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l’homme, et les nombreuses manipula-
tions requises par l’extinction de cdx2 et 
sa réexpression posent en elles-mêmes 
des problèmes éthiques difficiles. Quant 
à la technique proposée par Y. Chung, 
bien que l’isolement de blastomères soit 
pratiqué pour le diagnostic génétique 
préimplantatoire (DPI) dans les familles 
où il existe un risque de maladie généti-
que grave, leur capacité à établir des CSE 
n’est pas connue, et une telle démarche 
soulèverait aussi de très nombreuses 
questions [7-9]. ◊
Derivation of embryonic stem cells
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Lesmutations
«gaindeglycosylation»
Guillaume Vogt, Ariane Chapgier, Nadia Chuzhanova, 
Jacqueline Feinberg, Claire Fieschi, Stéphanie Boisson-Dupuis, 
Alexandre Alcaïs, Laurent Abel, David N. Cooper, 
Jean-Laurent Casanova

> L’étude du syndrome de prédisposition 
mendélienne aux infections mycobacté-
riennes (MIM 209950) a permis de mieux 
caractériser les mécanismes moléculai-
res de l’immunité anti-mycobactérienne 
chez l’homme. En effet, certains mala-
des présentent une vulnérabilité hérédi-
taire spécifique vis-à-vis des infections 
mycobactériennes [1-3]. Des études 
moléculaires ont montré qu’ils sont por-
teurs de mutations germinales dans cinq 
gènes participant aux voies d’activation 
cellulaire de l’interferon-γ (IFN-γ) ou 
de l’interleukine-12 (IL-12). Cela met en 
évidence le rôle indispensable de l’IFN-
γ et de son principal inducteur l’IL-12 
[4-10], dans le contrôle des infections 
mycobactériennes chez l’homme [11-
13].
Nous avons récemment réalisé une étude 
sur trois enfants présentant des infec-
tions mycobactériennes disséminées chez 
lesquels nous avons trouvé une mutation 
faux sens T168N dans le gène IFNGR2. 

Ils sont issus de deux familles consan-
guines, non apparentées entre elles. La 
première patiente est originaire d’Iran 
et a développé une infection disséminée 
à l’âge d’un mois après vaccination par 
le bacille de Calmette et Guérin (BCG, 
c’est-à-dire M. bovis atténué). Actuelle-
ment âgée de deux ans et demi, elle est 
toujours traitée par des antibiotiques 
antimycobactériens. Les deux autres 
malades sont deux frères originaires 
d’Arabie Saoudite qui avaient développé 
une infection disséminée à M. fortiutum ; 
le premier est mort à l’âge de six ans, et 
le second, âgé de cinq ans, est toujours 
traité par des antibiotiques antimyco-
bactériens.
Chez ces trois enfants, nous avons iden-
tifié un défaut complet de réponse à 
l’IFN-γ. Les explorations ont été effec-
tuées sur sang total [14], lignées lym-
phocytaires B immortalisées par le virus 
Epstein-Barr et sur fibroblastes trans-
formés par l’antigène T SV40 issus des 

patients. La même mutation homozygote 
T168N du gène IFNGR2 a été retrouvée 
chez ces trois patients. Puis, par des 
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techniques de microscopie confocale et 
de biotinylation de surface cellulaire des 
récepteurs, nous avons démontré que la 
protéine IFN-γR2 T168N mutante était 
exprimée, comme la protéine sauvage, 
à la surface cellulaire. Ces résultats 
attestaient que le défaut de réponse 
n’était pas dû à une localisation cellu-
laire anormale ou à une absence d’ex-
pression en surface. De plus, nous avons 
découvert que la mutation T168N avait 
un poids moléculaire apparent beau-
coup plus élevé que celui de la forme 
sauvage. Ce gain de poids moléculaire 
ne semblait pas correspondre au seul 
changement d’acide aminé causé par 
la mutation. En effet, la mutation crée 
un nouveau site consensus de glycosy-
lation (TSTA ➝ NSTA) dans la chaîne 2 
du récepteur de l’IFN-γ (IFN-γR2) [15]. 
Jusqu’à présent les mutations entraînant 
un gain de glycosylation ont toujours été 
considérées comme rares.
Par l’utilisation de glucosidase (PNGa-
seF) ou d’inhibiteur chimique de la gly-
cosylation (Tunicamycine), nous avons 

ensuite formellement démontré que le 
gain de poids était exclusivement dû 
à un gain de glycosylation. Puis, par 
mutagenèse dirigée, nous avons montré 
que la nouvelle molécule d’hydrate de 
carbone ajoutée était en elle-même 
délétère, abolissant la fonction du 
récepteur de l’IFN-γ. La complémenta-
tion du phénotype cellulaire a été effec-
tuée in vitro et ex vivo, en traitant les 
cellules des patients par un inhibiteur 
de la N-glycosylation (Tunicamycine) ou 
par le PNGaseF (Figure 1). Nous avons 
ainsi prouvé qu’il était possible d’effec-
tuer une complémentation chimique, sur 
les cellules du patient, avec des concen-
trations de drogues permettant une 
réponse normale en terme de synthèse 
protéique. Ces expériences démontrent 
que l’ajout de cet hydrate de carbone 
est directement responsable du défaut 
de réponse à l’IFN-γ.
Une proportion importante de muta-
tions responsables de maladies géné-
tiques humaines pourrait donc être 
liée à la création de nouveaux sites 

de glycosylation. Ces mutations créent 
un « gain de glycosylation » et défi-
nissent un nouveau groupe de mala-
dies génétiques, ouvrant de nouvelles 
possibilités thérapeutiques grâce à 
l’utilisation d’inhibiteurs de la glyco-
sylation [16]. Pour les rechercher, nous 
avons ensuite criblé in silico la ban-
que Human Gene Mutation Database 
(http://www.hgmd.org/) afin d’identi-
fier des mutations faux-sens pouvant 
entraîner un gain de glycosylation. À 
partir de 10 047 mutations dans 577 
gènes codant pour des protéines circu-
lant à travers la voie sécrétoire, nous 
avons trouvé 142 mutations candidates 
(~1,4 %) dans 77 gènes (~13,3 %). Une 
proportion importante de mutations 
causales dans les maladies génétiques 
humaines semble donc être liée à la 
création de nouveaux sites de glyco-
sylation [16]. Le nombre de mutations 
responsables d’un gain de glycosylation 
est très significativement augmenté 
par rapport au nombre attendu du fait 
du hasard (p = 2.10-7) (Tableau I). 
Quatorze de ces gènes ainsi déterminés 
sont associés à des immunodéficiences 
primaires. En sélectionnant au hasard 
six mutations dans cinq gènes (CD18, 
IL2RG, CD8A, CD40LG et PRF1) codant 
des protéines qui transitent par le réti-
culum endoplasmique, les six protéines 
mutantes choisies au hasard dans les 
immuno-déficiences primaires se sont 
avérées toutes correspondre à un gain 
de glycosylation. En étudiant deux de 
ces mutation dans les gènes CD18 et 
CD40LG, nous avons formellement éta-
bli par des études fonctionnelles que 
leur pathogénicité était lié au gain de 
glycosylation, démontrant l’universa-
lité de notre hypothèse.

En conclusion
L’ajout d’une nouvelle molécule d’hy-
drate de carbone est responsable du 
phénotype cellulaire de défaut de 
réponse à l’IFN-γ chez les patients 
porteurs de la mutation T168N. De 
rares mutations germinales responsa-
bles d’un gain de glycosylation avaient 

Total des mutations faux-sens
Mutations faux-sens 

gain-de-glycosylation prédites (%)

1 325 577 748 1 325 577 748

Recherchées 
dans HGMD

20 667 10 047 10 620
246

(1,19 %)

142

(1,41 %)

104

(0,98 %)

Possible

in silico
5 949 671 2 418 935 3 530 736

45 299

(0,76 %)

17 410

(0,72 %)

27 889

(0,79 %)

Valeur de p - - - 7⋅10-12 8⋅10-16 0,04

Tableau I. Un total de 20 667 mutations faux-sens pathogènes comprises dans 1 325 gènes ont été 
analysées dans la HGMD (Human Gene Mutation Database) (mise à jour de mai 2004). Parmi ces 
gènes, 577 codent pour des protéines qui sont prédites pour entrer dans le réticulum endoplas-
mique et ainsi être potentiellement glycosylées (fondé sur l’identification, in silico, des peptides 
signaux ou d’ancrages) avec une probabilité combinée supérieure à 0,75. Les 748 gènes restants 
sont ceux qui ne sont pas prédits pour entrer dans le réticulum endoplasmique. De ces groupes de 
1 325, 577 et 748 gènes, les mutations dans 158, 77 et 81 gènes, respectivement, causent poten-
tiellement des gains de glycosylation. Pour chacun de ces trois groupes de gènes, le nombre de 
mutations faux-sens pathogènes documentées, entraînant un gain de glycosylation prédit a été 
comparé avec le nombre total de mutations faux-sens possibles (créées in silico) pouvant créer 
un site consensus de glycosylation. Une statistique de c2 a ensuite été utilisée pour comparer les 
proportions observées avec celles attendues (valeurs de p indiquées) (adapté de [16]).
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déjà été décrites dans la littérature 
[16]. Mais le caractère pathogène 
de ces nouveaux hydrates de carbone 
n’avait jamais été établi de façon 
expérimentale. Or, il s’avère qu’une 
proportion importante de mutations 
mendéliennes faux-sens, responsables 
de maladies génétiques, crée des sites 
de N-glycosylation qui pourraient être 
directement impliqués dans le pro-
cessus pathogénique. Ces mutations 
faux-sens peuvent potentiellement 
être complémentées par des inhibi-
teurs de la glycosylation ou par des 
glucosidases, comme la mutation 
T168N du récepteur de l’interféron-γ. 
Nous avons ainsi identifié une nou-
velle classe de mutations définis-

sant un nouveau groupe de maladies 
humaines : les mutations avec gain de 
glycosylation. La conséquence directe 
de l’ajout d’une nouvelle chaîne 
d’hydrate de carbone, et non de la 
modification per se de l’acide aminé, 
serait en effet responsable d’un cer-
tain nombre de maladies humaines, 
ouvrant ainsi la voie à une thérapie 
chimique ciblée. Ce type de mutation 
doit être systématiquement recherché 
car les malades qui en sont porteurs 
pourraient bénéficier de traitements 
diminuant la glycosylation, offrant 
ainsi une alternative thérapeutique 
à la transplantation ou à la thérapie 
génique [16]. ◊
Gains of glycosylation mutations
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Figure 1. Complémentation chimique du phénotype cellulaire. Des fibroblastes transformés par 
l’antigène T SV40 d’un contrôle positif (C+) d’un des patients portant la mutation T168N (P2) et 
d’un contrôle négatif portant l’allèle 278delAG IFNGR2 (C-) [5] ont été incubés 48 heures dans 
un millieu de culture complet avec (histogramme rouge) ou sans (histogramme jaune) IFNγ (105 
IU.ml-1), tunicamycine (0,1 µg.ml-1) ou PNGase-F (750 IU.ml-1). L’expression de surface des 
molécules HLA-DR a été déterminée par la technique de cytométrie en flux en utilisant un anti-
corps spécifique directement couplé à un fluorochrome (adapté de [16]). 
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