avons exploré le role potentiel de la GIcAT-I (quatriéeme enzyme
de la synthése de I'amorce tétrasaccharidique faisant directement suite a la B3GalT6) dans la
formation d’une amorce non canonique, grace a une collaboration avec le Dr. Rebekka Wild
et Marie Bourgeais (UMR 5075 IBS, Grenoble, France). Nous avons démontré in vitro que la
GIcAT-l est capable de catalyser I'ajout d’un GIcA sur le substrat disaccharidique pour former
une amorce trisaccharidique. Si on compare cette activité par rapport a celle pour son substrat
canonique trisaccharidique, elle est environ dix fois moins importante. Ce serait donc par cette
activité que, méme en cas de perte de fonction de la B3GalT6, les fibroblastes de patients et
les cellules invalidées conserveraient la capacité de synthétiser des chaines de GAG. La

différence de composition de I'amorce, la faible quantité de GAG synthétisée et
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'augmentation de la longueur permettraient la survie de l'individu s’accompagnant
néanmoins d’atteintes musculosquelettiques et tissulaires sévéres et variées. Cette synthése
alternative pourrait étre la raison de I'existence d’un nombre relativement important de
patients porteurs de mutations de B3GALTS.

Néanmoins, l'intensité de la synthése des chaines de GAG de la décorine et des chaines
de type HS par les cellules des patients differe en fonction de I'individu (17, 50). Pour expliquer
ces différences, nous suggérons de nous intéresser a la formation de complexes protéiques
que peuvent former les GT. Il a été démontré que ces interactions sont nécessaires a 'activité
enzymatique de certaines GT (257). Les GT de la synthése des GAG ne font pas exception, dont
voici quelques exemples. L’'homodimérisation de la GIcAT-I de I'amorce tétrasaccharidique est
observée par cristallographie. Des résidus du site actif (265) et un résidu du segment stem
(258) sont impliqués dans cette association. Ainsi, un petit segment du site actif d’un
monomere est rapproché du site actif de I'autre monomere pour se lier au substrat lors de la
catalyse (71). L’hétérodimérisation de I'épimérase et la 2-O-sulfotransférase des chaines de
GAG de type HS est nécessaire pour que |I'épimérase soit correctement localisée dans
I'appareil de Golgi et pour son activité enzymatique (319). Selon un schéma similaire,
I’'hétérodimérisation des EXT1 et EXT2 (262), deux GT de I’élongation des chaines de GAG de
type HS, se produit in vivo (259). Enfin, de multiples enzymes de I’élongation des chaines de
GAG de type CS interagissent entre elles afin d’augmenter leur efficacité catalytique in vitro
(320, 321). Aprés analyse des interactions des GT de synthése des chaines de GAG, un modele
hypothétique nommé GAGosome a été proposé par Esko et Selleck (322). Ces interactions
seraient responsables de la fine régulation de la synthése des chaines de GAG, a I'image de
I'interaction qui a été décrite entre la GIcAT-1 et la PXYLP1, qui permet I'augmentation du taux
de déphosphorylation du Xyl de I'amorce apres le transfert du GIcA (73). Les interactions entre
la B3GalT6 et de potentiels partenaires n’ont pas été identifiées a ce jour. Des altérations dans
I'interaction entre la B3GalT6 et des partenaires potentiels, tels que la GIcAT-Il, pourraient
expliquer les différences de taux de synthése des GAG observés chez les patients porteurs de
différentes mutations. En effet, les trois mutations Tyr182Cys, Asp207His et Gly217Ser
pourraient compromettre I'intégrité du GAGosome. La synthése résiduelle via une amorce
trisaccharidique pourrait en étre différemment impactée en fonction des mutations de
B3GalT6, comme nous I'observons pour la glycosylation de la décorine par la B3GalT6-Y182C

dans les cellules H7 invalidées. L'exploration de ces complexes hypothétiques établis par la
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B3GalT6, et plus largement la caractérisation de I'entiéreté du GAGosome, sont
indispensables pour étayer notre hypothese. Notre équipe étudie actuellement ces
interactions.

En résumé, chez les patients, |la perte de fonction de la B3GalT6 est compensée par une
prise en charge partielle de la synthése par la GIcAT-I (Diana et al., in external peer-review) et
par la formation de chaines de GAG a partir d’'une amorce trisaccharidique et non
tétrasaccharidique (318). Le faible taux de synthése a partir de cette amorce et la modification
de la longueur des chaines seraient a |'origine d’'une désorganisation matricielle qui est

explorée dans la suite de ce travail.

Pour élargir nos investigations par des approches non ciblées dites « omiques », notre
équipe a établi une collaboration avec le Dr. Sébastien Hergalant (UMRS 1256 NGERE,
Vandoeuvre-lés-Nancy, France) afin d’étudier le transcriptome de fibroblastes de patients
porteurs de mutations de B3GALT6. Parmi les génes exprimés différentiellement par rapport
aux cellules contréles, les génes LOXL1, LOXL2, LOX et PLOD1 sont retrouvés (Diana et al., in
external peer-review). |l s’agit de geénes codant pour trois LOX et la LH1, toutes responsables
de modifications post-traductionnelles des collagénes fibrillaires critiques pour la
fibrillogenése. En accord, I'analyse des biopsies de peau par microscopie électronique a
transmission montre une irrégularité dans la disposition, la forme et la répartition des fibres
de collagéne (17). Nous avons donc cherché a étudier les conséquences d’une déficience en
B3GalT6 sur I'organisation des collagenes et des MEC. Comme décrit dans I'état de I'art, les
PG et leurs chaines glucidiques sont responsables de nombreuses fonctions physiologiques,
telles que la résistance des tissus aux forces de compressions par la rétention des molécules
d’eau grace a leurs chaines sulfatées et globalement chargées négativement (323, 324) ou
I'interaction avec des médiateurs solubles (325-327). Ils participent aussi activement a la
formation d’un réseau matriciel dense et ordonné lors de la fibrillogenese (173, 328). La
synthése altérée des GAG peut avoir un impact sur chacun de ces parameétres qui sont
essentiels au développement embryonnaire et post-natal et a I’'homéostasie des tissus.

La lignée de tératocarcinome de souris ATDC5 a fait I'objet d’un travail de thése au sein
notre équipe (329). Ces cellules sont capables de synthétiser des composants matriciels tels
gue des PG et du collagene, et de former une MEC organisée sous la forme d’un pseudo-tissu

aprés induction de la chondrogenése (286). Nous avons invalidé I'expression du géne B3galt6
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par édition du génome via le systeme CRISPR-Cas9 introduit par transduction virale. Cette
manipulation a été un succes comme le démontrent les diminutions drastiques de
glycosylation de la décorine et de I'aggrécane. Comme pour les cellules H7 et les fibroblastes
de patients, la glycosylation n’est pas totalement abolie. Nous pouvons supposer que la
synthése est partiellement compensée par la GIcAT-I. Nous avons également observé pour la
premiere fois que la glycosylation de la forme longue du Col XII est fortement impactée par
I'invalidation de B3galt6. Le Col Xll est un FACIT codé par le géne COL12A1 et exprimé sous
deux isoformes grace a un épissage alternatif : une forme longue et une forme courte. Trois
isoformes, longues ou courtes, s’associent pour former le Col XIl mature. La forme longue est
aussi un PG car elle est modifiée par au moins une chaine de GAG de type CS au niveau de son
domaine NC3 (128, 129).

Ayant confirmé la pertinence de ce modele cellulaire, nous I'avons soumis a plusieurs
tests pour explorer les caractéristiques morphologiques et biomécaniques des pseudo-tissus
dont le géne B3galt6 a été invalidé. Nous avons constaté que I'extensibilité des pseudo-tissus
est augmentée lorsqu’ils sont invalidés, indiquant des altérations des propriétés de la MEC.
Cette derniére apparait désorganisée dans nos coupes histologiques de pseudo-tissu grace a
la coloration des chaines de GAG au bleu Alcian. En établissant une collaboration avec le Dr.
Grégory Francius (UMR 7564 LCPME, Vandoeuvre-lés-Nancy, France), des analyses par AFM
ont été entreprises. L'AFM permet de fournir des informations concernant la morphologie et
les parametres biophysiques d’un échantillon. Cette technique est pertinente pour analyser
les caractéristiques de pseudo-tissus invalidés pour le gene B3galt6. Nous avons constaté que
I'invalidation des cellules cause une augmentation du module de Young, autrement dit une
diminution de I'élasticité du pseudo-tissu, une caractéristique de la MEC notamment reliée
aux collagenes fibrillaires (330). Ceci indique que la modification de la composition du réseau
matriciel due a I'invalidation de B3galt6 a un impact majeur sur ses propriétés viscoélastiques.
La déficience de la B3GalT6 entrainerait des altérations des interactions que les PG mettent
en place avec leurs multiples partenaires, ainsi qu’'une moins bonne rétention des molécules
d’eau. Les chaines de GAG alternatives, dont la GIcAT-I permet la synthése, ne pourraient
compenser pleinement ces défauts.

Un résultat original de notre étude est I'impact de I'invalidation de B3galt6 sur le Col XII.
Nos études de transcriptomique révelent que le géne COL12A1 fait partie des génes dont le

taux d’expression est augmenté par les fibroblastes de patients SEDsp-B3GALT6 (Diana et al.,
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in external peer-review), mettant en lumiére le role potentiel du Col XIl dans cette pathologie.
Le Col XII établit des interactions avec le Col | via ses domaines collagéniques (117) et avec la
ténascine X grace a son domaine non-collagénique NC3 (191). Les domaines collagéniques du
Col XIl sont aussi capables de s’associer avec la chaine de GAG de la décorine, la protéine-core
de la fibromoduline (190) et la COMP (182). Ces interactions influencent I'espace
interfibrillaire. De fagon intéressante, des mutations du gene COL12A1 sont responsables du
SEDm (9). Certaines touchent le domaine collagénique COL2 se liant aux SLRP, a la COMP et
au Col I, impliquant que les interactions entre ces partenaires sont impactées. D’autres
mutations sont localisées au niveau du domaine de fixation a la thrombospondine et sont
reliées a des défauts de sécrétion du Col XII. Il en résulte un mauvais assemblage des MEC
avec notamment une augmentation du diametre des fibres de collagéne, qui sont moins
nombreuses et plus espacées les unes des autres. Selon les mutations, on observe une
diminution de I'expression de la ténascine X ou de la décorine, deux partenaires protéiques
connus du Col XlIlI (331). Le Col Xl joue également un réle biomécanique, avec une
augmentation de son expression face a un stress mécanique (124, 194). Les mutations de
COL12A1 conduisent a des symptomes myopathiques comme la faiblesse musculaire que nous
pouvons relier a ses propriétés mécaniques. Nous démontrons ici la forte diminution de la
glycosylation de la forme longue du Col XlI lorsque B3galt6 est invalidé. Les connaissances sur
la fonction exacte de cette glycosylation sont limitées, mais nous pouvons émettre
I’hypothese que cette chaine de GAG localisée sur le domaine NC3 favorise I'interaction du
Col XIl avec la ténascine X.

L'impact de la déficience en Col XIl a été étudiée par I'établissement de modeéles murins
Col12a1”-, montrant des défauts de cicatrisation (332) et un impact sur I'élasticité du stroma
cornéen (333, 334). Récemment, il a été prouvé que le Col Xll influence la voie du TGFf en le
conservant dans la MEC pour réguler sa biodisponibilité. Ainsi, le Col Xl régule les propriétés
structurales et fonctionnelles de la cornée en régulant I'activité TFGB (335). Les chaines de
GAG sont impliquées dans les voies de signalisation médiées par le TGFB (336, 337). On peut
donc émettre I'hypothese selon laquelle I'absence de chaine de GAG due a l'invalidation de
Col12a1 serait impliquée dans la dérégulation du TGFp.

Une limite de nos travaux réside en la nature du modele utilisé. En effet, nos pseudo-
tissus récapitulent la MEC, mais les tissus atteints chez les patients sont plus complexes et

variés. Les modeéles murins B3galt6”~ ne sont malheureusement pas viables. Le
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développement de modeles knock-in reproduisant une mutation individuelle chez I’animal
serait intéressant mais reste complexe a mettre en ceuvre. En I'état, notre modele
récapitulant la synthese d’une MEC cartilagineuse est donc utile pour explorer la fonction et
les interactions des macromolécules impliquées dans la fibrillogenése dans un contexte
pathologique.

Ce travail met aussi en lumiére I'importance de la pluridisciplinarité de notre approche.
La combinaison de différentes techniques a l'interface de domaines scientifiques, comme
I’AFM comme outil d’analyse biophysique, permet d’apporter un regard nouveau sur les
maladies génétiques rares des TC. L'AFM a été utilisée pour analyser les propriétés
mécaniques d’'une molécule individuelle (338), la ténascine X, dans le contexte du SED
classique-like (SEDcl) (339). Relier les défauts de glycosylation de certains PG ou du Col Xl et
leur interactome est possible selon cette méthodologie. L'utilisation de I'AFM pour
comprendre la désorganisation du réseau matriciel, plus particulierement des collagénes
fibrillaires, est de plus en plus considérée dans la communauté scientifique. Les travaux
récents d’une équipe de recherche de Toronto prouvent la pertinence de I’AFM pour mesurer
I’élasticité d’un tissu produit par bio-ingénierie (340, 341) ou le coupler a I'analyse de coupes
histologiques (342). Cette méme équipe utilise aussi I’AFM pour définir les parametres du
réseau collagénique (orientation des fibres, linéarité des fibres et périodicité axiale D ou d-
band caractéristique de I'assemblage des fibrilles en fibres) dans le contexte d’une MEC
désorganisée au cours d’'un SEDc (343). Toutes ces techniques peuvent étre appliquées a

d’autres études, comme celle-ci qui concerne le SEDsp.
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Conclusions générales et perspectives de travail

Le premier axe consistait en I'’étude de conséquences d’une mutation individuelle sur la
fonction de la B3GalT6. Nous avons démontré que la synthése de chaines de GAG est
fortement réduite et que la longueur des chaines augmente lorsque la f3GalT6 mutée est ré-
exprimée dans un modele cellulaire invalidé pour le ggéne B3GALT6. Ces caractéristiques sont
retrouvées sur les chaines synthétisées par les fibroblastes de patients, impliquant que les
mutations sont a |'origine d’une baisse de la synthése et d’'une augmentation de la longueur
des chaines. De méme, nous observons une réduction et non une abolition de la synthése
dans les cellules H7 invalidées lorsque la B3GalT6 n’est pas ré-exprimée, et ces chaines sont
également plus longues. En paralléle, nous avons mis en évidence une perte de fonction in
vitro de la B3GalT6 purifiée due aux mutations étudiées. Ces résultats suggeérent que la perte
de fonction n’entraine pas un arrét de la biosynthése in cellulo mais plutét une forte
diminution de celle-ci et une régulation différente de I’élongation des chaines. Ces
modifications de la quantité et de la qualité seraient dues a une voie de biosynthese
alternative. Nous avons confirmé in vitro que la GIcAT-I, enzyme dont le substrat canonique
est le produit de la réaction de la B3GalT6, est capable de remplacer partiellement cette
derniére dans la séquence des événements. Ainsi, en absence de B3GalT6, la GIcAT-l permet
la synthese d’'une amorce trisaccharidique qui difféere de I'amorce tétrasaccharidique
traditionnelle. L'activité de la GIcAT-I en utilisant le substrat de la f3GalT6 est dix fois moins
forte gu’en utilisant son substrat canonique. Ainsi seraient formées une faible quantité de
chailnes de GAG dont la composition de I'amorce change, ce qui pourrait avoir un impact sur
leur longueur. Il sera nécessaire de confirmer que la composition de I'amorce est modifiée
dans les cellules H7 ré-exprimant I'enzyme mutée ou non, ainsi que dans les fibroblastes de
patients. Pour ce faire, une collaboration a été établie avec I'équipe du Pr. Géran Larson
(Department of Laboratory Medicine, Université de Gothembourg, Suéde) afin d’obtenir une
fine analyse de la composition de I'amorce par spectrométrie de masse. Nos travaux portent
donc sur des situations de perte de fonction totale de la B3GalT6. Nous avons étudié trois
mutations par substitution présentes a |’état homozygote chez des patients SEDsp et nous en
répertorions neuf de ce type dans I'état de I'art. Il sera intéressant d’étudier I'impact des six
autres mutations par les mémes techniques et de déterminer si elles ménent elles aussi a une

perte de fonction.
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Le second axe portait sur I'étude de conséquences d’une mutation individuelle sur la
structure de la B3GalT6. Nos enzymes purifiées sauvage ou mutées possédent toutes la méme
signature de DC et donc la méme structure secondaire générale. Par DLS, la population est
monodisperse mais le diamétre hydrodynamique est assez large, il sera donc nécessaire de
vérifier par diffusion de la lumiére multi-angle ou par photométrie de masse si nous sommes
en présence de complexes multimériques et/ou de micro-agrégats. L’enzyme sauvage
présente une activité enzymatique de fagon consistante et reproductible, ce qui indique que
la qualité du produit de purification est compatible avec nos études fonctionnelles. Une
approche de dynamique moléculaire a mis en évidence chez les mutants des modifications
des intensités des liaisons intramoléculaires de la B3GalT6 qui sollicitent plusieurs motifs
conservés des GT. Les fluctuations d’'une longue boucle flexible du modele de I'enzyme
sauvage diminuent pour les trois modéles des enzymes mutées. Les GT présentent une forte
flexibilité de leurs séquences polypeptidiques non structurées et des modifications de
conformation lors de la catalyse. Nous suggérons donc que les mutations entrainent des
modifications de liaisons intramoléculaires entre des domaines clés et une rigidification de
I’enzyme entrainant une perte de fonction. Pour la suite de cet axe, il sera évidemment
extrémement utile d’obtenir des informations expérimentales de structure de I'’enzyme pour
confirmer nos analyses et hypothéses. La cristallisation de I'’enzyme en complexe avec ses
substrats et/ou des études de docking seront utiles pour déterminer le réle précis des résidus.
Enfin, nous savons que les GT sont des enzymes capables de former des complexes in vivo, et
il sera intéressant de vérifier si la B3GalT6 possede un ou plusieurs partenaires. Si cela est
confirmé, nous pourrons investiguer I’hypothése selon laquelle les mutations affectent

I'association de la B3GalT6 avec d’autres enzymes.

Le troisieme axe consistait en |'étude des conséquences de l'invalidation du géne
B3galt6 sur la morphologie et les caractéristiques biomécaniques de la MEC dans un modéle
de synthése matricielle murin. Nous avons établi avec succés un modeéle cellulaire de
chondrogenése invalidé pour le géne B3galt6 ou nous observons a nouveau une forte
diminution et non une abolition de la synthese des chaines de GAG. Des études de
transcriptomique en cours confirment que la B3GalT6 n’y est plus exprimée. Nous relevons

une baisse de I'élasticité couplée a une diminution de rugosité a la surface des pseudo-tissus
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invalidés. lls sont également moins extensibles que les pseudo-tissus contréles. L’'invalidation
de B3galt6 entraine donc des défauts biomécaniques de la MEC que nous réussissons a
analyser notamment par AFM. Il sera intéressant de continuer ces expériences pour
consolider ces informations et les relier aux résultats de transcriptomique, qui révélent des
différences d’expression de génes-clés de la fibrillogenése. De fagon novatrice, nous avons mis
I'accent sur la perte de glycosylation d’un FACIT, le Col XII, qui est également un PG impliqué
dans un autre sous-type de SED. Ses roles sont multiples, de I'interaction aux SLRP, aux fibres
de collagéne et a la ténascine X pour le maintien de I'architecture de la MEC, a la régulation
de I'activité du TGFB et a la résistance aux forces de compression. Le réle de la chaine de GAG
du Col Xll et sa contribution dans ces capacités interactives sont peu caractérisés. Comprendre
ses fonctions exactes dans la physiologie des MEC et les conséquences de mutations de
B3galt6 sur ces rbles sont de nouveaux objectifs pour caractériser le SEDsp. L'AFM sur
molécule isolée pourrait permettre de vérifier que I'absence de la chaine de GAG exerce une
influence sur la structure globale du Col Xll. De méme, des expériences de co-
immunoprécipitation permettraient de déterminer avec quelle(s) protéine(s) le Col XlI

interagit et quels sont les changements de son interactome lorsque B3galt6 est invalidé.

De facon globale, nous avons apporté un nouveau regard sur les maladies génétiques
rares des TC dues a des mutations de B3GALT6. Notre travail met en lumiére de nouvelles
pistes de recherche en glycobiologie, en biologie structurale et en biophysique lorsqu’il y a
une perte de fonction de la B3GalT6. Il s’agit désormais d’explorer ces champs de recherche
pour continuer a définir au mieux les maladies comme le SEDsp et relier des caractéristiques
moléculaires a la symptomatologie. Ceci permettra a long terme de fournir au clinicien de
nouvelles méthodes d’évaluation de la maladie dans I|'objectif de réduire I'errance

diagnostique et d’ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques.
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Les protéoglycanes (PG) sont des macromolécules présentes au niveau des membranes plasmiques
cellulaires et abondantes au sein des matrices extracellulaires (MEC) des tissus conjonctifs (TC). lls sont
composés d’une partie protéique sur laquelle sont greffées une a plusieurs chaines de glycosaminoglycanes
(GAG) qui participent activement a la fibrillogenese des collagenes, aux propriétés biomécaniques des TC
et a de nombreux autres processus biologiques tels que la régulation des cascades de signalisation intra- et
extracellulaires. La B1,3-galactosyltransférase 6 (B3GalT6) est une glycosyltransférase (GT) impliquée de
fagcon précoce dans la biosynthése des chaines de GAG. Le syndrome d’Ehlers-Danlos spondylodysplasique
(SEDsp) est une maladie génétique rare et sévére des TC due a des mutations du géne B3GALT6. Le spectre
de symptomes musculo-squelettiques est large et associé a des difficultés de diagnostic. Ce travail de thése
vise a élucider les mécanismes moléculaires sous-jacents au SEDsp par une approche pluridisciplinaire a
plusieurs échelles. Une forme tronquée et soluble de la 3GalT6 ainsi que trois variants pathogénes ont été
purifiés dans le but de caractériser leurs parameétres cinétiques : les trois variants causent une perte totale
de fonction. Par dynamique moléculaire, nous avons mis en évidence que les trois mutations sont a I'origine
de variations d’intensités de liaisons hydrogéne et de ponts salins entre des résidus faisant partie de motifs
conservés des GT. Une diminution du taux de fluctuations d’une boucle est également observée lorsque
I’enzyme est mutée. Nous proposons que ces parametres contribuent a la perte de fonction. Dans un
modele cellulaire eucaryote invalidé pour le gene B3GALT6 et dans les fibroblastes de patients, nous avons
observé une synthése résiduelle des chaines de GAG. Nous avons démontré in vitro qu’une autre GT de la
synthése, la glucuronosyltransferase |, est responsable de cette synthese résiduelle. Toutefois, cette
syntheése est insuffisante et conduit a la formation d’'une MEC défectueuse. Enfin, grace a un modeéle
cellulaire ATDC5 chondrogénique murin, nous avons étudié les conséquences d’une invalidation de B3galt6
sur les propriétés biomécaniques de la MEC. Nous avons relevé la forte diminution de la glycosylation du
collagéne de type XIlI, un PG matriciel, jouant un role potentiel dans la pathogénie du SEDsp. Nous relions
également par microscopie a force atomique la perte de fonction de 3GalT6 a la diminution de I’élasticité
de la MEC. Nos travaux apportent un nouveau regard sur la pathogénie du SEDsp et sont un pas vers la
compréhension des événements responsables de cette maladie.

Mots-clefs : Syndrome d’Ehlers-Danlos, B1,3-galactosyltransférase 6, glycosaminoglycane, matrice extracellulaire,
fibrillogenéese.

Proteoglycans (PG) are macromolecules found in cell plasma membranes and which are abundant in
extracellular matrix (ECM) of connectives tissues (CT). They are composed of a core-protein onto which one
or more glycosaminoglycan (GAG) chains are attached. They play multiple roles in collagen fibrillogenesis,
the biomechanical properties of CT, and in other crucial biological processes such as cell signaling
regulation. B1,3-galactosyltransferase 6 (33GalT6) is a glycosyltransferase (GT) involved in the early steps
of GAG chains biosynthesis. Spondylodysplastic Ehlers-Danlos syndrome (spEDS) is a rare and severe CT
disorder caused by mutations in B3GALT6. It presents a wide range of musculoskeletal symptoms,
overlapping with other osteochondrodysplasia making diagnosis challenging. The aim of this thesis is to
gain new insights into the molecular mechanisms underlying spEDS, using a multiscale and multidisciplinary
approach. A truncated, soluble form of B3GalT6 as well as three pathogenic variants were purified to
characterize their kinetic parameters: the three variants cause a total loss of function. Using molecular
dynamics, we have shown that mutations cause variations in the intensity of hydrogen bonds and salt
bridges between residues belonging to conserved motifs. A decrease in the fluctuations of a loop is also
observed when the enzyme is mutated. We propose that these parameters contribute to the loss of
function. In an eucaryotic cell model invalidated for the B3GALT6 gene and in patients’ fibroblasts, we
observed a drastic reduction but residual GAG chains synthesis. For the first time, we have shown in vitro
that another enzyme of the pathway is responsible for this residual synthesis. However, the residual GAG
synthesis is insufficient and leads to defective ECM synthesis. Finally, using a murine chondrogenic ATDC5
cell model, we studied the consequences of B3galt6 invalidation on the biomechanical properties of the
ECM. A marked reduction in the glycosylation of type Xll collagen (Col Xll), was observed. This result
highlights a possible pathogenic role of this matrix PG in spEDS. Using atomic force microscopy, we also
associated the loss of function of f3GalT6 to the diminution of the matrix elasticity. Our work provides new
insight into the pathogenesis of spEDS and is a step towards dissecting the molecular events responsible
for this disease.

Key words: Ehlers-Danlos, B1,3-galactosyltransferase 6, glycosaminoglycan, extracellular matrix, fibrillogenesis.
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