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La glycosylation

Moditication consistant en |‘ajout de
monosaccharides sur des protéines, lipides et

ARN non codants.
Lieux : réticulum endoplasmique, appareil de Golgi
e N-glycosylation (Asparagine)

e O-glycosylation (Sérine ou thréonine)

) GAG (Glycosaminoglycanes)
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Glycosaminoglycanes
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Figure 2: Glycosaminoglycan chain types and corresponding disaccharides

6le : MEC, réponse inflammatoire, prolifération cellulaire
Lieu : Golgi

Exemple : Chondroitines-sulfate, dermatanes-sultate, héparanes-sultate,

kératanes-sulfate... 4



CDG

Congenital Disorders of Glycosylation

Troubles congénitaux de la glycosylation Hétérogéneéité clinique

Majoritairement autosomiques récessives

Plus de 160 types

Atteintes neurologiques, retard psychomoteur,

signes hépato-digestifs (cytolyse, tibrose)...

/ \

CDG de type 1 CDG de type 2
Perturbation N-glycosylation en amont Perturbation N-glycosylation en aval
du transfert de 'oligosaccharide sur la du transtfert de 'oligosaccharide sur

chaine peptidique la chaine peptidique
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Types de CDG

Dépistage : étude de la sialylation de la

transferrine par Western-Blot, électrophorese
capillaire et/ou isoélectrofocalisation (IEF)
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La bikunine

CS chain

HC

w Xylose
O Galactose

4 Glucuronic acid
O N-Acetylgalactosamine

Protéoglycane (PGP : protéine - GAG - Protéine) circulant

Lieu de synthese : Foie

Structure :

e Protéine = bikunine
e O-xylosylation
e Chaine GAG unique de type chondroitine sulfate (CS)

e Estéritication par une ou deux protéines HC

l

Biomarqueur des linkeropathies (synthése du
tétrasaccharide) et marqueur additionnel de

certains autres CDG



L’homeéostasie de I'appareil de Golgi
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Figure 6: Molecular actors involved in Golgi homeostasis




La pompe a protfons

ATP
ADP+Pi
" ATP6VOA2-CDG
H+H V1
" ATP6AP2-CDG
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Effet de la variation du pH golgien sur la synthése de bikunine

Alcalinisation pH EXTRA CELLULAIRE
(acidification de l'intra golgi ?)
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Human hepatocellular carcinoma cells

Travaux effectués par Samra OUARAS LOUNIS et Walid HAOUARI

Alcalinisation de l'intra GOLGI par traitement
avec de la bafilomycine

HEPG 2 (cellular supernatant)

Bafilomycine :

o V-ATPase inhibiteur
Baf 100nM 48H 72H

_ i

" ) Augmentation du PM

72 | - ﬁ j
55 — [.
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Bkn-CS

de la bikunine avec
alcalinisation du pH

34
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Variation du PM de la bikunine

1. Réalisation d'un WB de 3 sérums de patients controles a différentes

dilutions pour déterminer la dilution optimale

/ PM 1/10 1/20 1/10 1/20 1/10 1/20 1/40 PM\




Etude du poids moleculaire de la bikunine

2. Détermination des PM de 19 controles pour obtenir un PM moyen des individus sains

Dilution : 1/10

36,629 [ 36,611; 37,081 ]

12




Etude du poids moleculaire de la bikunine

3. Chez les patients...

ATP6AP1 TMEM199 ATP6-VoA2 ATP6-VIF Teémoin

Témoin SLC37A4 CCDCI15 COG
A0 kDa | e i S

35 kDa
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Row statistics of bikunine moyenne IC
39 -

Groupe

Moyenne des PM avec IC pour chaque groupe

1 = Contréles

2 = Pompe a protons
5= SLC37A4

Resultats
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serique friés par groupe
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Culture cellulaire des HepG2

Lignée cellulaire d’hépatoblastome : cellules dérivées d’un carcinome hépatocellulaire humain

Utilisation : modele in vitro pour les

hépatocytes humains.

Permet ici I'étude de la bikunine
sécrétée dans différentes conditions.

JO : J1: J3: J4 :

15




Dosage Pl‘()téi(lllﬁ dCS surnageants

Dosage sécrétion protéines par HepG2
2,5

y=1,6722x-0,1898

1,5

CCBSA
[y

0,5

1,4

-0,5

DO

Apres spectrophotométrie, détermination de I'équation de la droite et calcul des concentrations en protéines de nos échantillons.
Puis, détermination des volumes a prélever pour déposer 10ug.
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Experience batilomycine A1

Dépot de 10Ug de protéines par puits

48H témoin 48HBaf 72H témoin 72H Baf

170 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa
40 kDa

35 kDa

Baf = Bafilomycine Al

Western-Blot de la bikunine

17



Experience batilomycine A1
Dépot de S0Ug de protéines par puits

48H témoin  48H Baf 72Hjémoin 72H Baf

A

—

170 kDo ' | . B
100 kDo e -
70 kDa - -
55 kDa
40 kDa = e
,f‘(
T -
35 kDa Baf = Bafilomycine Al

Western-Blot de la bikunine

18



L’Antithrombine

Glycoprotéine circulante inhibitrice de la coagulation (inhibe
la thrombine et les tacteurs Xa, IXa et Xla)

Lieu de synthese : Foie

Structure

e Monomere d’environ 58 kDa (432 acides aminés)

e 4 sites de N-glycosylations

e 3 tormes (native, latente et clivée)

e 2 glycoformes: a et 3 (représentés a 90/10%), avec :
o d: 4 sites occupes

o [3: 3 sites occupés (pas I'Asn 135)

1

Potentiel marqueur des CDG de tous types, permettant de

les différencier, avec une activité trés souvent diminuée 19

dans les CDG



Antithrombine

/ P1 (Arg3%
P&’

Hinge

g -

X

AT native

Forme tendue/stressée

AT latente

Forme relachée

AT clivée

Forme inactivéee
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Différence plasma/sérum
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PL1 S1 PL2 S2 PL3 S3 PL4 S4
2500765286 2500765286 2500763488 2500763488 2500764653 2500764653 2500765740 2500765740

93,1 kDo ——

TAT

55 5 kDa ---—----

Bande plus basse que plasma
Présence smear (ombre)




Peptide N-glycanase

Témoin 1 +
CDG1 (MPI-CDG) Témoin 1 PNGase
2008006277 2500490195 2500490195

s48kpa- A— 574 kD2

51,7 kDa -

~ -45,3 kDa
. -43,9 kDa ———> AT sous une autre forme ?



CDG type 11

T1 ATP6AP1 MAN1B1 TMEM199 CCDC115 T ATPGV1F ATP6EVOA2 TMEM199 ATPGV1F
2500652193 2403127648 2402052836 1701043021 T2 2500651794 2310009535 2106118432 2402052885 1711045063

L L
! !
i :

Chaines présentes, mais immatures 23
(absence acides sialiques terminaux)



Resultats EEQ

" Lyophilisats
E—

Tpl1 | ' Ts2
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k Etude de ’'AT en 2D

kDa

Complexe

T-AT 83,5

70

61,8

55

48,5
40

s “Q

S——
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. 70 kDa

Témoin

CDG1 |
7O kDa

i _ . Shift vers la droite (perte

BONE . DR b e B e IOl SO DS AR G . acides sialiques) et baisse
2 PM (perte chaines entiéres)

’
-

CDG 2 y P w
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Shift vers la droite (perte
v v acides sialiques)

s - 8 0 .
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W
L

B ——

Témoin

CDG1

CDG1

Shift vers la droite (perte

- acides sialiques) et baisse

PM (perte chaines entieres)

Shitt vers la gauche de
'AT (variant protéique 7)
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Experience avec et sans chauffage

WB ATIII (1/50éme) : 4 contréles, chacun chauftés et non chauftfés
Véritier I'impact du chauffage sur la présence : du complexe T-AT, de I'AT et de la forme clivée de I'AT

o [P r——

o ROB:TIP CHA-LEI HEN-DOM HAA{\I-LGHA

Z¥ %) “3 N

S ﬁc N F
Complexe T-AT 2 ; — -
} e . 100 kDa
70 kDa —— —_— ay " - 70 kDa
L
-y~

——)  Autre forme de I'AT ?
S~ -

[um——

55 kDa [ e

C = Chaud

F = Froid 28
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