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Résumé

L’'objectif de ce travail de these était d’évaluer le role des N-glycosylations sur I’hémostase, a
la fois sur les protéines de la coagulation et sur I'endothélium vasculaire. L’hémostase est un
processus physiologique qui s’articule en deux phases : (i) I'hémostase primaire et (ii) la
coagulation. L’ensemble des acteurs de ce processus sont des glycoprotéines, dont les chaines
glycanniques peuvent étre impliquées dans différentes fonctions de ces protéines. Le role des
chaines glycanniques des protéines de I'hémostase a été principalement étudié a I'aide des
méthodes de déglycosylation enzymatique et de mutagenése dirigée. Afin d’étudier le role
des chaines glycanniques sur I’hémostase dans un systéeme global, nous nous sommes
intéressés aux déficits héréditaires de glycosylation (CDG). Les patients atteints de ce
syndrome présentent fréquemment des anomalies de [|’hémostase principalement
caractérisées par des déficits en facteurs de la coagulation comme le facteur XI (FXI) (plus
rarement le facteur IX) et en inhibiteurs physiologiques comme I'antithrombine (AT), la
protéine C (PC) et la protéine S (PS). Ces anomalies de I'hémostase s’accompagnent de
complications neurologiques aigues appelées stroke-like (SL) dont le mécanisme
physiopathologique n’est pas compléetement élucidé, ainsi que des complications vasculaires,
le plus souvent thrombotique mais aussi parfois hémorragique. Afin d’évaluer de fagon
globale I'impact de I'’ensemble des anomalies rencontrées chez les patients sur la coagulation
nous avons choisi d’utiliser le test de génération de thrombine (TGT) en absence et en
présence de thrombomoduline soluble (TMs) de maniére a mobiliser le systéeme de la PC. Ainsi
nous avons déterminé la fréquence des déficits sur une série de 35 patients atteints de CDG
dont la majorité est atteinte de PMM2-CDG. Les déficits en AT et FXI sont les plus fréquents
(71% et 57% des patients respectivement), suivi des déficits en PC et PS (29% et 26%
respectivement). Seulement 11% des patients présentent un déficit en FIX. En I'absence de
TMs, le TGT révele un profil hypercoagulant. Aprés addition de TMs on observe une résistance
a la mobilisation du systéme de la PC, ce qui renforce I’hypercoagulabilité observé sans TMs.
Ce profil hypercoagulant est retrouvé chez tous les patients avec un antécédent de SL ou de
thrombose. L'endothélium est une interface dynamique entre le sang et les vaisseaux et joue
un role capital dans le contréle de I’'hémostase et de ’lhoméostasie des tissus en formant une

barriere entre la circulation sanguine et les tissus. Afin d’étudier les propriétés de



I'endothélium affecté par un défaut de glycosylation, nous avons développé un modele
cellulaire inactivé pour PMM2 a partir d’une lignée endothéliale issue de la microcirculation
cérébrale hCMEC/D3. L’endothélium est doté de propriétés anticoagulantes en exprimant
entre autres les récepteurs impliqués dans I’activation de la PC, la TM et I'endothelial protein
C receptor (EPCR). Nous avons montré que les cellules inactivées pour PMM2 présentent un
défaut d’activation de la PC d( a une diminution des transcrits des genes codant pour la TM
(THBD) et I'ECPR (PROCR) et donc une diminution de I'expression de la TM et de I'EPCR
concourant a une perte du potentiel anticoagulant de I'endothélium. Par ailleurs nous avons
mis en évidence une hyperperméabilité de la barriere endothéliale a I’état basal en partie
expliquée par la perte d’intégrité des jonctions adhérentes formées par la VE-cadherine. De
plus, nous avons montré que la barriere formée par les cellules inactivées pour PMM2 est plus
sensible a un stimulus déstabilisateur comme la thrombine. En revanche les effets
cytoprotecteurs de la protéine C activée (PCA) sont conservés puisque la PCA induit une
récupération de l'intégrité de barriere significativement plus rapide sur les cellules inactivées
comparé aux cellules controles. La dysfonction endothéliale ainsi mise en évidence pourrait
jouer un role dans le développement de I’hyperperméabilité rencontrée dans les épisodes de
SL. De plus, malgré I'absence de mise en évidence de thrombus au cours des SL, I’hypothése
de la formation de micro-thrombi et d’ischémie transitoire favorisés par les anomalies de la

coagulation observées chez les patients atteints de CDG ne peut étre exclue.
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Partie | - Introduction bibliographique

1. Biosynthése des glycoprotéines

1.1 Principes généraux

La glycosylation est le principal processus de modification post traductionnelle ubiquitaire que
I’'on rencontre chez les Eucaryotes mais aussi chez certaines bactéries™2. La glycosylation
consiste en I'attachement de chaines glycanniques aux protéines grace a des liaisons N-
glycosidiques ou O-glycosidiques.

La N-glycosylation permet I'attachement d’une chaine glycannique par l'intermédiaire d’un
résidu N-acétylglucosamine (GIcNAc) a I'azote du groupement amide d’une asparagine. La O-
glycosylation de type mucine est la plus fréquente et relie la chaine glycannique au
groupement hydroxyle d’une serine ou d’une thréonine par l'intermédiaire d’un résidu N-
acétylgalactosamine (GalNAc) (Figure 1). Il existe d’autres types de O-glycosylation qui relient
la chaine glycannique par I'intermédiaire d’un résidu GlIcNAc (O-GlcNAcylation), d’'un fucose
(O-fucosylation), d’un mannose (O-mannosylation), d’un glucose (O-glucosylation) ou encore

d’un galactose (O-galactosylaion).

Liaison N-osidique Liaison O-osidique
de type mucine
0
|
N—C— Asn ‘
O — Ser/Thr
H
Sucre: t\ Sucre: \Aff\
N-acétylglucosamine prOLRig N-acétylgalactosamine )
protéine
(Asn=asparagine) (Ser=serine; Thr=thréonine)

Figure 1 : Représentation schématique des liaisons N- et O-glycosidiques



La N-glycosylation se déroule en trois étapes : (i) la formation des glycannes précurseurs, (ii)
I'assemblage et (iii) la maturation. Les deux premieres étapes ont lieu dans le cytosol et le
réticulum endoplasmique (RE), tandis que la maturation est assurée dans I'appareil de Golgi
(Figure 2). Les monosaccharides sont d’abord activés en sucre-nucléotides (UDP-ose et GDP-
ose) dans le cytosol avant d’étre transférés sur un intermédiaire membranaire, le dolichol-
phosphate (dol-P). Ainsi 2 résidus N-acétylglucosamine (GIcNAc) et 5 mannose (Man) sont
ajoutés au dol-P. L'intermédiaire MansGIcNAc,-PP-dolichol est ensuite basculé du cytosol vers
la lumiere du RE. Les ajouts ultérieurs de mannose et glucose (Glc) sous I'action d’une
succession de glycosyltransférases aboutissent a la formation d’un précurseur glycannique
constitué de 14 oses : GlcsMangGIcNAc;. L'attachement de ce précurseur au dol-P constitue
le lipid-linked oligosaccharide (LLO). L'oligosaccharide GlcsMangGIcNAc; est ensuite transféré
sur I'asparagine d’une séquence consensus Asn-X-Ser/Thr d’un polypeptidique en cours de
biosynthése grace a I'oligosaccharyl transférase (OST). La maturation dans |'appareil de Golgi
permet ensuite de générer une grande diversité de chaines glycanniques pour chaque type de
glycoprotéine par une succession d’étapes de clivage et d’addition d’oses assurée par des
glycosylhydrolases et glycosyltransférases.

A la différence de la N-glycosylation, la O-glycosylation ne nécessite pas la formation d’un
précurseur glycannique puisque les sucres sont ajoutés directement sur les acides aminés, les
uns apres les autres, sous forme de sucre-nucléotides. Selon le type de O-glycosylation, la

modification peut avoir lieu dans le cytosol, le RE ou le golgi.
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Figure 2 : Biosynthése des N-glycosylations

Le précurseur glycannique GlcsMansGlcNAc; est formé dans le cytosol puis le réticulum endoplasmique ou il sera
greffé a I'asparagine de la protéine en cours de synthése. Le processus de maturation aura lieu ensuite dans
I’appareil de golgi au cours duquel I'ajout de fucose, galactose ou d’acide sialique permettra de générer une
grande variété de structures glycanniques.

ER : endoplasmic reticulum ; Asn : asparagine ; OST : oligosaccharyl transférase

D’aprés Nakayama et al 20133



1.2 Réles des chaines glycanniques dans le développement

1.2.1 Réle des N-glycannes

La plupart des protéines membranaires ou secrétées sont modifiées par des structures
glycanniques attachées aux résidus asparagine que I'on appelle N-glycannes. Les N-glycannes,
composés d’au moins 7 monosaccharides, sont des structures complexes, compte tenu de la
diversité des monosaccharides pouvant étre attachés, des différentes liaisons possibles entre
les monosaccharides, et du processus de maturation. Les N-glycannes jouent un role
primordial dans la sécrétion ou la stabilité d’une protéine et participent a des processus
cellulaires comme I'adhésion et la migration'®. Les N-glycannes jouent également un réle
majeur dans le développement des mammiféres®. Ce réle fut mis en évidence dans un premier
temps par I'observation des effets de la tunicamycine, un antibiotique qui inhibe I'enzyme
UDP-GIcNAc : dolichol phosphate N-acétylglucosamine-1-phosphate transférase (GPT),
bloquant ainsi toute synthése de N-glycannes, sur des embryons murins. Chez la souris, dés le
stade embryonnaire I'absence de N-glycannes obtenue par un traitement a la tunicamycine
est responsable d’un défaut de compactage de I'embryon et d’un défaut d’adhésion au
trophoblaste®. Dans le RE il existe un systéme de contréle de la qualité du repliement des
protéines. Les protéines correctement repliées seront adressées vers le golgi pour étre
sécrétées tandis que les protéines mal repliées seront dégradées. Une accumulation excessive
de protéines mal repliées dans le RE entraine une réponse cellulaire physiologique appelée
UPR (unfolded protein response) dont le réle est d’augmenter les capacités de repliement, de
maturation ou de dégradation des protéines mal repliées. Le défaut de synthése de N-
glycannes entraine une réponse UPR, qui, lorsqu’elle est prolongée, peut conduire a
I’apoptose’.

Les premiéres observations faites avec la tunicamycine furent ensuite confirmées par de
nombreux modeles murins de déficit en enzymes impliquées dans la N-glycosylation. La
délétion homozygote des génes codant pour des enzymes responsables du transfert du
GIcNAc comme la GPT ou les N-acétylglucosaminyltransférases (MGAT1 et MGAT2) entraine
une létalité embryonnaire, associée, dans le cas de MGAT1, a un défaut de développement
encéphalique, de vascularisation, une inversion de la position du cceur et un défaut de

formation du tube neural®°.
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Le défaut de galactosylation des N- et O-glycannes est aussi délétere puisque les souris
homozygotes déficientes en galactosyltransférase-1 (GalT-1) présentent un retard de
croissance et décédent prématurément?©,

Les polysialyltransférases, elles, sont en charge de l'ajout de résidus acide sialique,
particulierement retrouvés sur les molécules d’adhésion des cellules neurales (neural cell
adhesion molecule, NCAM). Cette polysialylation module les propriétés d’adhésion des NCAM
et participe au développement du systéme nerveux central in utero!’. Les souris déficientes
en polysialyltransférase ST8SialV présentent une polysialylation normale des NCAM a la

naissance, qui sera en revanche perdue au cours du développement cérébral post natal'?.

1.2.2 Rdle des O-glycannes de type mucine

Les O-glycannes de type mucine sont des chaines glycanniques attachées principalement aux
résidus serine ou thréonine par l'intermédiaire d’un GalNAc. Les O-glycannes de type mucine
décorent principalement les protéines membranaires ou secrétées contenant un domaine
riche en serine ou thréonine. L’épithélium, les leucocytes et I’'endothélium vasculaire génerent
ce type de O-glycannes. Les enzymes de la familles UDP-N- acetylgalactosamine: polypeptide
N-acetylgalactosaminyltransferase (ppGaN-Tase) assurent le transfert du premier motif
GalNAc sur la protéine naissante. La délétion homozygote de ppGaN-Tase n’entraine pas
d’anomalie du développement chez la souris bien que I'expression des O-glycannes de type
mucine soit altérée dans les cellules de Purkinje et les lymphocytes!3. Les enzymes
responsables de |’élongation de la chaine de type mucine par addition de GIcNAc, acide
sialique, fucose ou galactose sont respectivement les GIcNAc transférase, sialyltransférases,
fucosyltransférases et galactosyltransférases. L'invalidation chez la souris des genes codant
pour la sialyltransférase ST3Gal-l, la GIcNAc transférase GIcNACT-I ou pour les
fucosyltransférases FucTIV et FucTVII n’induit pas d’anomalie majeure du développement a la
naissance. Cependant a un I’age adulte ces souris présentent des anomalies de différenciation

thymocytaire ou de recrutement leucocytaire!®.
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1.2.3 Réle des glycosphingolipides

Les glycolipides ou glycosphingolipides sont constitués d’'une chaine glycanne reliée de fagon
covalente a un sphingolipide membranaire, la céramide. Leur processus de fabrication
ressemble a celui des O-glycannes car les monosaccharides sont directement assemblés sur le
motif céramide dans le golgi. Ces glycolipides peuvent étre sialylés, dans ce cas on les
appellera gangliosides. Les glycolipides participent aux mécanismes de transduction du signal
membranaire et d’adhésion cellulaire!>1®,

La plupart des glycolipides sont constitués d’un coeur glucosylcéramide formé par la
glucosylcéramide synthase. La délétion du géne codant pour cette enzyme chez la souris
conduit a la mort in utero par apoptose de I'ectoderme embryonnaire?’.

D’autre glycolipides sont constitués d’un coeur galactosylcéramide et sont paticulierement
retrouvés dans la myéline du systéme nerveux central et périphérique. La galactosylcéramide
synthase (CGT) participe a la formation de ce cceur galactosylcéramine qui pourra ensuite
subir une sulfatation ou une sialylation. La démyélinisation et le défaut de conduction
nerveuse observés chez les souris déficientes en CGT conduisent a leur décées prématuré entre
18 et 90 jours. Un défaut de spermatogenése est aussi constaté chez ces souris®1?,

Les souris déficientes en complexes gangliosides, par délétion de génes codant par exemple
pour la ganglioside GM2/GD2 synthase, la 31-4GalNAc transférase, la galactosyltransférase
GalT2 ou les sialyltransférases SAT IV et SAT V présentent un défaut de conduction nerveuse
puis une dégénération axonale du systéme nerveux central et périphérique; cette
dégénération s’accompagnant d’une démyélinisation et de troubles moteurs?%21,

L’ensemble de ces études résumées par Haltiwanger et al> montrent I'importance des
glycolipides dans le développement embryonnaire. Les gangliosides, en particulier, sont
indispensables au bon fonctionnement du systeme nerveux et a la fonction de reproduction

masculine.

En pathologie humaine les déficits héréditaires en glycosylation (Congenital Disorder of
Glycosylation ou CDG) sont caractérisés par des anomalies génétiques touchant la synthese
des glycoprotéines. Ce syndrome fut décrit pour la premiere fois par le Docteur Jaak Jaeken
en 1980%27%>, Un pourcent du génome étant dédié au processus de glycosylation, de nombreux

génes impliqués dans les CDG ont depuis été identifiés. Compte tenu de I'implication des
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chaines glycanniques dans le développement, les CDG sont des maladies multi systémes
pouvant inclure une atteinte neurologique, un dysmorphisme, un retard de croissance et des

atteintes spécifiques d’organe.

2. Les défauts de glycosylation : congenital disorder of glycosylation (CDG) syndrome

2.1 Définition et classification

Les syndromes CDG désignent un groupe de maladies rares caractérisé par un déficit
enzymatique ou d’un transporteur impliqué dans la synthése des N-glycoprotéines (pour la
plupart), des O-glycoprotéines, la synthése des glycosphingolipides ou encore des celle des
ancres glycosylphosphatidylinositol. Parmi les CDG affectant la N-glycosylation, on distingue
schématiquement les CDG affectant la synthése du précurseur oligosaccharidique ou son
transfert sur la chaine peptidique (CDG de type |) (Figure 3) des CDG affectant la maturation
des chaines glycanniques (CDG de type Il) (Figure 4). La déficience d’une enzyme impliquée
dans la synthése du précurseur oligosaccharidique dans le RE aboutit a la formation d’une
chaine glycanne incompléte non reconnue par I'OST qui n’assurera donc pas son transfert sur
la chaine peptidique. L'activité enzymatique n’étant jamais réduite a zéro, quelques chaines
complétes seront transférées. Les anomalies des CDG | sont dites « quantitatives »
puisqu’elles entrainent un défaut de chaines glycanniques complétes sur les protéines (Figure
3). Les anomalies rencontrées dans les CDG Il surviennent apres le transfert du précurseur
oligosaccharidique sur la protéine et perturbent la maturation de la chaine glycannique. Les
CDG Il sont dits « qualitatifs » : les chaines sont bien présentes sur les protéines mais de

composition modifiée (Figure 4).
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La N-glycosylation — CDG type 1
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Figure 3 : Synthése de I'oligosaccharide lié au dolichol-phosphate dans le cytosol et le reticulum endoplasmique

Les enzymes impliquées dans la synthése du précurseur oligosaccharidique et les protéines assurant son transfert
sont encerclées en jaune. 17 d’entre elles sont responsables de CDG. L’enzyme la plus fréquemment déficitaire
dans les CDG | est la phosphomannomutase 2 (PMMZ2) qui assure la conversion du mannose-6-P en mannose-1-
P. Le CDG correspondant est le PMM2-CDG (ancien CDG-la).

Adapté de T Dupré 200426 (avec I'autorisation de T Dupré)
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La N-glycosylation - CDG type 2
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Figure 4 : Maturation des chaines glycanniques dans le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi

Les enzymes impliquées dans la maturation de la chaine glycanne sont encerclées en jaune. La golgi al-2
mannosidase 1 (Man’ase |) est responsable du CDG Il le plus fréquent MAN1B1-CDG.
Adapté de T Dupre et al 20042° (avec |'autorisation de T Dupré).

Dés la découverte des premiers cas de CDG dans les années 80 une classification basée sur le
profil de sialylation de la transferrine (Tf) a été proposée pour distinguer les CDG de type | des
CDG de type Il. Ainsi le déficit en phosphomannomutase (PMM2) fut le premier CDG de type
| découvert et nommé CDG-la. Les CDG | découverts par la suite eurent comme dénomination
CDG-Ix (x étant la lettre suivante de I'alphabet).

Cette premiere classification des CDG devient inadaptée pour les CDG au profil de sialylation
de la Tf normal ou ceux combinant les défauts de N- et O-glycosylation. Par conséquent, J

Jaeken et al propose en 2009 une nouvelle nomenclature basée sur le nom du géne impliqué
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dans le CDG?’. Ainsi CDG-la devient PMM2-CDG. Cette nomenclature permet la distinction des
anomalies de N-glycosylation, de O-glycosylation, de glycosylation de glycosphingolipides ou
des ancres glycosylphosphatidylinositol (GPI), ou encore des anomalies multiples. Les CDG
sont traditionnellement caractérisés par un défaut d’'une enzyme ou d’un transporteur
directement impliqué dans le processus de glycosylation. Cependant, de nouveaux types de
CDG liés a des anomalies du trafic vésiculaire ou de ’homéostasie du pH et du manganéese ont
émergés ces derniéres années?®3, En termes de localisation cellulaire, I’'anomalie en cause
intervient dans environ 80% des cas dans le réticulum endoplasmique (RE) et le Golgi, les
autres anomalies sont localisées dans le compartiment intermédiaire RE-Golgi, le cytosol et la
membrane. L’ensemble des CDG identifiés en 20173! sont répertoriés dans I’Annexe | selon la

localisation du défaut et le type de glycosylation impactée.

2.2 Epidémiologie

En I'absence de registre mondial sur les CDG, il est difficile de définir I'incidence de la maladie.
Cependant le réseau de travail européen EURO-CDG a mis en place en 2016 un registre
européen dans lequel 1350 patients diagnostiqués sur le plan moléculaire ont été enregistrés.
Ce registre révéle que les CDG-I sont beaucoup plus fréquents que les CDG-II (94% des patients
vs 6%). Le CDG-I le plus fréquent est le PMM2-CDG diagnostiqué chez 66% des patients (Figure
5)32, D’aprés les données recueillies en Europe, la prévalence du CDG est estimée aux
alentours de 0,1-0,5/100 000. Cette prévalence observée est inférieure a celle calculée a partir
des fréquences alléliques déterminées au sein d’une population saine, estimée a 1/20 000
dans la population allemande ou danoise3? et 1/77 000 en Estonie3*. Ces données suggérent

que le CDG est une maladie largement sous-diagnostiquée.
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Figure 5 : Distribution des CDG de type I (A) et de type Il (B) diagnostiqués en Europe

D’aprés Péanne et al, 201832

2.3 Diagnostic

2.3.1 Dépistage
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Le diagnostic d’un CDG consiste dans un premier temps a dépister des anomalies de la N-
glycosylation (les plus fréquentes) par I’étude d’une protéine N-glycosylée, la transferrine (Tf).
La Tf est une protéine plasmatique chargée de transporter le fer et qui possede 2 chaines N-
glycanniques chacune pouvant porter un ou plusieurs acides sialiques terminaux. Le point
isoélectrique (Pl) de la Tf est déterminé par son contenu en glycosylation (en particulier en
acide sialique). Ainsi, son étude par isoélectrofocalisation (IEF), dont le principe repose sur la
séparation des protéines selon leur point isoélectrique, est la méthode de choix pour dépister
les déficits en N-glycosylation associé a une perte d’acide sialique?. La forme circulante
dominante est la tétrasialo-transferrine suivi de la forme penta-, tri- et disialo-transférine
(Figure 6). Un défaut de N-glycosylation entrainera une diminution des acides sialiques
terminaux a I'origine d’une modification du profil de sialylation de la Tf. Cette technique
permet de distinguer deux types de profils : (i) les profils de type | observés dans les CDG-I,
caractérisés par une diminution de la fraction tétra- et une augmentation des fractions di-
et/ou asialo-Tf, et (ii) les profils de type Il définis par une augmentation globale des formes
hypoglycosylées tri-, di-, mono- et/ou asialo-Tf qui eux seront évocateurs d’un CDG-II (Figure

6).

Ctrl CDG-I CDG-II

/ pentasialo-Tf Iﬁ]
tetrasialo-Tf ﬁ
trisialo-Tf N A 1/[ N

disialo-Tf ;_L’,! . /[ EN‘!] / r%
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B Acide sialique
N Asparagine
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Figure 6 : Représentation schématique des isoformes de la transferrine a l'isoélectrofocalisation (IEF)

L'isoforme circulante prédominante est la tétrasialotransferrine chez un sujet control (Ctrl). Un profil de CDG de
type | (CDG-l) correspond a une baisse de la tétrasialotransferrine au profit des formes disialo et
asialotransferrine, tandis qu’un profil de type Il (CDG-II) montre une élévation globale des formes hyposialylées
tri-, di-, mono- et asialotransferrine. La représentation structurale schématique des différentes glycoformes est

a droite du schéma. Adapté de Goreta et al, 20123
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Plusieurs techniques permettent de dépister les isoformes de la Tf : I'IEF (séparation selon le
Pl de la protéine) sur sérum, plasma ou buvard, reste le test standard. L'étude de la
transferrine carboxydéficiente (CDT) en Elisa/electrophorese capillaire ou HPLC, aussi utilisée
comme marqueur de l'alcoolisme, est utile au diagnostic du CDG3¢-38, Cette technique a
I’'avantage d’étre automatisable et rapide. L’électrophorése capillaire de la Tf ne peut
cependant pas étre réalisée sur buvard ou plasma EDTA mais seulement sur sérum ou plasma

hépariné.

Avant de pousser les investigations il est important d’éliminer les causes d’hypoglycosylation
secondaire observés par exemple chez les patients atteints de galactosémie ou d’intolérance
héréditaire au fructose et a I'origine de faux positifs3*4°. Des anomalies de glycosylations
peuvent aussi étre acquises au cours de certaines maladies comme les maladies chroniques
du foie ou I'alcoolisme*™3, Certains polymorphismes de la Tf modifient le point isoélectrique
de la protéine sans que les chaines glycanniques ne soient touchées et sont a I'origine d’un
profil anormal de la Tf. Ces faux positifs disparaissent a I’étude en western blot puisque la
masse moléculaire de la protéine n’est pas affectée.

Enfin, une mauvaise conservation des échantillons (risque de clivage des acides sialiques par
des neuraminidases de micro-organismes) peut étre a l'origine d’une augmentation des
formes hyposialylées. La congélation a -20°C des échantillons permet de limiter ce
phénomene.

Al'inverse, certaines situations sont a I'origine de faux négatifs. Sans que nous en connaissions
la raison, certains patients adultes CDG-la peuvent présenter un profil normal de la Tf alors
qgue l'activité enzymatique PMM2 est bien effondrée conduisant a I'étude du profil de
glycosylation d’autres protéines**.

De plus, le diagnostic est particulierement difficile en période néonatale en raison de la

présence de formes hypoglycosylées de la Tf jusqu’a I’dge d’un ou deux mois.

2.3.2 Confirmation

La suite des investigations dépendra du profil de la Tf obtenu a la premiére étape.
Un profil de type 1 a I'lEF de la Tf met en évidence un défaut d’assemblage ou de transfert du

précurseur glycannique localisé dans le cytosol ou le RE évocateur d’un CDG-I. L’étude en
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électrophoréese SDS-page et western blot de la Tf et d’autres protéines N-glycosylées comme
I’haptoglobine et I'alphal-glycoprotéine confirmera I'absence de chaines N-glycanniques
completes traduite par la présence de plusieurs bandes de masse moléculaire inférieure a la

protéine intacte encore présente (Figure 7).

T T CDG-I T T CDG-I T T CDG-I
Trf Hpt - AGP

Figure 7: Analyse en électrophorése SDS-page et western blot de différentes protéines circulantes

Analyse en SDS-page western blot de la transferrine (Tf), I’'haptoglobine (Hpt) et de I'alphal-glycoprotein (AGP)
chez 2 contréles (T) et un patient CDG-I. La présence de plusieurs bandes de masse moléculaire inférieure a la
protéine intacte traduit un défaut quantitatif de chaines glycanniques caractéristique des CDG-I.

Adapté de Bruneel et al*®

Le PMM2-CDG étant le plus fréquent des CDG de type |, une méthode de mesure de I'activité
enzymatique de PMM?2 a été développée sur les leucocytes ou fibroblastes de patients. Le
MPI-CDG (ancien CDG-Ib) fut le second CDG de type | identifié et caractérisé par un déficit en
mannose-6-phosphate isomérase (MPI) dont I'activité peut aussi étre mesurée sur les
leucocytes et fibroblastes dans les laboratoires spécialisés dans le diagnostic du CDG. Il n’est
cependant pas aisé d’interpréter I'activité de PMM2 en raison de I'instabilité de I'enzyme dans
les leucocytes et de I'absence chez certains malades atteints de PMM2-CDG d’une baisse
d’activité PMM2 mesurable®. En cas de déficit enzymatique en PMM2 ou MPI les génes
codant pour ces enzymes seront séquencés a la recherche de mutations permettant de poser
le diagnostic de PMM2-CDG ou de MPI-CDG respectivement. Au contraire, si les activités
enzymatiques sont normales, une analyse en chromatographie liquide haute performance (ou
HPLC) de la biosynthése du lipid-linked oligosaccharide (LLO) aprés marquage des fibroblastes
de patients en culture par du mannose tritié pourra aider a l'identification de I'enzyme

impliquée et au diagnostic de CDG de type 14748,
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Un profil de type 2 a I'lEF de la Tf évoque un CDG-II, c’est-a-dire un défaut postérieur a I'étape
de transfert du précurseur glycannique dans le RE ou au cours du processus de maturation
golgien. Les CDG de type Il n’entrainent pas systématiquement une anomalie du profil de
migration de la Tf a I'lEF. Dans certains cas de déficit en glucosidase | (GCSI) ou en
transporteurs SLC35C1 (CMP-fucose transporteur) et SLC35A1 (CMP-sialic acid transporteur)
les profils de la Tf peuvent étre normaux. A I'inverse des CDG-I, les CDG-Il n’entrainent pas de
perte de masse suffisamment importante pour permettre leur détection en électroporese
SDS-page et western blot, a I’'exception du MGAT2-CDG (ancien CDG-lla) dans lequel le défaut
en N-Acétylglucosaminyltransférase 2 survient assez précocement dans les étapes de
maturation pour induire une perte massique. En revanche I'électrophorése bidimensionnelle
(2D) dont le principe repose sur la séparation des protéines selon leur point isoélectrique et
leur masse moléculaire apporte des informations complémentaires quant aux défauts de
charge des N-glycoprotéines (Figure 8). La présence de glycoformes anormalement moins

acide sera a I'origine d’un décalage vers la droite des spots a I'électrophorese 2D.

Conrol Alb W8 | 70kDa
AAT Tef A

.. 4-sialo Trf

e L T
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Hpt

Séparation selon la masse moléculaire

v

Séparation selon la charge (point isoélectrique)

Figure 8 : Electrophorése bidimensionnelle de N-glycoprotéines du sérum d’un sujet sain

AAT : alphal-antitrypsine ; Alb: albumine; Trf: transferrine; Hpt: haptoglobine. Adapté de A Bruneel,

Electrophoresis®.

En cas de suspicion d’un CDG-II, il est primordial de savoir si une anomalie de O-glycosylation

est associée. Pour cela I'étude du profil de glycosylation d’une protéine O-glycosylée comme
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I’apolipoprotéine Clll (APOC3) est couramment réalisée. L’APOC3 posséde en position 74 une
chaine O-glycannique porteuse de 2 acides sialiques responsable de la présence des formes

di-, mono- et asialylée en circulation mises en évidence par IEF ou électrophorése 2D* (Figure

9).
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Figure 9 : Dépistage des anomalies de O-glycosylation de ’APOC3

Haut : Isoélectrofocalisation de I'apolipoprotéine Clll (APOC3). Ligne 1: controle; lignes 2 et 3 : profils
anormaux. D’apreés Lefeber et al, 2011%°

Bas : Electrophorése 2D de '’APOC3 chez un sujet sain. D’aprés A Bruneel 20194

L’étude en spectrométrie de masse des N-glycannes du serum obtenu apres clivage de la
liaison entre le GIcNAc et I'asparagine par la N-glycosidase F (PNGaseF) permet de compléter
les investigations. Le profil de N-glycannes en spectrométrie de masse permet assez aisément
I'identification de CDG-Il causés par des anomalies de N-glycosylation isolées comme le

MGAT2-CDG, B4GALT1-CDG (déficit en B-1,4-galactosyltransferase) ou SLC35C1-CDG°.
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Cependant, la plupart des CDG-Il combinent a la fois des anomalies de N- et O-glycosylation a
I’origine de profils souvent aspécifiques en spectrométrie de masse, méme si, apres extraction
du sérum, les glycoformes de I’APOC3 peuvent étre étudiées en spectrométrie de masse et
aider a la caractérisation du déficit>!. Les CDG-Il caractérisés par une perturbation du trafic

vésiculaire ou de I’'homéostasie sont eux aussi plus difficiles a diagnostiquer.

2.3.3 Génétique

Le séquencage du géne impliqué dans I’'anomalie de glycosylation caractérisera le type de CDG
et sera orienté selon les résultats des investigations biochimiques et du phénotype clinique.
En effet certains CDG sont associés a un phénotype bien particulier que nous développerons
dans la suite de ce mémoire.

L'identification du géne impliqué sera évidente devant un profil de type 1 a I'lEF de la Tf et
une activité enzymatique PMM2 ou MPI diminuée. Dans ce cas le séquencage des genes
PMM2 et MPI sera ciblé. En I'absence de baisse d’activité enzymatigue PMM2 ou MPI, un
panel de génes impliqués dans des CDG-I sera appliqué devant un profil de CDG-I (Figure 10).
De la méme maniere, un panel de génes impliqués dans les CDG-Il sera utilisé dans les
situations dont le profil biochimique est évocateur d’un CDG-Il, excepté pour certains types
de CDG-Il dont le phénotype ou le profil des N-glycannes en spectrométrie de masse ferait
d’emblée évoquer un géne candidat. Dans les situations ou aucun gene n’est identifié, un
séquencage d’exome entier peut étre envisagé.

Depuis I'avenement des méthodes de séquencage I'arbre diagnostique a été peu a peu
modifié pour orienter assez rapidement vers des panels de génes a séquencer® (Arbre
diagnostique Figure 10). A I’hopital Bichat-Claude Bernard — APHP, un panel NGS de 39 genes

est utilisé pour le diagnostic des CDG (Figure 11)
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Figure 10: Proposition d’arbre diagnostique des CDG

CE : électrophorése capillaire ; Trf : transferrine ; 2DE : électrophorese 2D. D’aprés Bruneel et al, electrophoresis

2019%
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Figure 11 : Panel de génes séquencés en Next Generation Sequencing (NGS) selon le profil biochimique de CDG

observé

CDG-I/aDG : CDG-I associé a un syndrome de dystroglycanopathie ; GALT : géne codant pour la galactose 1-
phosphate uridyltransférase impliqué dans la galactosémie ; ALDOB : géne codant pour I'aldolase B impliqué
dans l'intolérance héréditaire au fructose. D’aprés la présentation d’A Bruneel - Journée CDG 22 mars 2019 -

hopital Necker-Enfants malades — APHP (avec I'autorisation du Dr S Vuillaumier-Barrot).
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Le mode de transmission génétique du CDG est autosomique récessif dans la plupart des cas.
Quelques CDG associés a un défaut de N- ou O-glycosylation se transmettent selon un mode
autosomique dominant et d’autres CDG sont de transmission liée a I’X (Annexe 1)31.

Rien que sur le gene PMM2 plus d’une centaine de mutations, faux-sens majoritairement, ont
été décrites a ce jour. La mutation R141H, retrouvée chez plus de 75% des patients caucasiens
est de loin la plus fréquente et n’a jamais été retrouvée a I'état homozygote car trés
probablement létale avant la naissance®>°3. Les patients sont généralement hétérozygotes
composites. A ce jour, aucune corrélation génotype/phénotype n’a été établie en raison de la

trés grande hétérogénéité allélique®>>*.

2.4 Phénotype des CDG

2.4.1 Phénotype général des CDG

Depuis la premiere description clinique de CDG en 1980 par Jaak Jaeken, I'entité clinique des
CDG ne fait que de s’enrichir. A ce jour on dénombre plus de 100 types de CDG différents. Le
spectre phénotypique des CDG est tres étendu et hétérogene selon le type. Les CDG peuvent
étre associés a des formes trés séveres s’exprimant in utero et d’issue fatale le plus souvent.
En 2019, 21 cas d’hydrops fetalis non-immun associés a un CDG sont recensés dans la
littérature, parmi eux 16 sont décédés avant la naissance ou dans les semaines qui suivent>>°6,
L’hydrops fetalis n’est pas spécifique d’un seul type de CDG puisque les auteurs recensent par
ordre de fréquence les formes PMM2-CDG, ALG9-CDG, ALG8-CDG, ALG1-CDG, MGAT2-CDG et
COG6-CDG. D’autres anomalies anténatales sont décrites chez les patients atteints de PMM2-
CDG comme les cardiopathies hypertrophiques, la ventriculomégalie cérébrale,
I’hypoplasie/atrophie cérébelleuse ou encore des déformations squelettiques (membre court,
lordose lombaire)>’.

L'atteinte de la plupart des CDG causé par un défaut de N-glycosylation est multi organe
associant une atteinte neurologique. En principe, un CDG doit étre recherché devant tout
syndrome inexpliqué associant une atteinte neurologique ou non. Certains phénotypes sont
plus spécifiques de certain type de CDG et peuvent orienter le diagnostic. Par exemple,

I’atteinte hépatique fibrosante évoque un MPI-CDG, une distribution anormale des graisses
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associée a un strabisme et des tétons inversés évoque un PMM2-CDG tandis que la cutis laxa
fait suspecter un ATP6VOA2-CDG>2. Le phénotype peut aussi varier au sein d’un méme type
de CDG. Ainsi, parmi les PMM2-CDG on distingue les formes neurologiques des formes
multiviscérales de présentation plus sévere et plus précoce®?. Le CDG étant une maladie sous-
diagnostiquée, seuls les cas les plus séveres conduisent au diagnostic, les formes

asymptomatiques ou trés modérées sont découvertes de maniére fortuite®®.

2.4.2 Phénotype du PMM_2-CDG

L’age moyen au diagnostic du PMM2-CDG, relativement jeune, est de 6,8 ans dans la série de
Schiff et al®'. Dés les premiers mois de vie, le PMM2-CDG se manifeste fréquemment par un
retard de croissance, un strabisme, des tétons inversés, une mauvaise répartition des graisses
et une hypotonie musculaire®?®® (Figure 12). Le PMM2-CDG est une maladie évoluant en
quatre phases de la petite enfance jusqu’a I’dge adulte®®. L’atteinte multisystémique
prédomine pendant la petite enfance avec les atteintes hépatique et cardiaque et la sensibilité
accrue aux infections. L’enfance est ensuite ponctuée par I'épilepsie et la survenue des stroke-
like, particulierement en période de fievre. Puis I'atrophie des membres, I'ataxie, le retard
intellectuel et I'atteinte ophtalmique s’installent a I'adolescence. Enfin, a I'age adulte, le
déficit neurologique n’évolue plus et les patients présentent un hypogonadisme. Les patients
atteints des formes les plus séveres, appelées multiviscérales, n’atteignent pas toujours I'age
adulte puisque ces formes sont associées a un taux de mortalité de 20%°°. Une revue récente
et exhaustive de la littérature décrit de maniéere tres détaillée le phénotype de ces patients

par atteinte d’organe®’.
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Figure 12 : Caractéristiques morphologiques des enfants atteints de PMM2-CDG

Les enfants présentent fréquemment un strabisme (A), des tétons inversés (B) et une anomalie de répartition

des graisses (C)

Les patients atteints de PMM2-CDG présentent fréquemment des malformations
congénitales incluant des dysmorphies faciales dans 29% a 65% des cas (front proéminent,
visage long, plis épicanthaux, yeux en amande, long philtrum, oreilles larges et saillantes), une
micro/macrocéphalie, une répartition anormale des graisses (25 a 91% des cas), des tétons

inversés (25 a 100% des cas) et une cryptorchidie chez les gargons®®,

L'atteinte neurologique est constante qu’elle soit associée ou non a une atteinte
multiviscérale et se traduit principalement par un trouble du développement de sévérité
variable retrouvé chez 96% des patients. Prés de 35% des patients présentent un handicap
mental dont le degré est difficile a évaluer compte tenu de la mortalité précoce des cas
séveres. Dés la naissance ou au cours des premiéeres années la plupart des patients (95,4%)
développeront aussi une atrophie cérébelleuse dont I'ataxie sera la principale manifestation
privant la majorité des patients de la marche autonome. Le tableau neurologique se
complique d’une hypotonie et d’'une neuropathie périphérique. Cette derniére survient
généralement plus tardivement (aprées I’age de 10 ans). Certains patients peuvent développer
une épilepsie. La principale complication neurologique aigue pouvant survenir chez les
patients atteints de PMM2-CDG est le stroke-like (SL). Tres probablement sous-estimé en
raison de la difficulté du diagnostic, le nombre de cas de SL rapportés dans la littérature n’est
que de 36°’. Ces épisodes de SL, parfois récurrents, surviennent généralement avant I’dge de
10 ans en contexte fébrile ou traumatique. Les épisodes de SL se traduisent par une

symptomatologie proche de celle des accidents vasculaires aigus, d’ou la terminologie de
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stroke-like. Cette présentation clinique inclue somnolence, irritabilité, mono- ou hémiparésie,
maux de téte, vomissements, troubles de la parole, cécité, épilepsie. Ces épisodes sont
transitoires et les symptomes régressent en quelques heures a quelques mois selon les cas
sans entrainer de séquelles. L'IRM permet de poser le diagnostic lorsqu’elle est réalisée dans
les 6 heures qui suivent le début de I'épisode. Dans certains cas I'IRM révele la présence d’un
cedéeme associé aux anomalies focales. Les SL ne sont pas spécifiques des CDG puisque
d’autres pathologies comme le syndrome MELAS (mitochondrial encephalomyopathy, lactic
acidosis, and stroke-like episode)®®, la migraine, I’épilepsie ou encore certaines tumeurs

peuvent étre accompagnés de ce type d’événement®’.

Outre I'atteinte neurologique, d’autres organes sont la cible de cette forme de CDG. L’atteinte
ophtalmique peut notamment inclure le strabisme, la rétinite pigmentaire, le nystagmus, la
myopie et la perte d’acuité visuelle. Dans les formes multiviscérales le coeur est rapidement
atteint de péricardite, cardiomyopathies hypertrophiques ou encore d’insuffisance
cardiaque®. La malformation canotroncale du cceur est aussi la malformation la plus
fréquente chez ces patients. Sur le plan gastro-intestinal, diarrhées, vomissements et
difficultés d’alimentation sont a I'origine d’un retard de croissance chez 66,5% des patients la
premiére année de vie dont le traitement nécessite la mise en place d’une nutrition entérale.
Dans les formes néonatales trés séveres |'insuffisance hépatique peut accompagner d’autres
défaillances d’organe, tandis que dans les formes moins sévéres on rencontre souvent une
hépatomégalie associée a une élévation modérée des transaminases. L’atteinte rénale
comprend la polykystose rénale, néphromégalie, hydronéphrose et/ou tubulopathie. A I'dge
de la puberté, cette derniére ne s’opérera pas normalement, les jeunes filles présenteront
une insuffisance ovarienne prématurée et les garcons un hypogonadisme® . Les patients
atteints de PMM2-CDG sont aussi plus fragiles sur le plan immunitaire.
Hypogammaglobulinémie, immunodépression et mauvaise réponse a la vaccination
concourent a une sensibilité accrue aux infections. Enfin ces patients présentent des
malformations squelettiques notamment du thorax et des pieds. Généralement aprés
I’adolescence, ostéoporose ou scoliose peuvent s’installer.

Certaines formes de PMM2-CDG peuvent étre diagnostiquées plus tardivement, a
I’adolescence ou I’Age adulte®®. Le diagnhostic de CDG doit donc étre évoqué en cas d’atteinte

multi organe, méme a I'age adulte.
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3. Anomalies de ’hémostase chez les patients atteints de CDG

Dés les premiers cas de CDG décrits, des anomalies de I’'hémostase assez singuliéres ont été
rapportées incluant des anomalies plaquettaires et des déficits en protéines de la coagulation.
Dans un premier temps nous rappellerons brievement la physiologie de I'hémostase qui
constitue I'ensemble des phénomenes qui participent au maintien de la circulation sanguine
et a l'intégrité vasculaire. L’hémostase est distinguée schématiquement en deux phases : (i)
I’lhémostase primaire au cours de laquelle les plaquettes s’activent a la surface de
I’endothélium pour former un clou plaquettaire et (ii) la coagulation qui consiste en une
succession de réactions enzymatiques qui aboutit a la formation d’un réseau de fibrine qui
consolide I'amas de plaquettes pour former le caillot fibrino-plaguettaire. Puis nous
exposerons |I'ensemble des anomalies décrites chez les patients CDG et nous détaillerons le

role des chaines glycanniques pour chacun des acteurs de I’hémostase.

3.1 Rappels sur la physiologie de I’hémostase

3.1.1 [’hémostase primaire

Schématiquement, lors d’une Iésion vasculaire, I'hémostase primaire rassemble les premieres
étapes du processus physiologique qui permet d’arréter le saignement par la formation d’un
thrombus essentiellement plaquettaire. L’hémostase primaire fait intervenir les plaquettes,
les forces hémodynamiques induites par le flux sanguin et la composante vasculaire avec
notamment les protéines thrombogénes du sous-endothélium comme le collagene et le

facteur von Willebrand (VWF).

Lors d’une lésion vasculaire, les protéines thrombogenes du sous-endothélium sont exposées
au flux sanguin. En condition de flux sanguin élevé, comme celui rencontré dans les artéres,
les plaquettes en circulation vont alors étre, dans un premier temps, ralenties par I'interaction
du complexe des glycoprotéines GPlb-V-IX présentes a leur surface avec le VWF. Les

plaguettes ainsi ralenties vont pouvoir alors adhérer de facon stable notamment via les
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récepteurs au collagéne, GPVI et a1 (Figure 13)%. En conditions de flux veineux, I'adhérence

initiale des plaquettes est principalement dépendant des récepteurs au collagene.

thrombus growth

initial contact activation firm adhesion and
(tethering) second wave activation
U epibviax ] resting Il resting
integrin o, integrin allbp,
§ cru VY activated \/ activated
SSETRDZRDZXSN  collagen @ von Willebrand factor

Figure 13 : Adhésion plaquettaire au sous-endothélium

La plaquette entre en contact avec le collagéne du sous-endothélium grace aux récepteurs GPlb-V-IX (par
I'intermédiaire du vVWF) et GPVI. L'interaction GPlb-vWF-collagéne est particulierement favorisée en présence
de forces de cisaillement élevées. L’adhésion de la plaquette au collagene via GPlb et GPVI entraine I'activation
d’intégrines plaquettaires (a2f: et oubPs) permettant de renforcer I'adhésion plaquettaire et induit une
signalisation intra-cellulaire a I'origine du changement de forme de la plaquette, de 'augmentation du calcium
intra-cytoplasmique, de la sécrétion d’adénosine diphosphate (ADP) et de la synthése de thromboxane A2

(TxA2). D’aprés Nieswandt 20037°

L’engagement des récepteurs plaquettaires GPIb-V-IX et GPVI avec leurs ligands respectifs
entraine la transduction d’un signal permettant l'initiation de voies de signalisation intra
plaquettaire conduisant notamment a la mobilisation du calcium intra-cellulaire’?, la
libération d’agonistes secondaires tels que le thromboxane A; ou 'adénosine diphosphate
(ADP) permettant I'amplification de I’activation plaquettaire et le recrutement de nouvelles
plaguettes. Par ailleurs I’'ensemble de ces signaux intra plaquettaires permettent I'activation
d’une intégrine clef, I'intégrine auibB3 qui en changeant de conformation va lier son ligand
principal, le fibrinogene. Cette liaison permet ainsi le pontage de deux plaguettes entre elles
via une molécule de fibrinogéne, c’est le mécanisme d’agrégation plaquettaire (Figure 13).

D’autres intégrines capables d’interagir avec le collagene (a.2f1), la vitronectine (owf3), la
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fibronectine (asP1) ou la laminine (asP1) seront également activées et renforcent I'adhésion
plaquettaire’?.

Par ailleurs, I'activation des plaquettes entraine une exposition des phospholipides anioniques
sur le feuillet externe de la plaquette. Cette surface chargée négativement est nécessaire a
I'interaction de complexes enzymatiques de la cascade de la coagulation qui participent a la

génération de thrombine et a la formation du réseau de fibrine localement.

3.1.2 La coaqulation

a) La cascade de la coagulation

La coagulation constitue une succession de réactions enzymatiques au cours desquelles des
précurseurs inactifs des enzymes de la coagulation, appelés zymogéenes, sont activés en
cascade. L'activation de la coagulation est initiée par I'exposition du facteur tissulaire (FT). Le
FT est exprimé constitutivement par les cellules extra-vasculaires (fibroblastes, cellules
épithéliales, péricytes) qui se retrouvent exposées au sang lors d’une bréeche vasculaire. Les
cellules directement au contact du sang n’expriment pas le FT de maniere constitutive afin de
prévenir une activation permanente de la coagulation. En revanche I'expression du FT peut
étre induite dans certaines conditions pro-inflammatoires’3. La coagulation est déclenchée
par le contact entre le FT et des traces de facteur VIl activé (FVIIa) circulantes : le complexe
FT-Vlla permet alors I'auto-activation du FVII en FVlla ainsi que I'activation des facteurs FIX et
FX en facteur IX activé (FIXa) et facteur X activé (FXa), respectivement (Figure 14). Une fois
activés par clivage protéolytique, ces derniers vont pouvoir a leur tour activer leur substrat.
En effet, le FIXa catalyse alors I’activation du FX en FXa, qui déclenchera a son tour I'activation

de la prothrombine (Fll) en thrombine (Flla)’4.

Les premiéres traces de thrombine produites lors de cette phase d’initiation sont capables
d’activer les plaquettes ainsi que les cofacteurs de la coagulation, le facteur V (FV) et le facteur
VIII (FVII) impliqués dans la génération de thrombine. En présence de calcium, les FIXa et FXa,
ainsi que leurs cofacteurs respectifs, les facteurs FVllla et FVa, viennent se fixer aux

phospholipides anioniques exposés a la surface des plaquettes activées, pour former deux
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complexes procoagulants, le complexe ténase et le complexe prothrombinase. Lorsque le FIXa

est associé au FVIlla au sein du complexe ténase, la vitesse d’activation du facteur FX est

multipliée d’un facteur 10° 3 10° par rapport a celle rapportée pour le FIXa seul’®. Quant au
complexe prothrombinase, constitué du FXa et FVa, il accélere la conversion de la
prothrombine en thrombine d’un facteur 3. 10° comparativement au FXa seul. La thrombine
est aussi capable d’amplifier sa propre production via I’activation du facteur XI (FXI) en facteur
Xl activé (FXla) qui en activant le FIX circulant participe également a la génération de
thrombine. La thrombine est alors générée en quantité suffisante pour cliver le fibrinogene
soluble en un réseau de fibrine insoluble. De plus, la thrombine active le Facteur XIII (FXIIl) en
FXllla responsable de la stabilisation du caillot préformé en assurant des liaisons covalentes
entre les monomeéres de fibrine en présence de calcium’. Ce réseau de fibrine est dissout

grace au systeme de la fibrinolyse une fois les tissus vasculaires sous-jacents regénérés.
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Figure 14 : Représentation schématique de la cascade de la coagulation

PK : prékalikréine ; KHPM : kininogéne de haut poids moléculaire

Une autre voie que celle du FT, appelée voie de contact est capable d’activer le FXI. Cette voie

comprend la prékallikréine, le facteur Xl (FXII) et le kininogéne de haut poids moléculaire
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comme cofacteur’®. L’activation du systéme de contact est déclenchée par la liaison du FXIl a
des surfaces chargées négativement (comme le kaolin) ou des activateurs physiologiques
comme les acides nucléiques et le collagéne, les polyphosphates ou bien encore les
bactéries’®. Le réle de cette voie dans le processus de coagulation semble mineur puisque le
déficit en FXII n"accroit pas le risque hémorragique, ni chez I’'animal’”’8, ni chez ’lhomme’®. En
revanche, ces souris présentent un défaut de formation et de stabilisation du thrombus riche
en plaquettes®. Il a été alors proposé que I'activation de la voie tissulaire par une lésion
vasculaire initie la formation du thrombus, celui-ci constituant ensuite une surface propice a
I’activation de la voie de contact, cette derniére jouant ainsi un réle dans le développement
et la stabilisation du thrombus8?. Ainsi un déficit sévére en FXIl induit un effet protecteur vis-

a-vis de la thrombose démontré chez la souris®>%3, le rat®*, le lapin® ou le babouin®®.

b) La régulation de la coagulation

Le systéme de la coagulation est finement régulé afin d’empécher la propagation du caillot en
dehors de la zone lésée. De maniére non spécifique la dilution des facteurs activés dans la
circulation et I'adsorption de la thrombine par la fibrine limitent la génération de thrombine.
Parmi les mécanismes plus spécifiques trois principaux systémes inhibiteurs régulent la
coagulation : (i) I'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire au niveau de la phase d’initiation,
(ii) le systéme de la protéine C au niveau de la phase d’amplification ou encore (iii)
I’antithrombine (AT), inhibiteur des principales enzymes de la coagulation. Il existe d’autres
inhibiteurs enzymatiques appartenant a la méme famille que celle de I’AT, les Serpines,
comme le second cofacteur de I’héparine, I'inhibiteur dépendant de la protéine Z, la protéase
nexine-1 et I'inhibiteur de la protéine C1 du complément, ou appartenant a d’autres familles

différentes, comme I'a2 macroglobuline.

La phase d’initiation est régulée par I'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI: Tissue
factor pathway inhibitor), un inhibiteur enzymatique a 3 domaines types Kunitz. Le TFPI existe
sous deux principales isoformes a et B qui résultent d’'un épissage alternatif. Le TFPI est
synthétisé par les cellules endothéliales principalement de la microcirculation®’. Ces deux
isoformes different par le domaine Kunitz Il absent dans I'isoforme B qui présente a la place
un groupement C-terminal « glycosylphosphatidyl inositol » nécessaire pour s’ancrer a la

surface des cellules endothéliales. Le TFPla est aussi capable de se lier a I'endothélium sur les
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glycosaminoglycannes (GAGs) grace a une extrémité C-terminale trés basique. Le TFPI limite
la génération de thrombine en inhibant le complexe FVIla-TF. Ainsi, le domaine Kunitz |
interagit avec le FXa et le domaine Kunitz Il avec le site actif du facteur Vlla, formant ainsi un
complexe quaternaire inactif FXa-TFPI-FVIla-TF2. Le TFPla a joue aussi un réle dans I'inhibition

du FV grace a son extrémité C-terminale basique®.

Le second inhibiteur de la coagulation, I'antithrombine (AT) joue un inhibiteur majeur capable
d’inhiber différentes serine protéases de la coagulation : la thrombine, le FXa, le FIXa, le FXla,
le FXlla et le FVIIa®C. L’AT appartient a la superfamille des Serpines (pour SERine Protease
INhibitors), et posséde a son extrémité C-terminale une boucle réactive vis-a-vis de certaines
protéases de la coagulation qui lui permet de former un complexe enzyme-inhibiteur covalent
et irréversible. L'activité inhibitrice de I'AT vis-a-vis de la thrombine et d’autres sérine

protéases est fortement accélérée en présence d’héparine (jusqu’a un facteur 1000)°*.

Le troisieme systéme inhibiteur physiologique de la coagulation est le systéeme de la protéine
C qui comprend la protéine C (PC), son cofacteur la protéine S (PS), et deux récepteurs
membranaires, le récepteur endothélial de la protéine C (EPCR) et la thrombomoduline (TM)
dont il existe des formes solubles®2. La protéine C circule sous forme de zymogeéne, qui, une
fois activée par la thrombine et la TM principalement acquiert une activité protéolytique vis-
a-vis des cofacteurs de la coagulation (Va et Vllla). La dégradation par la PCa des FVa et FVllla
ne permet plus aux complexes ténase et prothrombinase de se former, ce qui limite
considérablement la génération de thrombine. L'activité catalytique de la PCa est elle-méme
régulée par deux inhibiteurs de la famille des Serpines majoritairement par I'inhibiteur de la
protéine C (PCl : Protein C inhibitor) et d’'un effet moindre par I’al antitrypsine. La PS est aussi
capable d’interagir comme cofacteur du TFPI via son domaine Kunitz Il pour accélérer son

inhibition du FXa®3.

3.2 Le réle des glycosylations dans I’"hémostase primaire

L’'hémostase primaire a été peu étudiée dans les CDG bien que les glycoprotéines
plaguettaires et le facteur vWF soient riche en chaines glycanniques. Les glycosylations du

vWEF ont d’ailleurs été largement étudiées et sont impliquées dans les différentes fonctions de
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la protéine que nous détaillerons ci-aprés. Nous détaillerons également le role des
glycosylations des glycoprotéines plaquettaires. En particulier I'implication des acides

sialiques dans I’élimination des plaguettes de la circulation.

3.2.1 Le réle des glycosylations sur le facteur von Willebrand

Le VWF est une protéine multimérique synthétisée par les cellules endothéliales et
mégacaryocytaires. Comparé au vWF endothélial, le vWF d’origine plaquettaire est
minoritaire car il ne représente que 10 a 20% du vVWF présent dans un plasma riche en
plaquettes®* 8, Le VWF est stocké dans les granules alpha plaquettaires et dans les corps de
Weibel-Palade des cellules endothéliales sous forme de multiméres de trés haut poids
moléculaires (jusqu’a 60 sous-unités dimériques). Une fois sécrété le vWF est clivé par une
métalloprotéase présente dans le plasma, ’ADAMTS13 (a-disintegrin and metalloprotease
with thrombospondin motif), en multimeres de plus petit poids moléculaire (2-40 sous-unités
dimériques), de conformation globulaire beaucoup moins adhésive vis-a-vis des plaquettes.
Le VWF est trés riche en glycosylations (N- et O- glycosylations) représentant 20% de la masse
monomérique de la protéine. L'étude en spectrométrie de masse du vVWF plasmatique révele
I’occupation de 12 sites de N-glycosylation répartis sur I'ensemble du monomere par des
structures glycanniques majoritairement complexes et particulierement riche en acides
sialiques terminaux puisqu’elles renferment 80% de I'acide sialique total de la protéine®’*®
(Figure 15). En plus de ces nombreuses N-glycosylations, le VWF posséde 10 sites de O-

glycosylations regroupés autour du domaine Al (domaine de liaison a la GPIb) de |a protéine®®.
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Figure 15 : Structure du facteur Willebrand mature et ses glycosylations

Les sites de N-glycosylation sont répartis sur I'ensemble de la protéine tandis que les O-glycosylations sont
regroupés autour du domaine Al. Les interactions avec les glycoprotéines plaquettaires, le FVIII ou le collagene
sont mentionnées sur le schéma, de méme que les domaines importants pour la dimérisation/multimérisation

de la protéine. D’aprés Ward et al, JTH 2019190

Il est intéressant de noter que le profil de glycosylation du vVWF présente une grande
hétérogénéité physiologique. En effet, chez des individus sains, I'’étude du profil de
glycosylation du vVWF plasmatique a l'aide d’'un panel de lectines révele une importante
hétérogénéité des structures N- et O-glycanniques?!. Par ailleurs, le contenu en acide sialique
du vVWF différe selon le lieu de synthése de la protéine. Le vVWF plaquettaire est en effet 2 fois
moins riche en acides sialiques totaux que le vVWF plasmatique'® en raison d’une réduction
spécifique des acides sialiques terminaux des chaines N-glycanniques®®. De plus, le contenu
en acide sialique varie au cours du temps. La reconnaissance par la lectine Sambucus nigra
agglutinin (SNA) des acides sialiques terminaux reliés en alpha(2-6) est plus importante
lorsque le VWF est fraichement secrété a partir des cellules endothéliales par rapport au vWF
basal circulant!?, La diminution du contenu en acide sialique du vVWF participerait donc au

vieillissement de la protéine et a son élimination.

La glycosylation du VWF intervient aussi dans différentes fonctions de la protéine. D’une part,
les N-glycosylations sont impliquées dans la régulation de la synthése et de la sécrétion du

VWF. McKinnon et al'®® a montré par mutagenése dirigée que I'absence de glycosylation en
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position 99, 857, ou 2790 entraine une diminution de la sécrétion de la protéine par rétention
dans le RE et défaut de stockage des cellules HEK293T. D’autre part la glycosylation et la
régulation du pH, toutes deux pouvant étre impactées dans les CDG sont nécessaires au
processus de multimérisation du vWF. En effet, le blocage de la N-glycosylation par la
tunicamycine ou une alcalinisation du milieu limite la dimérisation du vWF%4,

Quant aux acides sialiques, dont 80% se trouvent dans les N-glycosylations du vVWF, leur role
a largement été étudié. Ces acides sialiques terminaux jouent un réle dans I'adhésion du vVWF
a la GPIb plaquettaire et au collagene. En effet, le clivage des acides sialiques terminaux du
vWF par la neuraminidase induit une agrégation spontanée des plaquettes et une meilleure
adhésion au collagéne!®, Ces effets sont atténués lorsque les résidus galactose démasqués
par le clivage des acides sialiques sont a leur tour clivés. La différence de contenu en acides
sialiques entre les VWF plaquettaire et plasmatique s’accompagnent de fonctions distinctes
entre les protéines. En effet, comparé au vWF plasmatique, le VWF plaquettaire, pourtant
enrichi en multiméres de haut poids moléculaire, présente une affinité diminuée pour la GPlb,

tandis que I'affinité pour I'opBs et I'héparine sera augmentéel®

. Les O-glycosylations
semblent également jouer un role dans l'interaction du vVWF avec la GPlb plaquettaire. En
effet, 'absence de O-glycosylations diminue la liaison du vWF recombinant a la GPIlb et

s’accompagne d’un défaut d’agglutination plagquettaire en présence de ristocétine%®,

La présence des acides sialiques terminaux intervient aussi dans la régulation de la protéolyse
du VWF. Les acides sialiques terminaux protégent le VWF de I'action de différentes protéases
comme la cathepsine B, la trypsine, la chymotrypsine®®1% tandis qu’ils favorisent
spécifiquement le clivage par TADAMTS13, en particulier ceux liés en a(2-6)8. La désialylation
des chaines N-glycanniques observée sur le vVWF plaquettaire lui confere donc une résistance
a 'ADAMTS131%, McKinnon et al suggérent I'implication de la chaine N-glycannique en
position Asn1574 dans cette régulation spécifique de TADAMTS13'%°, ’ADAMTS13 posséde
elle-méme 10 sites de N-glycosylations impliqués dans la régulation de son activité1°.

Enfin, les acides sialiques terminaux régulent également la clairance du vVWF en limitant son
élimination. Il a d’abord été montré en 1977 que la demi-vie du vVWF traité a la neuraminidase

11 puis chez le rat''?. La

puis radiomarqué était diminuée (d’un facteur 2 environ) chez le lapin
méme observation est faite chez des souris inactivées pour la sialyl-transférase ST3Gal-IV!!3,

Alors que les acides sialiques liés au galactose en a(2-6) sont importants pour la susceptibilité
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a la protéolyse par 'ADAMTS13, ceux liés en o(2-3), principalement retrouvés sur les chaines
O-glycanniques ont cette fois un réle majeur dans la régulation de la clairance du VWFY’. Le
role des domaines D’-D3, situés a proximité de la région O-glycosylée, a ensuite été mis en
évidence dans la protection de la clairance du vVWF14,

Le profil de glycosylation du vWF est donc impliqué dans la régulation de son élimination. A
ce jour trois voies d’élimination du vVWF sont décrites, (i) la voie hépatique par I'intermédiaire
du récepteur ASGPR (asialoglycoprotein receptor) qui reconnait les résidus beta-D-galactose

ou N-acetyl-D-galactosamine!?®

exposés apres désialylation, (ii) la voie macrophagique par
I'intermédiaire du macrophage-galactose-type-lectine (MGL) récepteur qui lui aussi reconnait
les résidus beta-D-galactose ou N-acetyl-D-galactosamine'® et (iii) par I'intermédiaire d’un
autre récepteur macrophagique de la famille des sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin

(Siglec 5), qui, comme son nom l'indique reconnait le vVWF sialylé17:118,

3.2.2 Le réle des glycosylations sur les glycoprotéines plaguettaires

L'adhésion des plaquettes a I'endothélium se fait d’abord par l'interaction entre la GPlba. et
le VWF. La GPlba (environ 25000 copies par plaquette)!'® appartient au complexe GPIb-V-IX
constitué de glycoprotéines riche en leucine : GPlba, GPIbf, GPIX et GPV de stoechiométrie
2:4:2:1. Le domaine N-terminal de la GPlba contient deux sites de glycosylation (Asn 21, Asn
159) situés dans la région spiralée, ou le domaine d’interaction avec le VWF. La région appelée
macroglycopeptide est particulierement riche en O-glycosylations (42 sites potentiels). La

sous-unité GPlbp ne contient qu’un seul site de N-glycosylation en position 411?° (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique du complexe d’adhésion plaquettaire GPIb-V-IX

D’aprés Rao, Blood 2017121

Parmi les autres molécules d’adhésion plaquettaire on retrouve les intégrines humaines,
toutes porteuses de N-glycosylation a la fois sur la sous-unité a et la sous-unité (3. Par exemple
I'intégrine ounPs (environ 70000 copies/plaquette)!!® responsable de I’adhésion au
fibrinogéne et au VWF porte 11 sites de N-glycosylation (5 sur la sous-unité oup et 6 sur la sous-
unité Bs3) tandis que l'intégrine azP1 (environ 4 000 copies/plaquette)!?® qui participe a la
liaison au colllagene porte 22 sites de N-glycosylation (10 et 12 respectivement sur chacune
des sous-unités)?2, Quant a la GPVI, un seul site de N-glycosylation n’a été identifié, en
position 92. Il serait impliqué dans I'adhésion au collagéne de type 1123

Le rb6le des O-glycosylations plaquettaires a été étudié chez des souris dont les cellules
endothéliales et hématopoiétique ont été délétées pour le gene lié a I’X Cosmc codant pour

une protéine chaperone indispensable a la O-glycosylation. Lorsque ces souris ne meurent pas
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d’hémorragie périnatale, elles présentent un temps de saignement prolongé et une
macrothrombopénie. La délétion de Cosmc diminue I'expression de GPlba et favorise la
protéolyse d’oui et GPVI a I'origine d’une perte d’interaction avec le vWF (via la GPlba) et le
fibrinogéne (via oup)'?*. Ces travaux démontrent également la présence de O-glycannes sur
GPVI et oyp. De plus, le complexe GPIb-V-IX est enchassé dans des régions précises de la
membrane plaquettaire appelées microdomaines, riche en glycosphingolipides. Ces
microdomaines jouent un role dans |'activation plaquettaire dépendante de GPlb. Par
mutagenese dirigée, Cai et al ont montré que I'absence de N-glycosylations de la sous-unité
ouib pouvaient réduire jusqu’a 50% I'expression membranaire de I'intégrine o33 tandis que
les N-glycosylations de la sous-unité 33 sont impliquées dans I’expression de I'intégrine, son

activation et sa liaison avec le fibrinogéne!?2,

3.2.3 Les anomalies de I’hémostase primaire rencontrées dans les CDG

Le facteur vVWF est généralement exploré devant une symptomatologie hémorragique
cutanéo-mugqueuse inexpliquée ce qui explique que peu de patients atteints de CDG ont été
explorés. Parmi les patients explorés, peu d’anomalies du vWF ont été rapportées. Un déficit
modéré en VWF est décrit dans un cas de STT3A-CDG présentant 35% d’activité et 21%
d’antigene vWF associé a une diminution importante du facteur VIII (6-10%) sans qu’aucune
mutation n’aient été retrouvées dans les génes du VWF ou du FVIII'%>, STT3-CDG est un CDG
de type | causé par une mutation dans le gene STT3 codant pour le complexe
oligosaccharyltransferase (OST) qui assure, dans le RE, le transfert de I'oligosaccharide
GlcsMangGlcNAc; du dolichol pyrophosphate sur I'asparagine d’un polypeptide en cours de
biosynthese.

Malgré I'absence de déficit en VWF décrit chez les patients atteints de PMM2-CDG, la
répartition des multiméres de VWF est cependant anormale et se traduit par une élévation
des multimeéres de haut poids moléculaires!?®.

En ce qui concerne I’exploration plaquettaire, Van Geet et al*?” décrit en 2001 chez les patients
atteints de CDG de type | (PMM2-CDG) et de type Il (MGAT2-CDG), tous deux affectant la N-
glycosylation, des anomalies de la réactivité des plaquettes. D’abord, le traitement des

plaquettes a la neuraminidase entraine une exposition du galactose réduite chez les patients
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PMM2-CDG et nulle chez le patient MGAT2-CDG comparé aux plaquettes normales. Tandis
gue la réponse plaquettaire aux agonistes standards (ADP, collagene, acide arachidonique et
ristocétine) est normale chez un des patients PMM2-CDG, les auteurs mettent cependant en
évidence une agrégation spontanée de ses plaquettes'?’. Une analyse protéomique des
glycoprotéines plaquettaires révele plus tard que I'expression de GPlba et oupPs est
quantitativement et qualitativement normale'?®. Les auteurs suggérent ainsi que la
diminution du contenu en acide sialigue mesurée a la surface des plaquettes n’est pas
attribuable a un défaut de glycosylation des glycoprotéines plaquettaires mais a une
adsorption des protéines hépatiques anormalement glycosylées a la surface des plaguettes.

Enfin un défaut du transporteur spécifique de I'acide sialique solute carrier family 35 member
Al (SLC35A1) entraine une augmentation de I'expression du galactose a |'origine d’une
élimination accélérée des plaquettes expliquant la thrombopénie observée chez les patients
atteints de SLC35A1-CDG'%. Ces résultats ont d’ailleurs fait I’objet d’une publication de notre
équipe (Annexe lll). En effet le processus de désialylation plaquettaire accélere la vitesse
d’élimination des plaquettes de la circulation. Le mécanisme fut identifié grace a I'’étude de la
demi-vie en circulation de plaquettes refroidies destinées a la transfusion. Le refroidissement
des plaquettes entraine la libération de sialidases (neuraminidases) a I'origine du clivage des
acides sialiques de la GPlba.. De plus, la désialylation de la GPlba initie le clivage par des
métalloprotéinases de GPlba et GPV!3, Deux voies d’élimination plaquettaire sont décrites :
(i) la voie du récepteur macrophagique amp2 qui reconnait les résidus GIcNAc a la surface des
molécules de GPlba dont les N-glycannes sont en cours de synthése ou partiellement
dégradés et (ii) la voie du récepteur Ashwell-Morell (AMR) hépatique qui reconnait les résidus

galactose démasqués aprés clivage des acides sialiques par les neuraminidases®3!.

3.3 Le réle des glycosylations dans la coagulation

3.3.1 Le réle des glycosylations sur les protéines de la coagulation

L’ensemble des protéines de la coagulation (a la fois les facteurs procoagulants et les

inhibiteurs) possédent des sites potentiels de N-glycosylations. Certaines protéines possedent
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également des sites potentiels de O-glycosylation comme les facteurs procoagulants VI, IX, X,

XIl, et les inhibiteurs TFPI et PZ (Tableau 1).

Tableau I : Modifications post traductionnelles des facteurs de la coagulation

Protéine

Glycosylations

Récepteur membranaire

FT

N-glycosylations : Asn124, Asn137

Protéines pro-coagulantes

Zymogénes de sérine protéase

Fll N-glycosylations : Asn78, Asn100, Asn373
N-glycosylations : Asn145, Asn322
i O-glycosylations :(-Glc): Ser52, (-Fuc): Ser60
N-glycosylations : Asn157, Asn167
X O-glycosylations :(-GalNAc): Thr39, Thr159, Thr169, Thr179, (-Glc): Ser53, (-Fuc): Ser61
N-glycosylations : Asn181, Asn191
™ O-glycosylations :(-GalNAc): Thr159, Thr171
FXI N-glycosylations : Asn72, Asn108, Asn145, Asn432, Asn473
N-glycosylations : Asn230 et Asn414
P O-glycosylations : (-Fuc): Thr90, (-GalNAc): Thr280, Thr286, Ser289, Thr309, Thr310, Thr318
Cofacteurs
N-glycosylations : Asn23, Asn27, Asn211, Asn269, Asn354, Asn432, Asnd440, Asn526, Asn639,
Asn713, Asn724, Asn732, Asn748, Asn754, Asn793, Asn910, Asn949, Asn1046, Asn1055, Asn1075,
i Asn1078, Asn1175, Asn1193, Asn1229, Asn1238, Asn1265, Asn1283, Asn1310, Asn1319, Asn1347,
Asn1356, Asn1451, Asn1471, Asn1531, Asn1675, Asn1982, Asn2181
N-glycosylations : Asn41, Asn239, Asn582, Asn757, Asn784, Asn828, Asn900, Asn943, Asn963,
FVIII Asn1001, Asn1055, Asn1066, Asn1185, Asn1255, Asn1259, Asn1282, Asn1300, Asn1384, Asn1412,
Asnl1442, Asn1512, Asn1685, Asn1810, Asn2118
PS N-glycosylations : Asn458, Asn468, Asn489
o7 N-glycosylations : Asn59, Asn185, Asn193, Asn266, Asn292

O-glycosylations

: (-Glc): Ser53

Inhibiteurs de la coagulation

N-glycosylations

:Asnl1l7, Asn167

TP O-glycosylations : (-GalNAc): Thr14, Ser174, Thr175
AT N-glycosylations : Asn96, Asn135, Asn155, Asn192
PC N-glycosylations : Asn97, Asn248, Asn313, Asn329
ZPI N-glycosylations : Asn15, Asn159, Asn176, Asn274
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Les données de ce tableau ont été recueillies a partir du site Uniprot.org

a) Leréle des glycosylations sur les facteurs procoagulants

Le réle des glycosylations sur les principales protéines de la coagulation est résumé dans le
tableau 2.

Pour commencer, le FT est le récepteur membranaire qui initie la coagulation et qui posséde
4 sites potentiels de N-glycosylations. La contribution des N-glycosylations du FT est
controversée. |l a d’abord été montré que I'activité du FT induite par les endotoxines a la
surface des macrophages murins est inhibée en présence de tunicamycine!32. Puis plusieurs
études suggérent que les glycosylations ne sont pas impliquées dans I'activité du FT33-135 |
Krudysz-Amblo et al'3® montrent que la composition des chaines glycanniques du FT différe
gu’il soit d’origine recombinante et exprimé par E. coli, par les cellules Sf9 d’insectes ou encore
d’origine placentaire humaine. Le FT d’origine placentaire est le seul a contenir des acides
sialiques (les cellules d’insectes étant incapable de greffer I'acide sialique sur les chaines
carbohydrates) et possede I'activité procoagulante la plus élevée. L’étude des N-glycannes par
technique de mutageneése dirigée ne confirmeront pas leur I'implication ni dans |'expression

du FT, ni dans son activité procoagulante37:138,

Plusieurs facteurs de la coagulation sont des zymogénes de sérine protéase dont la synthese
nécessite la présence de vitamine K. Parmi eux, les facteurs VII, IX et X et la protéine C ont une
structure commune composée d'un domaine N-terminal riche en acide gamma-
carboxyglutamique (Gla) suivi de deux domaines homologue a I’epidermal growth factor (EGF)
et d’'un domaine serine protéase trypsin-like en C-terminal. Dans la structure de la
prothrombine, les domaines EGF sont remplacés par deux domaines kringle. Enfin, la PS
contient 4 domaines EGF et un domaine homologue aux protéines de liaison aux hormones
stéroides (Sex Hormone-Binding Globulin ou SHBG).

La perte des sites de N-glycosylations de la prothrombine entraine un défaut de sa sécrétion
a partir de cellules HEK293 transfectées'®. Les glycosylations du FVII ont été largement
étudiées et celles-ci semblent étre impliquées dans la sécrétion, I'affinité vis-a-vis du FT ou

encore le transport de la protéinel40:140,141,
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Les glycosylations du FIX sont impliquées dans I'activité coagulante de la protéine, de tel sorte
gue la délétion de la région 155-177 (contenant les sites de N-glycosylations) multiplie par 2
I"activité du FIX par rapport a la protéine wild-type'#?. La clairance du FIX est également
ralentie lorsque les N-glycosylations de la région 155 a 177 sont absentes!#?, tandis que le
clivage des acides sialiques par la neuraminidase accélere la clairance hépatocytaire chez le
rat!®3. Le défaut de glycosylations du FIX peut accélérer son élimination de la circulation®44145,
Concernant le FX, le traitement de la protéine par la neuraminidase a d’abord permis de
montrer que les acides sialiques sont impliqués dans I'activation du FX par les complexes
FT/FVlla et FIXa/FVIlla'®®. 1l a ensuite été démontré que les chaines N-glycanniques (en
particulier celle en position 49 de la chaine lourde) jouent un role critique dans la régulation
de l'activation du FX par les facteurs FVlla et FIXa limitant ainsi la formation de FXa en
I’absence de cofacteurs. En effet, en I'absence de cofacteurs, I'activation du variant N49Q par
le FVIla et FIXa est multiplié par 20 et 40 respectivement'#’. De plus, les O-glycosylations
participent a la spécificité de reconnaissance du FX par le complexe FIXa/FVllla puisque
I'efficacité catalytique du complexe FIXa/FVllla vis-a-vis du FX est réduite de 2 a 5 fois en
I’absence de O-glycosylations ou de O- et N- glycosylations#’.

Concernant I'impact des glycosylations sur le FXI, peu de données sont disponibles dans la
littérature. McVey et al'*® ont identifié une substitution T475I chez un patient déficitaire en
FXI puis généré le variant correspondant. La substitution en position 475 d’une thréonine en
isoleucine abolit la séquence consensus de N-glycosylation et entraine une diminution de la
sécrétion du FXI comparé a la protéine wild-type. Cependant la suppression ciblée du site de
N-glycosylation en position 473 n’affecte pas la sécrétion de la protéine suggérant un effet
direct de la mutation et non un effet de la perte de glycosylation.

A linterface entre coagulation et inflammation, le FXIl est également impliqué dans
I’activation de la voie kalikréine-kinine’® a I'origine de la formation de bradykinine, un
médiateur pro-inflammatoire responsable de vasodilatation, d’augmentation de Ia
perméabilité vasculaire et du recrutement de polynucléaires neutrophiles'#®. La bradykinine
est le principal médiateur pathologique de I'angicedéme héréditaire habituellement causé par
un déficit en C1 inhibiteur, le principal inhibiteur des facteurs de la voie contact®°. Un
nouveau type d’angicedéme héréditaire a émergé ces derniéres années grace a la découverte

de mutations sur le FXII a I'origine d’une augmentation de la production de bradykinine-1>3,
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Certaines d’entre elles abolissent le site de O-glycosylation en position 309 et induisent chez

la souris une augmentation de la perméabilité microvasculaire au niveau de la peau®>.

Les cofacteurs FV et FVIII sont eux aussi homologues et partagent la méme organisation en
domaines (A1-A2-B-A3-C1-C2), le domaine B étant particulierement riche en glycosylations.
Le FV est secrété directement sous forme d’une chaine polypeptidique, tandis que le FVIII doit
étre clivé au niveau du domaine B dans I'appareil de golgi avant de former un hétérodimere

dépendant des ions métalliques qui sera stabilisé par I'interaction avec le VWF. Les chaines
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glycanniques du FV sont impliquées dans sa sécrétion'>, son activité procoagulante®%7 ou

encore son inactivation par la PCA™8, Les N-glycosylations du FVIII sont impliquées dans sa

sécrétion’> et son interaction avec les protéines chaperones!®, d’autant que la

reconnaissance des chaines glycanniques par le récepteur cargo LMAN1 est indispensable a

I’export de la protéine du RE6?,

Tableau 2 : Implication des glycosylations dans les fonctions des protéines de la coagulation

Glycosylations/
Protéine Effets Méthode Référence
variants étudiés
Récepteur membranaire
FT rFT (E. coli); rFT | Activité amidolytique du complexe | Comparaison du  FT | Krudysz-
(cellules Sf9 | FT/FVIla la plus élevée pour pFT (le seul a | exprimé par E. coli, | Amblo et
d’insectes) ; pFT | posséder des acides sialiques) cellules Sf9 d’insectes et | al'3®
(placentaire dérivé  du  placenta
humain) humain
1-absence de N- | 1-Pas d’effet sur I'activité et I'expression | 1-PBMC et HUVEC traités | Kothari et
glycannes antigénique par la tunicamycine a7
2-Mutations des | 2-Pas d’effet sur I'expression du FT ni sur | 2-Transfection CHO et
Asn 11, 124, | I'activité procoagulante HUVEC
137,271
N11/124/137A Pas d’effet sur I'activité procoagulante ni | Infection adenovirale | Kothari et
sur I'expression d’HUVEC al138
Facteurs procoagulants
Zymogene de sérine protéase
Prothro PT-N416Q Augmente la liaison a calnexine et Bip et | Mutagenese dirigée, | Wang et al*3?
mbine diminue la secrétion modéle HEK293
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FVII S52A;  S60A; | Diminue l'activité coagulante du FVII par | Mutagenése dirigée Lino et al'6?
S52/60A perte d’affinité pour le FT
N145/322Q- Diminue la sécrétion et favorise la | Mutagenése dirigée, | Bolt et al**!
S52/60A dégradation intra-cellulaire du FVII modeles COS et CHO
Présence de | Augmente I'affinité pour le FT Etude de variants de FVII | Sutkeviciute
résidus GalNAc dont la composition des | et al'4®
chaines N-glycanniques
différent
N360Q Blogue l'interaction avec la calnexine et | Mutageneése dirigée Wang et al'63
diminue la sécrétion du FVII
FIX Délétion  155- | La délétion augmente I'activité coagulante | Mutagenese dirigée, | Begbie et
177 et diminue la clairance demi-vie chez la souris all4?
Absence d’acide | Clairance accélérée Neuraminidase, clairance | Blasko et
sialique hépatocytaire chez le rat | al'43
FX Absence d’acide | Diminution de l'activation du FX par les | Neuraminidase Sinha et al46
sialique complexes FT/FVlla et FIXa/FVllla
T17A; T29A; | Les mutants augmentent de 2 a 40 fois | Mutagenése dirigée Yang et al'#’
N49A ; I'activation du FX par le FVila ou FIXa
T17/T29A; indépendamment des cofacteurs (x40 pour
T17/T29/N39/N | N49A)
49 Tous les variants sauf N49A diminuent
I'activation du FX par les complexes
FT/FVlla et FIXa/FVilla
FXI T475I Diminue la sécrétion de la protéine Mutagenese dirigée Mc Vey et
a|148
FXII T309K Augmente la perméabilité micro vasculaire | Souris Bjorkqvist et
a|154
Cofacteurs
FV N2181Q Augmente I'activité procoagulante a faible | Mutagenése dirigée, | Nicolaes et
concentration de PLs modele COS1 al’®, Kim et
a|157
Absence d’acide | Augmente l'inactivation du FV par la PCA Neuraminidase + N- | Fernandez et
sialique et de N- glycanase al1s8
glycannes
FV et | Absence de N- | 1)Diminue la sécrétion 1)Tunicamycine Pittman et
FVII glycannes 2)Augmente leurs activités altss
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2)déoxymannojirimycine
(inhibiteur de 't
glucosidase)

Modeles CHO, HepG2

FVII Absence de N- | Favorise I'association avec BiP et diminue | Traitement a la | Dorner et
glycannes la sécrétion tunicamycine als?
Absence de N- | Diminue l'interaction avec la calréticuline | Mutagenése dirigée, | Pipe et al'®°
glycannes (FVIII | et la calnexine et la sécrétion modele CHO
domaine B
délété)
Inhibiteurs de la coagulation
TFPI TFPI (E. coli) Diminue I'effet anticoagulant en TGT (lag | Comparaison du TFPI | Brodin et
time moins raccourci) déglycosylé (E. coli) au | alt®*
TFPI glycosylé (cellules
BHK) en TGT
AT hAT Défaut de sécrétion de I'AT Modele cellulaire CHO Schroder et
a|165
Acide sialique Accélére la clairance de I'AT chez le lapin Traitement par la | Zettimeissl
sialidase chez le lapin et al'®
N192Q; Accélere la clairance de I'AT chez le lapin Mutagenese dirigée Ni et al'6”
N155Q;
N135Q; N96Q
N135A Diminue I'affinité a ’héparine Mutagenese dirigée Turk et alt8
PC N97Q Diminue la sécrétion Mutagenese dirigée Grinell et
N248Q Diminue la maturation de la PC et le clivage aled
du dipeptide
Augmente l'activation par le complexe
N313Q TM/lla (x2,5)
Augmente I'activité anticoagulante (x2-3)
Absence des
glycosylations
de la chaine
lourde
PS Asn456 ; Ser460 | Augmente |'activité cofacteur Cellules HEK Lu et al'’®

Discréte augmentation de I'affinité pour la

C4BP

Les cellules humaines HEK (Human Embryonic Kidney) possédent les enzymes o.(2-3) et a,(2-6) sialyltransférases,

tandis que les cellules animales CHO (Chinese Hamster Ovary) sont dépourvues de la seconde.
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TGT : test de génération de thrombine ; BHK : Baby Hamster Kidney ; PLs : phospholipides

Pour finir, le fibrinogene, substrat de la thrombine, est synthétisé par le foie sous forme
hexamerique axf2y2 dont seules les chaines B et y sont N-glycosylées (en position 394 et 78
respectivement) tandis que les trois chaines peuvent étre porteuses de O-glycosylation?’1172
(Zauner 2012, Adamczyk 2013). Des anomalies de glycosylation et de sialylation du
fibrinogéne sont décrites chez les patients atteints de cirrhose hépatique ou de carcinome
hépato-cellaire!’3. L’étude des protéines sériques en électrophorése 2D chez des patients
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atteints de PMM2-CDG révele la présence d’isoformes anormales du fibrinogene'’* sans que

I'activité de la protéine n’en soit affectée puisque la mesure du fibrinogéne par technique de

coagulation est normale chez ces patients!’>.

b) Le réle des glycosylations sur les inhibiteurs de la coagulation

D’abord, le TFPI existe sous deux isoformes: I'une est soluble (isoforme ), et I'autre est ancrée
a la membrane par son ancre GPI (isoforme B). L'activité anticoagulante du TFPI peut étre
mesurée a |'aide du test de génération de thrombine. En inhibant le complexe FT/FVlla, le TFPI
ralentit I'initiation de la génération de thrombine a I'origine d’un allongement du temps de
latence (lag time). L'allongement du temps de latence est diminué lorsque le TFPI n’est pas
glycosylé'® suggérant ainsi que les N-glycosylations sont impliquées dans I'activité

anticoagulante du TFPI.

Le second inhibiteur impacté par les glycosylations est I'AT. En effet, I'absence des
modifications post traductionnelles nécessaires a un repliement optimal limite la sécrétion de
I’AT’®. De plus, il a été montré qu’un traitement de I’AT par la sialidase ou la suppression des
sites de N-glycosylation accélére la clairance de la protéine chez le lapint®®®’ Qutre I'impact
sur les taux circulants de I’AT, le défaut de glycosylation peut aussi modifier les fonctions de
la protéine. En particulier I'absence de la N-glycosylation en position 135 a I'origine de la
forme beta de I'AT accroit son affinité pour I’héparine'®®'’’. Bien que minoritaire en

circulation, la forme beta de I’AT serait donc I'inhibiteur majeur in vivo.
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Enfin, le systeme de la PC est lui aussi impacté par I'absence de glycosylations. A I'aide d’une
étude basée sur de la mutagenése dirigée, Grinnel et al'®® ont souligné I'importance des N-
glycosylations de la PC dans différentes fonctions. L’absence de glycosylation en position 97
de la chaine légére réduit la sécrétion de la protéine tandis que la mutation de I'Asn en
position 248 limite la maturation de la pré-protéine et le clivage du dipeptide. La vitesse
d’activation de la PC par le complexe thrombine-TM est quant a elle légerement accrue (2,5
fois) en I'absence de glycosylation en position 313 comparé a la PC wild-type. Les fonctions de
la protéine peuvent aussi étre affectées par la perte de glycosylation. L'absence de
glycosylation sur la chaine lourde de la PC augmente son activité anticoagulante d’un facteur
2 a 3. Les glycosylations de la PS, cofacteur de la PC, ont été relativement peu étudiées. La PS
posséde 3 sites de N-glycosylations impliqués notamment dans I'activité cofacteur de la

protéinel’°,

3.3.2 Les anomalies de |la coagulation rencontrées dans les CDG

Un profil atypique d’anomalies de la coagulation est rapporté chez les patients des la premiere
description du CDG en 1980. Ces anomalies de la coagulation combinent a la fois des déficits
en facteurs procoagulants comme les FXI et FIX mais aussi en inhibiteurs comme I'AT, la PC et
la PS. Une revue de la littérature publiée en 2018 permet de recenser des anomalies de la
coagulation chez 344 cas de PMM2-CDG®’. Le déficit en AT, anticoagulant majeur du systéme
de la coagulation, est le plus fréquent avec 157 cas décrits, suivi de pres par le FXI et la PC
déficitaires dans 125 et 120 cas respectivement. De plus, 40 PMM2-CDG présentent un déficit
en PS et seulement 17 ont une diminution du FIX. Les données de cette revue sont
concordantes avec celles de la série récente de Schiff et al® qui rapporte une baisse de I'AT et
de la PC dans 33% et 32% respectivement, tandis qu’un déficit en PS n’est observé que dans
5% des cas. De fagon intéressante, alors que les facteurs les plus riches en N-glycosylations
sont les FV, FVIII et vVWF, ce sont les déficits en AT et en FXI qui sont les plus fréquemment
décrits dans les CDG. Ceci peut étre expliqué par le réle majeur du défaut de glycosylation sur
la synthése, la sécrétion ou encore la stabilité de ces protéines dans la circulation.

Le profil de coagulation observé chez les patients PMM2-CDG est atypique puisqu’il se

démarque des autres situations cliniques dans lesquelles nous observons des anomalies
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combinées de la coagulation comme les atteintes hépatiques, la coagulation intravasculaire

disséminée ou encore |'avitaminose K (Tableau 3).

Tableau 3 : Profil de coagulation atypique rencontré dans le PMM2-CDG

Avitaminose K Insuffisance PMM2-CDG
hépatique/CIVD

TP (%) \ 2 N

Fil (%) 2 \2 N

FV (%) Normal J N

FVII (%) \ \! N

FX (%) 1 s N

Fg (g/L) Normal J Normal
TCK ratio 1T 0 0
FVIII (%) Normal Normal Normal (sauf

( si cIvD) exception)

FIX (%) \ { N ou J
FXI (%) Normal d J

AT (%) Normal d {

PC (%) \ \2 Nou
PS (%) { 1 Nou

Ce profil atypique est retrouvé dans d’autres types de CDG de type 1 que le PMM2-CDG. Les
patients atteints d’ALG6-CDG'’317°, ou de MPI-CDG>*'8%-186 présentent un profil de
coagulation similaire. Les anomalies de la coagulation se rencontrent également dans les CDG
de type Il. Medrano et al*®” décrivent une diminution des facteurs FVIII, FIX, FXI, PC et PS chez
un patient atteint de B4GALT1-CDG. Un profil assez similaire est retrouvé chez 3 patients
TMEM165-CDG avec une diminution des facteurs FVIII, FIX, FXI, et PC'8, L’activité du FVIII,
habituellement peu impactée dans les CDG est de 29%, 44%, et 45% chez ces 3 patients. La
faible fréquence du déficit en FVIII est surprenante compte tenu de la richesse en N-
glycosylation de cette protéine, d’autant qu’elles sont impliquées dans la sécrétion'>,
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I'interaction avec les protéines chaperonnes calnexine et calreticuline'®® ou encore dans
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I’export du RE®L, Ceci est peut-étre d(i en partie au fait que le dosage de FVIII n’est pas réalisé

en systématique.

3.3.3 Conséquences cliniques de la coaqulopathie observée dans les CDG

Les déficits combinés en facteurs procoagulants (le FXI principalement) et en inhibiteurs de la
coagulation (I'AT principalement) caractéristiques de la coagulopathie décrite chez les
patients atteints de CDG augmentent le risque hémorragique et thrombotique des patients
porteur de cette coagulopathie. Parmi les patients atteints de PMM2-CDG, la prévalence de
thrombose varie selon les séries et I’Age des patients. Les séries de Schiff et al®! et Linssen et
al'® estiment la prévalence de thrombose a 2% et 7% respectivement, alors que la moyenne
d’age est de 12 et 4,6 ans respectivement. La prévalence de thrombose s’éléve a 24% dans la
série de patients adultes de Monin®® et al dont la moyenne d’age est de 27,4 ans. La revue de
la littérature en 2019 retient 12,5% d’évenements thrombotiques chez les patients PMM2-
CDG®’. Artérielle ou veineuse la thrombose peut étre spontanée ou déclenchée par une
chirurgie ou un cathétérisme®®. Quatre cas de thrombose cérébrale ont également été
rapportés dans la littérature®!. Les complications thrombotiques sont communes a d’autres
types de CDG que le PMM2-CDG. Des cas de thromboses veineuses profondes!83191-193 gy de
thromboses cérébrales'®194 sont également décrites chez les patients atteints de MPI-CDG.
A l'inverse, le risque thrombotique semble plus modéré dans I’ALG6-CDG avec un seul cas
décrit dans une série de 41 patients'®. La thrombose peut aussi étre de localisation
atypique comme la thrombose du territoire splanchnique décrite chez au moins 7 patients
porteur de CDG causé par un défaut d’ancre GPI (PIGM-CDG)*®.

Favorisée par le déficit en AT ou PC, la thrombose est parfois méme le symptome révélateur

du diagnostic de CDG chez I'enfant!®3 ou chez I'adulte!®’.

Moins fréquentes que les thromboses, les manifestations hémorragiques concernent quant a
elles 2 a 14% des patients atteints de PMM2-CDG selon les séries®¥18 pouvant étre graves
lorsque la localisation est cérébrale (2 cas rapportés dans la série de Schiff et al®!). Dans le cas
des patients porteurs de MPI-CDG les hémorragies sont principalement d’origine digestive,
secondaires a |’hypertension portale, et la rupture de varices cesophagiennes peut étre

fatales198199,
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Nous ne savons toujours pas a I’"heure actuelle si la coagulopathie observée chez les patients
est impliquée dans la survenue des complications vasculaires de type SL. Pour tenter
d’expliquer le mécanisme physiopathologique des SL, de récents travaux suggérent
I'implication des canaux calciques dans la survenue de ces évenements semblables a ceux
observés dans les cannalopathies familiales??°. Malgré I'absence de thrombus mis en évidence
par les techniques d’imagerie lors de ces épisodes, le role de la coagulation ne peut cependant
étre exclue. Une seconde hypothése a laquelle I'état d’hypercoagulabilité pourrait participer
est ’hypothése de la formation de micro-thrombi (non visibles a I'imagerie) a I'origine d’une
ischémie transitoire. Ce mécanisme est décrit dans une autre pathologie, la migraine avec
aura?®l. Il a en effet été montré dans un modéle murin que l'injection intra-vasculaire de
micro-thrombi induisent les ondes lentes de dépolarisation observées dans I'aura

migraineuse?®?,

4. Etude du profil global de coagulation en test de génération de thrombine

4.1 Exploration usuelle des coagulopathies au laboratoire

La coagulopathie observée chez les patients atteints de CDG est complexe et combine des
anomalies des systémes procoagulant et anticoagulant, dont la résultante in vitro est difficile
a évaluer avec les tests de coagulation standards. Dans un premier temps, les coagulopathies
sont explorées a I'aide de test globaux de la coagulation comme le temps de Quick (TQ) et le
temps de céphaline activé (TCA) utilisés en routine au laboratoire. Le principe de ces tests
repose sur la mesure du temps de coagulation d’un plasma citraté et déplaquetté aprés
recalcification en présence de thromboplastine (TQ) ou céphaline (TCA) (Figure 17). Le TCA
explore donc tous les facteurs de la coagulation sauf le FVII tandis que le TQ peut dépister les
déficits en facteurs Il, V, VII, X ou fibrinogene. Lorsqu’un des temps de coagulation est allongé,
les dosages de facteurs spécifiques sont réalisés. Cependant, ces tests globaux ont leurs
limites. Seulement 5% de thrombine générée suffisent a la formation du caillot, les 95%
restant n’étant pas exploré par ces tests usuels?°3, De plus, I'activité des inhibiteurs de la

coagulation (AT, PC, PS) n’est pas explorée par ces tests.
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Figure 17 : Exploration de la voie du facteur tissulaire et de la voie contact de la coagulation.

D’apres Diapharma®

4.2 Principe de la thrombinographie (ou test de génération de thrombine)

La mesure de la génération de thrombine en temps réel ou thrombinographie s’est imposée
comme test de coagulation global intégrant I’ensemble des facteurs de la coagulation et les
inhibiteurs physiologiques y compris le systeme de la PC lorsque de la TM soluble (TMs) est
ajoutée au systeme. Le principe de la thrombinographie repose sur la mesure en continue de
la génération de thrombine a I'aide d’un substrat fluorogénique dans un milieu contenant de
la fibrine2942%> (Figure 18). La phase d’initiation correspond au déclenchement de la cascade
de la coagulation jusqu’a formation des premiéres traces de thrombine et de fibrine. La
thrombine ainsi formée active les cofacteurs Va et Vllla qui amplifient la génération de
thrombine jusqu’a atteindre un potentiel maximal de thrombine générée. Vient ensuite
I’étape d’inhibition lorsque I'AT exerce ses effets inhibiteurs vis-a-vis de la thrombine et du

FXa. Le systéme inhibiteur de la PC, lui, est actif uniqguement en présence de TM,
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physiologiquement exprimée a la surface de I'endothélium. Lorsque le test de génération de
thrombine est réalisé en présence de TM soluble, le systeme de la PC, alors activé, est capable
d’exercer ses effets anticoagulants vis-a-vis des cofacteurs Va et Vllla limitant ainsi la
génération de thrombine?°®. La durée de la phase d’initiation, le maximum de thrombine
générée et le potentiel endogéne de thrombine générée sont exprimés a l'aide des
parametres respectifs : lag time ou temps de latence, peak ou pic et ETP (endogenous

thrombin potential) ou AUC (aire sous la courbe) (Figure 18).
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Figure 18 : La génération de thrombine en 3 phases et les principaux paramétres analysés

Adapté de Gerotziafas 2005 ; 11(30), 3855-76

4.3 Les applications du test de génération de thrombine

Le TGT est utilisé dans de nombreuses applications pour dépister a la fois les états
hypocoagulables des maladies hémorragiques comme I’lhémophilie??’~2%° ou la maladie de
Willebrand?19211 et les états hypercoagulables des facteurs acquis ou hérités prédisposants a
la thrombose?'2213, Le TGT permet aussi le suivi des traitements anticoagulants?4-216
antiagrégants®'’ ou le traitement par des agents hémostatiques?18-229,

Le TGT a déja permis d’évaluer la balance hémostatique dans des situations cliniques affectant

a la fois les facteurs procoagulants et les inhibiteurs de la coagulation. En effet, en période
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néonatale ou en cas de cirrhose, une baisse concomitante des facteurs procoagulants et des
inhibiteurs est due a un défaut de synthése hépatique. Dans ces deux situations le test de
génération de thrombine réalisé en I'absence et en présence de TM a permis de montrer que
la balance hémostatique n’est pas altérée : la diminution du potentiel de génération de
thrombine en I'absence de TM étant contrebalancée par un défaut de mobilisation du systeme
de la PC?21222 | e test de génération de thrombine a également permis de mieux comprendre
les coagulopathies rencontrées chez les patients septiques. Dans le sepsis, I'activation trés
importante de la coagulation, pouvant aboutir a une coagulation intra-vasculaire disséminée
(CIVD), est due a la présence de pathogénes capables d’entrainer I’exposition du FT%23. La CIVD
est caractérisée par des défaillances viscérales et par un phénomeéene de consommation des
plaquettes et de I'ensemble des protéines de la coagulation incluant les systemes inhibiteurs
AT et PC/PS?**. Malgré un potentiel endogéne de thrombine diminué en I'absence de
TM?25226 |3 résistance a une mobilisation du systéme de la PC observée chez ces patients

aboutit a un phénotype hypercoagulant in vitro?2°.
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Objectif |

Dans la premiéere partie de ce mémoire, nous avons rappelé que les chaines glycanniques sont
impliquées dans de nombreuses fonctions des protéines et participent au bon développement
des mammiferes, en particulier du systéme nerveux central. Le syndrome CDG est un groupe
de maladies rares caractérisés par un défaut de glycosylation a I'origine le plus souvent d’un
retard du développement psychomoteur et d’une atteinte neurologique. Les patients atteints
de ce syndrome peuvent présenter des complications neurologiques aigues appelées stroke-
like (SL), dont le mécanisme physiopathologique n’est pas complétement élucidé, ainsi que
des complications vasculaires, le plus souvent thrombotique mais aussi parfois
hémorragiques.

De fagon intéressante, des anomalies de |’hémostase sont également fréquemment
observées chez ces patients. Elles touchent aussi bien des facteurs de la coagulation comme
le FXI et le FIX, que des inhibiteurs physiologiques comme I’AT, la PC et la PS, ce qui rend
difficile I’évaluation global de I’équilibre de la coagulation en utilisant des tests conventionnels
d’exploration de I’'hémostase.

Afin d’évaluer de facon globale I'impact de I'ensemble des anomalies rencontrées chez les
patients sur la coagulation nous avons choisi d’utiliser le test de génération de thrombine.
L’objectif de cette premiére partie est donc (i) d’établir le profil de coagulation in vitro des
patients atteints de CDG et (ii) de déterminer si parmi les patients qui présentent des

antécédents de thrombose ou de SL un profil hypercoagulant se détache.
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Article | : Etude du profil de coagulation des patients atteints de CDG par

thrombinographie

La file active de patients atteints de CDG connus du centre de référence des maladies
métaboliques de I'hopital Necker-Enfants Malades comprend une trentaine d’enfants. Ces
enfants ont un suivi régulier de leurs anomalies de la coagulation, et plus particulierement lors
d’un accident neurologique aigu ou d’une fiévre, ou lorsqu’un geste est programmé. Nous
avons pu étudier les anomalies de la coagulation pour 35 patients atteints de CDG, dont 24
sont suivis a I’hopital Necker, et 11 dans d’autres centres (Caen, Angers en France et Murcia
en Espagne).

Nous avons déterminé la fréquence des déficits en facteurs procoagulants et en inhibiteurs
dans cette série. Le test de génération de thrombine (TGT) a été centralisé a I’'hopital Necker
et réalisé pour les 35 patients. La génération de thrombine a d’abord été mesurée en I'absence
de TMs afin d’évaluer I'impact des déficits en facteurs procoagulant et en AT. Puis le TGT a été
réalisé en présence de TMs de maniéere a mobiliser le systéme inhibiteur de la PC et mesurer
aussi I'impact des déficits de ce systeme.

Nous avons également recueilli rétrospectivement les données relatives aux complications
neurologiques et vasculaires de ces 35 patients afin de déterminer le profil de coagulation des

patients avec antécédents.
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Abstract

Background: Congenital disorders of glycosylation are rare inherited diseases affect-
ing many different proteins. The lack of glycosylation notably affects the hemostatic
system and leads to deficiencies of both procoagulant and anticoagulant factors.
Objective: To assess the hemostatic balance in patients with multiple coagulation
disorders by using a thrombin generation assay.

Method: We performed conventional coagulation assays and a thrombin generation
assay on samples from patients with congenital disorder of glycosylation. The throm-
bin generation assay was performed before and after activation of the protein C sys-
tem by the addition of soluble thrombomodulin.

Results: A total of 35 patients were included: 71% and 57% had low antithrombin and
factor Xl levels, respectively. Protein C and protein S levels were abnormally low in
29% and 26% of the patients, respectively, whereas only 11% displayed low factor IX
levels. Under baseline conditions, the thrombin generation assay revealed a signifi-

cantly higher endogenous thrombin potential and thrombin peak in patients, relative

Manuscript handled by: Pieter Reitsma
Final decision: Pieter Reitsma, 1 July 2019

© 2019 French National Institute of Health and Medical Research. © 2019 International Society on Thrombosis and Haemostasis.
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1 | INTRODUCTION

Hemostasis is a physiological process that maintains blood flow and
prevents blood loss (through clot formation) following vascular in-
jury. Many coagulation proteins are involved in clot formation, and a
deficiency in any one of them may lead to bleeding. Extension of the
clot is regulated by physiological inhibitors, which may cause throm-
bosis if they are lacking or altered. The final result is a tightly regu-
lated balance between procoagulant and anticoagulant factors.* The
impairment of a single coagulation protein—usually resulting from
mutation of the coding gene—may disrupt the hemostatic balance
and thus lead to bleeding or thrombosis. On one hand, hemophilia
is characterized by a lack in procoagulant factors VIII (FVIII) or IX
(FIX), and results in severe bIeeding.2 On the other, a deficiency in
antithrombin (AT), a key endogenous coagulation inhibitor, and the
first thrombophilic risk factor to be discovered in humans, leads to
thrombosis. Since the discovery of AT, procoagulant states result-
ing from impairment of the protein C (PC) system have been iden-
tified.®> Some contexts (such as cirrhosis, the neonatal period, and
disseminated intravascular coagulation) produce a combination of
protein deficiencies that affect both procoagulant and anticoagulant
factors.*” A lesser known etiology for combined impairments of co-
agulation proteins is ascribed to congenital disorders of glycosyla-
tion (CDG), a large group of rare inherited diseases. To date, around
100 different CDG have been identified. Because of the importance
of the glycosylation process for the function of many proteins, im-
paired glycosylation results in broad multisystem clinical manifesta-
tions. The most frequent CDG is phosphomannomutase deficiency
(PMM2-CDG).° The clinical symptoms of PMM2-CDG may include
failure to thrive, developmental delay, cerebellar ataxia, strabismus,
skeletal findings, and cardiac or renal involvement.” Coagulation fac-
tors, most of which are glycoproteins, are also frequently affected in
CDG. Interestingly, patients with CDG may have a coagulation pat-
tern that does not correspond to hepatocellular failure, factor con-
sumption, or vitamin K deficiency. Indeed, low levels of both clotting

factors (FIX and FXI) and coagulation inhibitors (especially AT, PC

to controls. After spiking with thrombomodulin, we observed impaired involvement
of the protein C system. Hence, 54% of patients displayed a hypercoagulant phe-
notype in vitro. All the patients with a history of stroke-like episodes or thrombosis
displayed this hypercoagulant phenotype.

Conclusion: A thrombin generation assay revealed a hypercoagulant in vitro pheno-
type under baseline condition; this was accentuated by impaired involvement of the
protein C system. This procoagulant phenotype may thus reflect the risk of severe
vascular complications. Further research will have to determine whether the throm-

bin generation assay is predictive of vascular events.

coagulation disorder, congenital disorder of glycosylation, thrombin generation assay

Essentials

e Factor X| and antithrombin are mainly affected in con-
genital disorders of glycosylation.

o We assessed the hemostatic balance using thrombin
generation assay.

e We evidenced a hypercoagulant phenotype in vitro in
most patients.

e Patients with a history of stroke-like episodes or throm-
bosis displayed the hypercoagulant state.

and protein S [PS]) are usually reported in the literature.”*° Primary
hemostasis might also be affected in patients with CDG; there is
evidence of thrombocytopenia related to SLC35A1-CDG (a form af-
fecting a specific sialic acid transporter 11) or the enhancement of
platelet aggregation in PMM2-CDG*2even though the platelet N-
glycoproteins appear to be normal.’® In childhood, PMM2-CDG is
marked by acute neurologic impairments mimicking stroke; these are
commonly referred to as stroke-like episodes. The episodes occur
mainly during periods of fever or after head trauma, and are often re-
vealed by confusional state, focal neurological deficit with mono- or
hemiparesis, and sometimes, epileptic seizures.”'* The hemostatic
system's role in the pathophysiology of stroke-like episodes has not
yet been characterized. During the first 72 hours of a stroke-like
episode, magnetic resonance imaging may reveal vasogenic edema
that is not restricted to arterial territories'*™%: in contrast, ischemic
occlusion is rarely observed.)” Stroke-like episodes may affect up
to 50% of patients with PMM2-CDG.” Thrombosis and hemorrhages
are also reported in CDG, but are less frequent than stroke-like
episodes.”*¢181? Because of multiple coagulation abnormalities af-
fecting both procoagulant and anticoagulant factors, the hemostatic
balance is difficult to assess in vivo. Hemostatic balance is usually in-
vestigated by overall coagulation tests, such as the prothrombin time
and the activated partial thromboplastin time; however, these tests

have limitations. First, they explore only 5% of the total thrombin
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potential (i.e., just enough to clot the plasma).20 Furthermore, the
overall coagulation tests are not sensitive to coagulation inhibitors
in general and the PC system in particular (which cannot be acti-
vated in the absence of soluble thrombomodulin [sTM]). The throm-
bin generation assay (TGA) probes the whole thrombin formation
process—from generation to inhibition—and thus takes account of
both clotting factors and clotting inhibitors.?%?! By combining dif-
ferent analytical conditions, all the anticoagulant systems can be
investigated (i.e., the AT system under baseline conditions and the
PC system in the presence of sTM).?? Although the TGA has been

used to study the coagulation balance in patients with cirrhosis,?

in neonates,?#2°

and in patients with sepsis,26 it has not previously
been applied (in the presence and absence of sTM) to studies of pa-

tients with CDG.

2 | METHOD

2.1 | Study populations

Thirty-five patients with confirmed CDG were enrolled in this retro-
spective, multicenter study between 2010 and 2017. Patients being
treated with anticoagulants were excluded from the study. Samples
from 35 control subjects were also collected during consultations
before minor surgery. Control subjects with known coagulation
abnormalities or taking anticoagulants were excluded. The study
was approved by the local investigational review board (Necker
Children's Hospital, Paris, France; reference: 2018-TP-4). Patients
were provided with study information and gave their consent to
participation.

2.2 | Standard coagulation assays

Samples were collected in vacuum tubes containing 0.109 mol/L so-
dium citrate. Platelet-poor plasma was obtained after two cycles of
centrifugation at 20°C for 15 minutes at 2000 x g (to achieve a platelet
count <10 x 10?/L), and then stored at ~80°C. Standard coagulation
tests were performed using the ACL TOP analyzer (Instrumentation
Laboratory). Levels of FIX and FXI activity were measured in a clot-
ting-based assay using lyophilized, deficient plasma from Siemens
(Siemens Healthcare Diagnostics SAS) or Werfen (Instrumentation
Laboratory). AT activity was determined using a chromogenic assay
(Stachrom® ATIII, Diagnostica Stago SAS). PC and PS anticoagulant
activities were determined in specific clotting-based assays (Staclot®
PC and Staclot® PS, respectively; Diagnostica Stago SAS). The re-
sults were interpreted according to the age-appropriate reference

interval for each assay.®

2.3 | The thrombin generation assay

To standardize the results as much as possible, the TGA was solely
performed in the central laboratory at Necker Children's Hospital,
using the calibrated, automated thrombogram method.?” Samples

were mixed with PPP reagent® (tissue factor: 5 pmol/L; phospholipids:

° . | 3

jth
4 umol/L) (Diagnostica Stago) in a 96-well plate (Immulon, 2HB clear
U-bottom; Thermo Fisher Scientific). All samples were run in dupli-
cate. Coagulation was triggered with calcium chloride in buffer con-
taining the fluorogenic substrate (FluCa-kit reagent®, Diagnostica
Stago). For each individual plasma sample, we used a thrombin cali-
brator (Diagnostica Stago) to correct for differences in sample color,
inner filter fluorescence, and substrate consumption. Fluorescence
was recorded for 60 minutes in a Fluoroskan Ascent microplate fluor-
imeter (Thermolab Systems), and the data were then analyzed using
Thrombinoscope™ software (version 5.0.0.742; Diagnostica Stago).
The endogenous thrombin potential (ETP), the thrombin peak, the time
to the thrombin peak, and the lag time were recorded for each assay.
To assess the impact of the PC system on the TGA result, experiments
were also conducted in the presence of recombinant sTM (American
Diagnostica) at a final concentration of 7.5 nmol/L. As described by

1,26 an index “R” was calculated for the TGA parameters (i.e.,

Perrinet a
the value in the presence of sTM divided by the value in the absence
of sSTM); the closer the ratio is to 1, the weaker the response to the PC

system.

2.4 | Statistical analysis

All quantitative variables were expressed as the median (interquar-
tile range). Statistical analysis was performed with Prism software
(GraphPad Software Inc.). Intergroup comparisons were performed
using the Mann-Whitney U test. Correlations were determined by
calculating Spearman's coefficient. The threshold for statistical sig-
nificance was set to P < 0.05.

3 | RESULTS

3.1 | Characteristics of the study populations

Thirty-five patients with confirmed CDG (15 males and 20 females;
median age: 10 [4; 14] years) were enrolled in the study (Table 1).
The control population comprised 35 volunteers (20 males and 15
females; median age: 8 [2; 14] years). The patient and control group
did not differ significantly with regard to age (P = .3115). During a
retrospective review of the participants’ medical records, we found
that 10 patients with CDG had a history of stroke-like episodes
(n = 7), athrombotic event (n = 2) or both (n = 1). No major bleeding
(defined according to the International Society on Thrombosis and
Hemostasis criteria) was reported, although bleeding related to es-
ophageal varices occurred in two patients with mannose phosphate
isomerase CDG. None of the blood samples were collected during

an acute event.

3.2 | Combined coagulation protein deficiencies in
patients with CDG

Given that FIX, FXI, AT, PC, and PS are primarily affected in CDG,’ 10
we chose to assay these coagulation factors. Indeed, we found that

CDG syndrome affected the activity of clotting factors and plasma
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inhibitors. Relative to the age-appropriate reference interval,”> we

8 35
o 9:3' ? 5 “g found that 20 patients (57%) had low FXI levels, whereas only 4
n o 7] ]
g g @ N : % (11%) displayed low FIX levels. Levels of AT, PC, and PS were also low
© o
§ ;U g w U)“’» § in 25 (71%), 10 (29%), and 9 (26%) patients, respectively (Table 1).
> .o
- ,_%D % B L: '% -E_ Only five patients in our series had a single factor deficiency (AT)
§ » o EL § z g z (Figure 1), suggesting that AT is more likely to be affected in CDG
oM IS . . .
= @ g ) ;\3 E syndromes. Interestingly, FXI levels were low in 19/25 (76%) patients
< £ 9 © . - - .
X g % g § with an AT deficiency, whereas PC and/or PS deficiency was associ-
T T
2 ',?, e ey ated with AT deficiency (14/15 patients), FXI deficiency (14/15 pa-
[ [ o =
T o o o « o N o X SN *E tients), or both (13/15 patients) (Figure 1). Moreover, levels of FXI
s < ™ n o K © F g © It
k= ) ; . correlated well with levels of AT (Spearman's r = .8443; P < .0001;
z % g .
< 3 § ’; g § Figure 1).
o S ro 8%
c 3} o 0
g > 8 2¢ ) )
5 I8 23BIRY S 9% £F 3.3 | The thrombin generation assay
a -~ o S - o X
- 0\0 = 8
‘g % S % 7 In the patients with CDG, the baseline TGA revealed an abnormal
= 5 .
9:1 § & 5 3 ) thrombin generation profile relative to controls (Figure 2B). We
B = £ =&
'E § >-: ™ g (;1 observed a greater median ETP (1435 [1160-2163] nmol/L/min
5 C
_g 8 5 EO & 2 in patients with CDG vs 956 [893-1157] nmol/L/min in controls,
= > “ .-
= TN QRN I 3 g E P < .0001) and a greater thrombin peak (230 [193-284] vs 157
- ~
< - 8 o < oo é [110-207] nmol/L, respectively; P < .0001; Figure 2B). The lag time
c TR =
< @ 2 g £ 09 and the time to peak were shorter in patients with CDG than in con-
~ e . - o
< § : :\a § é trols (2.50 [2.00-3.00] vs 2.84 [2.67-3.50] minutes for the lag time,
g . I ~ ™ i gc:n % % (:: P =.001, and 5.23 [4.34-6.50] vs 7.00 [5.84-8.33] minutes for the
X L
g e et "s £ g b3 time to peak, respectively, P = .0008; Figure 2B). Under baseline
=1 S E T >
= o o T ™ conditions, these changes in the thrombin generation profile evi-
R = d N 0y
=< g v8 T8 denced a hypercoagulant state in the patients. Similar results were
§ g '% R S 2 obtained when the TGA was performed at a low TF concentration
o ¥ n ™M OV < o -
,E S v © o © B © Lﬁ = g a ‘é (1 pmol/L) in 25 patients with CDG, relative to controls (Figure S1).
i
= T E\: 2 8 <Z( To evaluate the response to the PC system, the TGA was then
§° §_ E % 8 ) performed in the presence of 7.5 nmol/L of sTM. Spiking with sTM
~— PR,
‘_g T o~ o« — . E *z _g % g is expected to decrease the ETP and the peak (relative to the base-
L2 o o A A ;3; *5 g £ g line condition, as illustrated by the control thrombogram shown
o q>, _§' j'c-': E é in Figure 2A). When the PC system is not activated, the relative
=} > c £ o
£ *g g © Z < decreases in the ETP and peak are not observed (see patient 6 in
- = o ©
= 8 4 I b S 3 5 s § % g Figure 2A). The assay's sensitivity to the PC system is reflected by
{ ;S o = .
T - T e :E“ N ™ s the RE™ and R ratios. The response to PC system was altered in
B c O - 8
— %S _g € g £ patients with CDG (relative to controls) as illustrated by the greater
X NN~ VN O N O 9 by o - ETP i
E ® o N S o o @ S G % values of R®'" (0.37 [0.26-0.62] vs 0.23 [0.14-0.32], respectively;
n_ - =z o >
§ §3 § ¥ P = .0005) and RP®% (0.48 [0.33-0.74] vs 0.35 [0.28-0.49], respec-
bad e A [%2)
- vl g § 8 ;_ 2 tively; P = .0104; Figure 2C). The impaired PC involvement in pa-
E -
O g g E E’) g g 2 NoS o ; tients with CDG accentuates the hypercoagulant state observed in
o H2oXg . . .
8 z2z2% S 5293 & 2 28 2 vitro under baseline conditions.
w ~ ©O (%]
g g 3 A> g § Last, the overall hemostatic balance for each patient was as-
[=% = =]
E N . " S L oS o pes g 3 = g sessed with regard to the baseline ETP (in the absence of sTM, cor-
£ a 9
- = % 't'é S g % responding to the ability to generate thrombin) and RE'? (reflecting
— > o O
3 § E é g:: = \30 g ;:3 impairment of the PC system; Figure 3). Baseline thrombin genera-
=} a 9 S5 2 -
= =5 2 E RN tion (reflected by the ETP) is influenced by the deficiencies in pro-
E o2 S T &~0T7%
= o Lo ETP +o
Q &D S o < O ~ 3RS B § = u>; i % coagulant factors (FIX and FXI) and AT, whereas R*'" is influenced
. g T 5 ;' s by the PC system. Nineteen of the 35 patients (54%) expressed a
- *® S e 24
w TE' k= Tw“ qg E =3 f;u E hypercoagulant phenotype in vitro (relative to controls), with ele-
- = .
[~ S go z % X X g a vated baseline thrombin generation (n = 9), impaired involvement of
< E A8 5 838 0£58332¢ ) .
= OL X A A< & the PC system (n = 5), or both (n = 5). Moreover, all 10 patients with
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CDG and a documented history of stroke-like episodes (n = 7) or
thrombotic events (n = 2) or both (n = 1) displayed a hypercoagulant

phenotype in the TGA. The small number of patients prevented us

from performing a 2 x 2 contingency table analysis.

4 | DISCUSSION

In CDG syndrome, the lack of glycosylation affects many plasma gly-
coproteins, including hemostatic proteins, which generally contain
several glycosylation sites.?® As previously described in the litera-
ture on patients with CDG,” % we observed in our series a charac-
teristic coagulation pattern, with a decrease in both procoagulant
and anticoagulant factors. AT and FXI| were the main coagulation
factors affected, with low levels in, respectively, 71% and 57% of
the patients with CDG,; this was probably because the lack of glyco-
sylation is known to have a strong impact on the folding, secretion,
and/or stability of these proteins.z(”'30 Clearance might also be af-
fected by the glycosylation defect; indeed, sialidase treatment of AT
is associated with a significantly shorter in vivo half-life in rabbits.3!
The lack of glycosylation might also affect the coagulation proteins’
activity as well as their levels. Indeed, the absence of AT's N-glycan
chain at Asn 135 results in a greater affinity for heparin.3?3 The PC
and PS levels were also low in 29% and 26% of the patients, respec-
tively, whereas only 11% of the patients displayed a FIX deficiency.
PC also has four glycosylation sites, which are reportedly involved in
the protein's secretion, its activation by the thrombin-TM complex
or its anticoagulant activity.>*

In the present study, we used an approach to assess the impact
of combined deficiencies (affecting both procoagulant and antico-
agulant factors) on the hemostatic balance in patients with CDG.
The TGA enabled us to assess the entire thrombin formation pro-
cess (from generation to inhibition), and thus to take account of both

clotting factors and coagulation inhibitors. In patients with CDG,

150 1
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FIGURE 1 Correlation between factor XI (FXI) and antithrombin
levels in patients with congenital disorders of glycosylation (CDG).
Dashed lines represent the reference interval in children over the
age of 6 months (for CDG 17, aged 2 months, the reference interval
is >50% for antithrombin and >25% for FXI). Patients who also
displayed protein C and/or PS deficiencies are represented by gray
crossed circles. The correlation between FXI and antithrombin
levels was determined using Spearman's rank test

application of the TGA revealed higher levels of thrombin genera-
tion (i.e., a significant increase in ETP and the peak) and a shorter
lag time and time to peak in patients with CDG, relative to controls.
These results attest to a hypercoagulant state in vitro under baseline
conditions. In order to assess the response to the PC system, we
also performed the TGA after spiking with sTM?2; we observed a
significant impaired involvement of the PC system. This impairment
was probably the result of the protein C deficiency evidenced in 29%
of the patients. The lower sensitivity to the PC system in patients
accentuated the hypercoagulant phenotype observed at baseline
in vitro. This approach to characterizing hemostasis (i.e., applying
the TGA under baseline conditions and then after activation of the
PC system) has already been used to study the coagulation balance
in patients with combined coagulation factor deficiencies. Indeed,
in clinical settings affecting both procoagulant and anticoagulant

23,35 and the neonatal period,25 the results

factors such as cirrhosis
of the TGA suggest that the overall hemostatic balance is not al-
tered: a decrease in thrombin generation is counterbalanced by a
decrease in sensitivity to the PC system. This probably explains the
low bleeding tendency of patients with cirrhosis other than gastro-
intestinal bleeding, the pathophysiology of which is mainly related
to portal hypertension and therefore leads to esophageal varices,
rather than coagulation impairment.®® Similarly, two patients in our
series experienced bleeding related to esophageal varices and portal
hypertension: a hypercoagulant TGA profile was seen for patient 18,
whereas patient 31 had a normal profile. A relatively normal coagu-
lation balance (according to the TGA) has been reported in neonates,
despite markedly low levels of vitamin K-dependent coagulation fac-
tors.?” In the context of septic shock, and despite a clear impairment
of thrombin generation under baseline conditions (probably reflect-
ing consumption coagulopathy), patients are highly resistant to the
PC system—leading to an overall procoagulant phenotype in vitro.2®
Interestingly, the patients with CDG in our series who had experi-
enced stroke-like episodes or thrombosis all displayed a hyperco-
agulant phenotype in vitro. This observation suggests that patients
with a disrupted hemostatic balance are more exposed to the oc-
currence of stroke-like episodes or thrombosis. Furthermore, none
of the patients with a normocoagulable phenotype had a history of
thrombosis or stroke-like episodes. Despite this hypercoagulant in
vitro phenotype in patients with CDG, the incidence of thrombo-
sis in our series was low (three cases). We hypothesize that in vivo
the prothrombotic effect of AT deficiency is counterbalanced by the
low level of FXl—as suggested by the strong correlation between
AT and FXI levels in our study population. Furthermore, it has been
reported that patients with FXI deficiency have a low incidence of
thrombotic events.®”*® In our series, the patients were more likely
to have a history of stroke-like episodes than a history of throm-
botic events. In children, the occurrence of stroke-like episodes is
not limited to PMM2-CDG syndrome; many disorders (such as mi-
graine, epilepsy, and even tumors) can mimic stroke.’ In patients
with PMM2-CDG, the pathophysiology of stroke-like episodes has
yet to be characterized. Recently, their similarity with acute events

in channelopathy related to familial hemiplegic migraine has offered
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FIGURE 2 Results of the thrombin generation assay. Thrombin generation was performed with PPP reagent® (final concentrations: tissue
factor, 5 pmol/L; phospholipids, 4 pmol/L). The endogenous thrombin potential (ETP, nmol/L/min), thrombin peak (peak, nmol/L), lag time
(min), and time to peak (min) were recorded. A, Typical thrombograms. Thrombogram obtained in the absence of thrombomodulin (TM; black
line) using plasma from controls (left panel). The addition of thrombomodulin (7.5 nmol/L) resulted in a decrease in thrombin generation
(gray line) via the activation of protein C. Baseline thrombin generation in patient 6 (right panel) revealed a hypercoagulant profile, relative
to controls. After the addition of TM, a hypocoagulant effect was no longer observed (gray line) because of an impairment of protein C. The
data are representative of two independent experiments. B, Baseline thrombin generation. Each point corresponds to a study participant,
and the mean + SEM is also shown. Patients with a history of a stroke-like episode or thrombosis are represented by triangles. C, Response
to thrombomodulin addition. Results are expressed as the RETP ratio (ETP in the presence of TM/ETP in the absence of TM) and the RPeak
ratio (peak in the presence of TM/peak in the absence of TM). Data are presented as the mean + SEM. *P < .05; **P < .01; ***P < .001
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FIGURE 3 Distribution of patients according to their in vitro
phenotype in the TGA. The quadrants are defined according to

the highest values obtained in controls, delimiting three areas. The
white area corresponds to a normal ETP and R index, or both an
altered ETP and R index, or a high ETP with low R index (defined
as normal coagulation phenotypes). The gray area corresponds to a
high R index with a normal or high ETP, or a high ETP with a normal
R index (defined as hypercoagulable phenotypes). The hatched area
corresponds to an altered ETP with a normal or low R index, or a
normal ETP with an altered R index (defined as hypocoagulable
phenotypes). Patients with CDG who had a history of stroke-like
episodes or thrombosis are illustrated as crossed circles

aresearch approach.**

Even though there is no evidence of ischemic
occlusion during stroke-like episodes in PMM2-CDG,'*¢ the hyper-
coagulability state may still contribute to their development. Indeed,
as hypothesized in migraine with aura, the occurrence of a transient
ischemic attack cannot be ruled out.*%*!

Stroke-like episodes have several reported triggering factors.
In particular, hyperthermia may reduce the activity of PMM2 and
thus accentuate the glycosylation defects affecting coagulation
factors. Indeed, temperature instability of several PMM2 variants
has been reported in the literature.*?> Furthermore, for some AT
variants, hyperthermia reportedly induced a conformational change
in the protein and transient AT deficiency, leading to an increased
risk of thrombosis.**** Patients with PMM2-CDG and pre-existing
coagulation abnormalities appear to be more sensitive to disturbing
factors or trauma and thus disseminated intravascular coagulation,
as already described during stroke-like episodes or in inflammatory
disease.”*> Another case report indicated that surgery is also a
critical situation because administration of FXI triggered a serious
coagulation imbalance and disseminated intravascular coagulation.*¢
These observations suggest that coagulation protein deficiencies
in patients with CDG should be considered as a whole and not in
isolation.

Our study had some limitations. In contrast to the purified sTM
used in the assay, the patients’ abnormally glycosylated TM may be
less well secreted or less active. Indeed, the deletion of EGF-like do-
mains 4 and 5 (which contain N-glycan chains) reduces thrombin's
binding affinity and its cofactor activity.*” Thus, mobilization of
the PC system might have been more impaired in vivo in patients
with CDG than in vitro. Although the plasma thrombomodulin con-

centration was higher in patients with CDG than in controls (2.95

[2.24-4.33] vs 2.06 [1.79-2.38] ng/mL, P = .0009; Figure S2), it was
probably not high enough to counterbalance the procoagulant phe-
notype observed in the TGA. Indeed, the TM concentration used
in the assay is 100 times higher than those measured in plasma.
Moreover, antithrombotic effects of human recombinant soluble
thrombomodulin was observed at plasma levels ranging from 100
to 1000 ng/mL.*84?

We did not explore the role of the second physiological
thrombin inhibitor (a2-macroglobulin), levels of which are higher
in children than in adults. Indeed, levels of a2-macroglobulin are
significantly elevated up to the age of 10 years.50 Alpha2-mac-
roglobulin is also highly N-glycosylated, and abnormal isoforms
were evidenced in one patient with CDG>! and thus are possibly
involved in the modulation of coagulation in patients with CDG.
Furthermore, the TGA was performed on platelet-poor plasma
that lacked the other blood cells involved in hemostasis (such
as platelets). Last, the TGA is reportedly suitable for detecting
an AT deficiency and seems less influenced by FXI. TGA is more
sensitive to FXI in the presence of platelets and when the tissue
factor concentration is low.’?">* In our conditions, when TGA is
assessed in platelet-poor plasma with high tissue factor concen-
tration (5 pmol/L), the thrombin generation profile is primarily
driven by antithrombin deficiency. However, with low tissue factor
concentration (1 pmol/L), an impact of FXI deficiency cannot be
ruled out.>® In a subset of our patients and age-matched controls,
TGA was also performed with low tissue factor concentration
(1 pmol/L), and we observed significantly greater in the ETP and
the thrombin peak in patients with CDG (Figure S1).

A prospective study will be necessary to determine whether the
TGA phenotype predicts the occurrence of vascular events. Even
though no stroke-like episodes and/or thrombosis were reported in
study participants with no history of coagulation abnormalities, one
cannot rule out the occurrence of a coagulation imbalance during a
febrile episode or in another situation favoring the accentuation the
N-glycosylation defect.
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Figure S1: Thrombin generation assay with a low tissue factor concentration

The thrombin generation assay was performed with a low tissue factor concentration (1 pM) and a final phospholipid
concentration of 4 uM. Each point corresponds to a study participant, and the mean + SEM is also shown. Patients with a history
of a stroke-like episode or thrombosis are represented by triangles.
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Figure S2: Plasma thrombomodulin concentration in patients

The absolute TM concentration was measured in the patients’ plasma using an ELISA (the thrombomodulin/BDCA-3 Duoset kit,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), according to the manufacturer’s instructions. The results were expressed in ng/mL and
compared with controls. Each point corresponds to a study participant, and the mean + SEM is also shown. Patients with a history
of a stroke-like episode or thrombosis are represented by triangles.
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Partie Il - Introduction bibliographique

La PC, pouvant étre déficitaire chez les patients atteints de CDG, appartient a un systeme
complexe incluant la PC elle-méme et plusieurs récepteurs endothéliaux : I'endothelial
protein C receptor (EPCR), la thrombomoduline (TM) et les récepteurs PARs (protease
activated receptor). L'EPCR et la TM sont nécessaires dans un premier temps a I’activation de
la PC, qui, une fois activée exercera ses effets anticoagulants vis-a-vis des cofacteurs de la
coagulation. Qutre ses effets inhibiteurs sur la génération de thrombine, la PCA est dotée de
nombreux effets cellulaires, notamment vasculaires dans lesquels 'EPCR et les récepteurs
PARs sont impliqués.

Nous détaillerons le systéme de la PC, les différents acteurs de ce systeme et le réle de leurs
glycosylations. Puis nous développerons plus particulierement les activités anticoagulantes et

cellulaires du systéme de la PC.

1. Lesysteme de la protéine C

1.1 La protéine C

Découverte en 1976 par Johan Stenflo??’, la PC est une glycoprotéine vitamine K dépendante
synthétisée par le foie sous la forme d’une pré-pro-protéine, qui, aprés clivage du peptide
signal (Lys-Arg) permet la sécrétion d’une protéine dimérique??®22°, La PC circule donc, a faible
concentration (70 nM approximativement), principalement sous forme dimérique, 10% de la
protéine étant encore sous forme single chain. L'hétérodimére mature de la PC est constitué
d’une chaine lourde (d’environ 41 kDa), porteuse du peptide d’activation et du domaine serine
protéase, et d’une chaine légere (d’environ 21 kDa) constituée d’un domaine riche en acide y-
carboxyglutamique (Gla) et de deux domaines EGF-like. Ces deux chaines sont reliées entre
elles par un pont disulfure?3923!, Les résidus Gla fixent le calcium et sont nécessaires au bon
repliement du domaine permettant ainsi I'interaction avec les phospholipides anioniques
membranaires et I'un des récepteurs de la PC, 'EPCR. La PC comporte 4 sites de N-
glycosylations, en positions 97 (dans le domaine EGF de la chaine légere), 248, 313 et 329 (sur

la chaine lourde)'®® (Figure 19).
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¥ = gamma-carboxylation site
7 = N-linked glycosylation site
9?7 S-S 2'%18 ] 31; 3'%29 ¢ = O-linked glycosylation site
PC %:EG FEGFFT[ RO ) : = beta-hydrc?xylanon site
% Leui55| = sulfation site
Argi 57Arg1 69 ® = phosphorylation site

Figure 19 : Structure de la protéine C

Leu 155 : site de clivage du dipeptide lors de la maturation de la protéine ; Arg 169 : site du clivage activateur par

la thrombine ; Lys156-Arg157 : dipeptide clivé lors de la maturation. D’aprés Hansson et al?3?

La variabilité du degré de glycosylation de la PC est a I'origine de plusieurs glycoformes en
circulation. Les isoformes alpha et beta different ainsi par leur profil de glycosylation :

I'isoforme beta est dépourvue de glycosylation en position 329233 (Figure 20).
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Figure 20 : Glycoformes de la protéine C humaine en western blot

Ligne A : PC humaine ; Lignes B: marqueur de poids moléculaire.

SC : single chain ; HC : heavy chain. D’aprés Miletich?33

1.2 Les récepteurs du systéeme de la protéine C

La TM est une glycoprotéine membranaire sur laquelle se fixe la thrombine qui perd a cette

occasion ses propriétés procoagulantes. Le complexe thrombine-TM ainsi formé permet

I’activation de la PC en PCA. La TM est exprimée par les cellules endothéliales des vaisseaux
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de petits et gros calibres?3* mais circule également sous forme soluble et active dans le
plasma?®. La TM est composée d’un domaine lectine-like, de 6 domaines EGF-like et d’un
domaine riche en serine/thréonine (Figure 21). Le domaine lectine-like est doté d’une activité
anti-inflammatoire et anti-angiogénique propre grace a la reconnaissance de |'épitope Lewis
Y exprimé sur le lipopolysaccharide (LPS) bactérien ou le récepteur de I'epidermal growth
factor (EGFR)?3®. Les domaines EGF-like EGF4, EGF5 et EGF6 sont directement impliqués dans
la liaison de la thrombine et I'activité cofacteur de la PC?*’. Une fois que le complexe
thrombine-TM a permis I'activation de la PCA il est internalisé et la TM est recyclée a la

membrane?3?,

Growth Factor - Like
Domains of TM

Anion-Binding
Exosite 2

Thrombin
5042'

Anion-Binding

Exosite 1 50,2

Chondroitin
Sulfate

Membrane E

Figure 21 : Structure de la thrombomoduline et domaines d’interaction avec ses ligands

D’aprés Esmon 1999%3°

L’EPCR est un récepteur transmembranaire doté d’'un domaine structural homologue avec le
complexe d’histocompatibilité de classe 1. La PC se fixe a 'EPCR via son domaine Gla favorisant
ainsi son activation par le complexe thrombine-TM. La forte homologie du domaine Gla de la
PC avec celui du FVII permet aussi la liaison du FVII/FVIla a I'EPCR avec une affinité similaire a
la PC. La liaison du FVII/VIla a 'EPCR entraine une inhibition de I'activité procoagulante du
complexe FT/VIIa2°, L’EPCR est majoritairement exprimé sur I’endothélium des gros vaisseaux

mais il est également faiblement exprimé au niveau de la microvasculature?*!. L’EPCR est aussi

75



exprimé par de nombreux types cellulaires incluant les monocytes, polynucléaires
neutrophiles, cellules musculaires lisses, kératinocytes, cellules trophoblastiques,
cardiomyocytes et neurones?*?. L’EPCR est localisé a la surface des cellules endothéliales
principalement au niveau de structures cavéolaires?*3. Sous I'action de métalloprotéases,
I’'EPCR est clivé en une forme soluble qui conserve son affinité vis-a-vis de la PC et de la PCA
et inhibe I'activation de la PC par compétition avec 'EPCR membranaire?**=246, Une faible
proportion de récepteurs est aussi localisée dans un compartiment de recyclage

intracellulaire. Une fois le ligand fixé sur I'EPCR, celui-ci est internalisé puis recyclé?*3,

Le troisieme type de récepteur du systéme de la PC appartient a la famille des récepteurs PARs
(protease-activated receptor). Les récepteurs PARs sont des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéine G dont PAR-1 est le chef de file. Les récepteurs PARs
sont majoritairement exprimés par les cellules endothéliales, mais aussi par les cellules
épithéliales (comme les podocytes), les plaquettes, les cellules immunitaires, les astrocytes et
les neurones et sont capables d’induire une signalisation cellulaire en réponse aux protéases
de la coagulation, en particulier a la thrombine et a la PCA?¥’. La protéase se fixe sur son
récepteur, clive I'extrémité N-terminal, générant ainsi une nouvelle extrémité qui servira de
ligand captif capable de se lier au récepteur et d’induire une signalisation intracellulaire.
Schématiquement le clivage de PAR-1 par la thrombine induit une signalisation a l'origine
d’une augmentation de l'inflammation et de la perméabilité endothéliale, tandis que celle
induite par la PCA est protectrice vis-a-vis de la barriére. A la surface des cellules endothéliales
4 récepteurs de la famille des PARs ont été identifiés : PAR-1, PAR-2, PAR-3 et PAR-424820 | 3
thrombine est capable d’activer tous les PARs excepté PAR-2, qui lui, est spécifiquement activé

1 A linverse de PAR-1, PAR-4 requiert des concentrations

par les facteurs Xa et Vlla
beaucoup plus élevées de thrombine pour induire une signalisation pro-inflammatoire en
raison de l'absence de la séquence hirudine-like responsable de l'interaction avec la
thrombine®°. La PCA, quant a elle est capable d’activer PAR-1, PAR-3 et PAR-42°0.252,253,

Dans les cellules endothéliales non stimulées, les récepteurs PAR-1 circulent constitutivement
entre la membrane plasmique et le compartiment intracellulaire de maniére a constituer un
pool de récepteurs cytoplasmique protégé de I'activation par les protéases?>*. Ainsi lorsque

PAR-1 est activé en surface par la thrombine, il sera internalisé puis dégradé dans les

lysosomes et de nouveaux récepteurs seront transportés a la membrane, permettant de
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sensibiliser a nouveau les cellules a la thrombine par exemple. Ce pool intracellulaire de PAR-
1 est absent des plaquettes, qui apres activation par la thrombine deviennent insensibles a
cet agoniste. Le transport de PAR-2 a la membrane fait lui appel a la mobilisation des
récepteurs contenus dans I'appareil de golgi et a la synthése de novo?>>%®, || existe aussi un
pool intracellulaire de PAR2. Les mécanismes de régulation du transport cellulaire de PAR-3

et PAR-4 restent a élucider.

1.3 L’activation de la protéine C

La protéine C circule dans le plasma sous forme de zymogéne inactif dont I’activation en serine
protéase requiert le clivage par la thrombine. La TM présente a la surface de I'endothélium
forme un complexe avec la thrombine et accélere considérablement I’activation de la PC par
la thrombine (20000 fois)?®’. Lorsque la PC est présentée par un second récepteur

258 son

endothélial, 'EPCR, principalement présent a la surface des vaisseaux de gros calibres
activation est encore accélérée d’un facteur 20 fois?>° (Figure 22a). Une fois activée la PCA est
neutralisée par des inhibiteurs de serine protéase comme linhibiteur de la PC, I'al

antitrypsine ou I'a.2 macroglobuline.

a b c
PS Vi a APC
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PC activation Antithrpmbotic Cytoprotective
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Inactivation Inactivation Altered gene| JAnti-inflammatory| | Anti-apoptotic| |Barrier protective
factor Va factor Villa expression activities activities effects

Figure 22 : Les acteurs et les différentes fonctions du systeme de la protéine C

(a) La PC est fixée sur son récepteur 'EPCR puis activée par le complexe thrombine-TM préalablement formé.

(b) Une fois activée et en présence de PS, la PCA exerce ses effets anticoagulants vis-a-vis des cofacteurs de la
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coagulation FVa et FVIlla. (c) Toujours fixée sur son récepteur, 'EPCR, la PCA exerce ses effets cellulaires en
clivant I'extrémité N-terminale du récepteur PAR-1, induisant une signalisation cellulaire a I'origine des effets

anti-apoptotiques, anti-inflammatoire et stabilisateur de barriére. D’aprés Bouwens et al 2013260

2. Les effets anticoagulant et cellulaires de la protéine C activée

2.1 L’activité anticoagulante de la protéine C activée

La protéine C activée (PCA) exerce ses effets inhibiteurs sur la génération de thrombine par
inactivation protéolytique irréversible des cofacteurs Va et Vllla de la cascade de la
coagulation. L'inactivation des FVa et FVllla requiert la présence de la protéine S comme
cofacteur et du FV (uniguement pour l'inactivation du FVIII) (Figure 22b).

A la naissance, comme la plupart des protéines de la coagulation dont la synthese est
hépatique, la PC circule a un taux inférieur a celui des adultes. Le taux des protéines de la
coagulation abaissé a la naissance se normalise la premiére année de vie, excepté la PC qui se
normalise parfois tardivement, a ’adolescence?®®. En cas de déficit isolé en PC, la régulation
de la génération de thrombine ne se fait plus correctement et les patients sont exposés a des
complications thrombotiques. Le déficit génétique en PC est trés rare mais les conséquences
peuvent étre dramatiques. Le déficit homozygote en PC est généralement défini par une
activité indétectable et se manifeste dés les premiéres heures de vie par un purpura fulminans
et une CIVD?®2. Les manifestations thrombotiques du déficit hétérozygote en PC sont plus
modérées, parfois méme absentes.

En dehors des déficits congénitaux, le déficit en PC peut aussi étre acquis en contexte
infectieux sévere, notamment au cours du sepsis sévere ou du choc septique. En effet une
CIVD peut survenir dans ce contexte et entrainer un phénomene de consommation des
plaguettes et de 'ensemble des protéines de la coagulation incluant les systémes inhibiteurs

AT et PC/PS?%4,
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2.2 Les effets cellulaires de la protéine C activée

En plus de ses effets anticoagulants la PCA est dotée d’effets cellulaires qui requiérent la
présence des récepteurs PARs dont la signalisation est a I'origine de multiples effets cellulaires
protecteurs. La PCA est ainsi capable de moduler I'expression de génes, d’induire une
signalisation anti-inflammatoire, anti-apoptotique ou encore de préserver la barriére

endothéliale (Figure 22c).

2.2.1 Les effets anti inflammatoires de la protéine C activée

Les effets anti-inflammatoires de la PCA s’exercent d’'une part en limitant la libération de
cytokines pro-inflammatoires des leucocytes (TNFa et IL-1B) et des cellules endothéliales?®3.
D’autre part 'inhibition de I'expression des molécules d’adhésion a la surface des cellules
endothéliales (ICAM, VCAM, E-selectine) empéche I'adhésion et la migration des leucocytes.
Les effets de la PCA sur I'inhibition des médiateurs pro-inflammatoires a la surface des cellules
endothéliales fait intervenir 'EPCR et PAR-1. Bien que le mécanisme d’action de la PCA sur les
leucocytes reste a éclaircir, L'EPCR, présent a la surface des monocytes, polynucléaires
neutrophiles, éosinophiles et lymphocytes natural killer semble jouer un role primordial dans
cette activité anti-inflammatoire?®426>, La PCA a fait ses preuves in vivo dans différents
modeles animaux d’inflammation. Chez le rat et 'homme, la PCA limite le recrutement
leucocytaire dans un modele d’inflammation pulmonaire induit par les endotoxines?6:267,
L’étude du profil transcriptionnel des cellules traitées révele que la PCA régule I'expression de
genes impliqués dans les voies de I'inflammation. La PCA freine I’expression des genes pro-
inflammatoires en bloquant notamment I'activation des facteurs de transcription c-Fos/FosB

et c-Rel des voies pro-inflammatoires activator protein-1 (AP-1) et NFkB respectivement?®°.

2.2.2 Les effets anti-apoptotiques de la protéine C activée

Il existe deux voies principales de signalisation d’apoptose : (i) la voie intrinseque ou

mitochondriale et (ii) la voie extrinséque initiée par des récepteurs membranaires de mort
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cellulaire?®®. Ces deux voies aboutissent a I’activation des caspases dont le réle est de digérer
les protéines cytoplasmiques et de dégrader I’ADN nucléaire. Les protéines de la famille Bcl-2
(Bcl-x, Bax, Bad...), localisées au niveau des mitochondries, régulent le passage du cytochrome
¢ dans le cytosol. L'hétérodimére Bcl2-Bax est protecteur et prévaut en situation
physiologique. En revanche en cas de surexpression de Bax, I'homodimére Bax/Bax davantage
formé est a I'origine de la perforation de la membrane mitochondriale et de la libération du
cytochrome c, lui-méme activateur des caspases.

Pour exercer ses effets anti-apoptotiques la PCA requiert la présence de I'EPCR et PAR-1. Les
effets bénéfiques de la PCA sur I'apoptose passent par I'inhibition de la dégradation de I’ADN,
de la caspase-3 et de I'exposition de la phosphatidylserine a la surface des cellules. La PCA
réduit I'apoptose induite par I’hypoxie sur des cellules endothéliales cérébrales en réprimant
I’expression de p53 (inducteur de Bax) et Bax lui-méme, tout en maintenant |’expression de
Bcl2. Outre son action sur la voie intrinseque, la PCA est capable de contrebalancer I'action
pro-apoptotique du tissue plasminogen activator (t-PA) par la voie extrinséque sur des cellules
endothéliales cérébrales humaines?®®. ’étude du profil transcriptionnel des cellules traitées
révele que la PCA régule I'expression de genes impliqués dans les voies de |'apoptose.
L'induction de Bcl2 et la suppression de p53 et Bax concourent a I'effet anti-apoptotique de la

PCA. La PCA atténue par exemple I'induction de p53 par la thrombine2®>,

2.2.3 Les effets stabilisateurs de barriére

a) Rappels sur la physiologie des jonctions inter-cellulaires et la signalisation induite par

des stimuli stabilisateur ou perturbateur

Les cellules endothéliales tapissent les vaisseaux sanguins et forment une barriére physique
entre le compartiment sanguin et les tissus. Les cellules endothéliales contrélent le passage
des solutés, des macromolécules et des cellules du sang vers les tissus. La perméabilité
endothéliale est contrélée par des adhésions cellule-cellule formées par des jonctions serrés
(tight junctions, TJ), des jonctions adhérentes (adherens junctions, A)) et d’autres molécules
d’adhésion comme PECAM ou les nectines, reliées au cytosquelette par des molécules

intermédiaires?’?. La composition des jonctions varie selon les organes. Les jonctions serrées
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incluent les claudines, 'occludine et les molécules d’adhésion jonctionnelle (junctional
adhesion molecules, JAMs). Les claudines sont les protéines majoritaires des jonctions
serrées. Les claudines et I'occludine sont liées aux zonula occludens (Z0)-1, ZO-2, ZO-3 qui
permettent l'interaction avec les filaments d’actine. Les claudines régulent le passage des ions
et des macromolécules, et les JAMs interviennent plus particulierement dans Ia
transmigration leucocytaire. La VE-cadherine est la principale protéine des jonctions
adhérentes et assure la cohésion des cellules entre elles et maintient la stabilité des jonctions.
La VE-cadherine interragit avec le cytosquelette par l'intermédiaire des caténines, de la
vinculine et de I’a-actinine. Les jonctions endothéliales peuvent étre réorganisées sous |'effet

de stimuli extracellulaires.

En contexte inflammatoire, le TNFa, la thrombine ou I’histamine augmentent la perméabilité
endothéliale, tandis que des médiateurs anti-inflammatoires comme la sphingosine-1-
phosphate (S1P) ou I’angiopoiétine-1 sont capables de réduire la perméabilité?’!.
L’augmentation de la perméabilité est liée a une rupture des jonctions adhérentes observée
dans différentes situations pathologiques comme le cancer, le diabéte, I'athérosclérose,
I’hypertension, I'ischémie, I'inflammation?’2. Dans la malformation caverneuse cérébrale
héréditaire ou sporadique, la désorganisation des jonctions endothéliales fragilise les micro
vaisseaux et augmente la perméabilité endothéliale pouvant conduire a des accidents
hémorragiques?’3. Le changement d’état de phosphorylation des protéines de jonctions
participe au remodelage du cytosquelette. La thrombine induit par exemple Ila
serine/threonine kinase protein kinase C (PKC)a qui dissocie le complexe de la VE-cadherine
en phosphorylant p120. Le TNFa augmente la perméabilité vasculaire en induisant la
phosphorylation de la VE-cadherine. La thrombine et le TNFa induisent donc une
déstabilisation des protéines de jonctions qui conduit a une désorganisation du cytosquelette
d’actine auquel elles sont reliées. L'orientation des filaments d’actine normalement parallele
aux protéines de jonctions devient perpendiculaire sous I'effet de ces stimuli. Ces filaments
d’actine ainsi positionnés sont appelés fibres de stress car ils exercent une force mécanique

270 |’activation de la voie de

conduisant a la rupture des jonctions entre les cellules
signalisation Ras homolog gene family member A/Receptor for activated C kinase
(RhoA/ROCK) est nécessaire a 'augmentation de la perméabilité induite par la thrombine ou

le TNFa.. A l'inverse les stimuli qui préservent l'intégrité de la barriere endothéliale font
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intervenir les GTPases Ras-related protein-1 (Rap1), Ras related C3 botulinum toxin substrate
1 (Racl) et Cell division control protein 42 (Cdc42). Ces deux voies de signalisation sont
interconnectées puisque la thrombine, par exemple, augmente d’abord la perméabilité

induite par RhoA mais aussi la production de S1P permettant d’initier le processus de

réparation via Racl. (Figure 23).
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Figure 23 : Signalisation des molécules pro-inflammatoire a I'origine d’une augmentation de la perméabilité

vasculaire

D’aprés Cerutti et al 201727°

b) Les effets stabilisateurs de barriére de la protéine C activée

C’est justement la formation de la S1P sous I’action d’une sphingosine kinase (SphK-1) qui est
a l'origine des effets protecteurs de barriere de la PCA en présence de I'EPCR (Figure 24).
L'action de la S1P sur son récepteur S1P; entraine une réduction de la perméabilité
endothéliale et stabilise les éléments du cytosquelette qui sont sous la dépendance des
protéines GTPase de la famille Rho et des protéines mitogen-activated protein kinases
(MAPKs). Le traitement de cellules endothéliales issues d’artére pulmonaire humaine par la

S1P favorise le recrutement de ses propres récepteurs S1P; et S1P3;, de p110aPI3K, Racl,
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Tiam1 et de I'a-actinine 1 et 4 qui permettront in fine le réarrangement du cytosquelette

d’actine F et la stabilisation de barriére?’*.
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Figure 24 : Effets cytoprotecteurs de la protéine C activée sur la barriére endothéliale

Endothelium

D’aprés Mosnier et al 2007265

c) Lerdle des PAR’s sur la stabilisation de la perméabilité endothéliale

La particularité des récepteurs PARs est de présenter une dualité fonctionnelle se manifestant
par une action délétére (dans le cas d’une activation du récepteur par la thrombine) ou par
une action protectrice (sous I'action de la PCA) sur un méme type cellulaire.

L’action de la thrombine sur PAR-1 déstabilise la barriere endothéliale par déséquilibre de la
formation de S1P. L’action pro-inflammatoire et déstabilisatrice de barriére de la thrombine
est en effet contrastée par 'effet cytoprotecteur de la PCA. D’une part, la thrombine induit
I’activation de RhoA a I'origine des effets déléteres sur la barriére, d’autre part la PCA induit
I’activation de Racl, qui elle, induit une stabilisation de la barriére?’>. Le clivage de I'extrémité
N-terminal de PAR-1 par la thrombine apres I'arginine en position 41 génére une nouvelle
extrémité capable d’induire une signalisation intracellulaire dépendante de RhoA. La

découverte du site de clivage non canonique de PAR-1 aprés |'arginine en position 46 explique
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gue la PCA induit une signalisation intracellulaire différente de celle induite par la thrombine,
cette fois-ci dépendante de Rac1%’%. Paradoxalement PAR-1 est donc capable d’induire, sur un
méme type cellulaire, des effets biologiques contraires sous I'action de deux sérine protéases
différentes. D’autre part, la localisation conjointe de PAR-1 et de I'EPCR dans les structures
cavéolaires de la membrane favorise 'action de la PCA au niveau de ces microdomaines?”’

(Figure 25).

CAVEOLAE

RhoA Rac1
endothelial barrier endothelial barrier
disruption protection

Figure 25 : Localisation de PAR-1 a la membrane

Localisation de PAR-1 en dehors de structure cavéolaire (A) ou au sein des cavéoles (B) favorisant I'action de la

PCA fixée sur 'EPCR présent dans ces structures. D’apreés Griffin et al 2015275

Les cellules endothéliales expriment les 4 récepteurs de la famille des PARs: PAR-1, mais aussi
PAR-2, PAR-3 et PAR-42%20 parmi les autres récepteurs PARs exprimés par les cellules
endothéliales, PAR-3 participe également aux effets cytoprotecteurs de la PCA. Ces effets ont
également été montrés dans les neurones et les podocytes?>>278, Les PARs sont aussi capables
d’interagir entre eux afin de moduler la signalisation. Par exemple, I’'hétérodimere constitutif
PAR-1/PAR-3 potentialise la signalisation de PAR-1 en réponse a la thrombine?®. Le
fonctionnement des PARs est complexe compte tenu de la possibilité d’activation de plusieurs
récepteurs par différentes protéases, de la possibilité d’induire plusieurs signalisations pour
un méme récepteur et enfin par la possibilité de formation d’homodimeres et

d’hétérodimeres.
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3. Lerole des glycosylations sur le systeme de la protéine C

3.1 Les réle des glycosylations sur les récepteurs du systeme de la protéine C

Les récepteurs du systeme de la PC sont eux aussi glycosylés. Les O-glycosylations
particulierement nombreuses dans le domaine riche en serine/thréonine de la TM sont
importantes pour I'affinité a la thrombine et I'activité cofacteur du récepteur. En effet la perte
de ce domaine est responsable d’une perte d’affinité a la thrombine et de I'activité
cofacteur?®’. De plus, les motifs chondroitine sulfate sont directement impliqués dans I’affinité
de la TM pour la thrombine?’. En plus des O-glycosylations, la TM posséde 5 sites de N-
glycosylation, 3 dans le domaine lectin-like et un dans chacun des domaines EGF4 et
EGF527%280 | es domaines EGF4 et EGF5 étant impliqués dans la liaison a la thrombine et
I'activité cofacteur de la PC, I'absence de N-glycosylations pourrait avoir un impact sur ces

fonctions bien que celles-ci n"aient pas été étudiées spécifiquement.

L’EPCR posséde 4 sites de N-glycosylations n’apparaissant pas critiques pour la reconnaissance

du ligand (PC ou PCA)?81,

Le récepteur PAR-1 comporte lui aussi 5 sites de N-glycosylation, 3 d’entre eux sont localisés
dans l'extrémité N-terminal, les deux autres sont a la surface de la deuxiéme boucle
extracellulaire. Un travail de Soto et al?®? a révélé I'importance des glycosylations en N-
terminal pour le transport du récepteur a la membrane, tandis que les glycosylations de la
boucle sont impliquées dans l'internalisation du récepteur. De plus, les glycosylations de la
boucle extracellulaire régulent la signalisation des protéines G de PAR-1 tel que les mutants
réduisent la formation des fibres de stress via RhoA et induisent la prolifération cellulaire?®3,

En revanche la signalisation induite par la PCa (via la B-arrestine) ne semble pas altérée en

absence de glycosylations?®3,
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3.2 Le réle des glycosylations sur les effets cellulaires de la protéine C activée

En plus des effets sur 'activité anticoagulante, les glycosylations impactent aussi les effets
cellulaires de la PCA. Les effets perturbateurs de la thrombine sur la barriere endothéliale
formée par des cellules EAhy.926 sont a I'origine d’une augmentation de la perméabilité et de
I’'apoptose qui seront atténuées en présence de PCA. En effet, la déglycosylation enzymatique
de la PCA entraine une réduction de la concentration de PCA nécessaire a |'obtention d’un
effet protecteur maximal contre les effets délétéres de la thrombine. Il s’avere que la
glycosylation en position 329 est cruciale pour cette activité puisque le variant N329Q (que
I’'on peut assimiler a I'isoforme 3 de la PCA) accroit cette protection de barriere contre les
effets de la thrombine d’un facteur 6 et inhibe complétement I'apoptose induite par la
staurosporine a une concentration 30 fois moins élevée que la PC wild-type?®*. De plus les
glycosylations de la PCA participent aux effets anti-inflammatoires. En effet, a la surface des
macrophages, I'intégrine amfB2 remplace I'EPCR et sert de corécepteur pour I'activation de
PAR-1 par la PCA responsable de I'inhibition de la libération par les macrophages de TNFa et
d’IL-6 induite par le LPS. La protéolyse de PAR-1 dépendante d’awmf: est plus efficace en

présence du variant N329Q qu’en présence de PC wild-type?®.

4. Evaluation thérapeutique de la protéine C activée

Les effets bénéfiques in vivo de la PCA ont été démontrés dans le sepsis chez I'homme et dans
de nombreux modeles animaux d’inflammation. En 2001, I’étude phare PROWESS (PROtein C
Worldwide Evaluation in Severe Sepsis) a montré que I'administration de PCA recombinante
humaine (drotrécogine alpha activée ou Xigris®) chez des patients a haut risque réduisait le
taux de mortalité du sepsis sévére de 6,1% a 28 jours?®®. Des études ultérieures n’ont
cependant pas confirmé cette réduction de mortalité?®”28 ce qui a conduit a I'arrét de la
commercialisation du Xigris® en 2011.

En outre, le réle de la PC dans I’AVC ischémique a été soulevé depuis les années 90 par I'étude
prospective épidémiologique Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) qui révéle que le

289

taux de PC plasmatique est un facteur protecteur®®®. Les effets anti inflammatoires et

neuroprotecteurs de la PCA ont ensuite été mis en évidence dans des modeles animaux
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d’ischémie reperfusion cérébrale?®2%2, En particulier, dans des modeles d’AVC chez les
rongeurs la PCA contrebalance les effets neurotoxiques directs des agents fibrinolytiques
dérivés du t-PA utilisés en thérapeutique?®®. Enfin, la PCA est capable d’induire la prolifération
de cellules endothéliales et I'angiogenése in vitro et in vivo?®3. La PCA participe au processus
de réparation cellulaire et facilite la migration et la prolifération cellulaire par I'intermédiaire
de 'induction de cytokines comme I'IL-6, I'IL-8 ou MCP12%42%,

Afin de dissocier I'activité anticoagulante de la PCA qui entraine des effets déléteres par
augmentation du risque hémorragique, de ses effets cytoprotecteurs, Mosnier et al ont
généré deux variants 3K3A-APC et 229/230-APC dont I'activité anticoagulante est fortement
réduite tandis que I'activité anti-apoptotique est accrue 25 fois et 7 fois respectivement par
rapport a la PCA wild-type?%®. L’essai clinique RHAPSODY de phase 2 a récemment montré que
I’'administration de I'agoniste 3K3A-APC aprés thrombolyse, thrombectomie ou les deux,
réduisait le taux d’hémorragies intracranienne de 86,5 a 67,4% dans I’AVC ischémique modéré

a sévére??’,
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Objectifs Il

L'endothélium est une interface dynamique entre le sang et les vaisseaux et joue un role
capital dans le controle de I’'hémostase et de ’lhoméostasie des tissus en formant une barriére
entre la circulation sanguine et les tissus.

Les patients atteints de CDG présentent des déficits en inhibiteurs physiologiques de la
coagulation (AT, PC et PS) a I'origine d’'un déséquilibre de la balance hémostatique vers un
profil hypercoagulant. Les protéines C et S appartiennent a un systéeme anticoagulant faisant
intervenir des acteurs membranaires localisés a la surface de I'endothélium : la TM et 'EPCR.
L’ensemble des composants du systéme de la PC sont des glycoprotéines dont les fonctions
peuvent étre impactées par l'absence de chalnes glycanniques. Les méthodes de
déglycosylation enzymatique ou de mutagenése dirigée ont permis d’évaluer le réle des
chaines glycanniques pour chacun des constituants du systeme étudié de maniere isolée. Afin
d’étudier I'impact d’un défaut de glycosylation sur le fonctionnement global du systeme de la
PC nous avons développé un modele de cellules endothéliales cérébrales inactivées pour

I’enzyme la plus fréquemment déficitaire dans les CDG, la phosphomannomutase (PMM?2).
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Article 1l : Etude de I'endothélium et du systéme de la protéine C a I'aide d’un
modele de cellules endothéliales cérébrales inactivées pour la

phosphomannomutase (PMM2)

A partir d’une lignée de cellules endothéliales issues de la microcirculation cérébrale,
hCMEC/D3, nous avons développé un modele cellulaire inactivé pour I'enzyme PMM2 a I'aide
d’une méthode d’interférence par ARN.

A l'aide de ce modele cellulaire nous avons tout d’abord évalué I'impact d’'un défaut de
glycosylation sur la capacité d’un endothélium a activer la PC a sa surface. Aprés quantification
de I'expression protéique et des transcrits de PMM2 nous avons quantifié la PCA générée a la
surface des cellules inactivées pour I'enzyme. Nous avons ensuite mesuré |'expression des
récepteurs impliqués dans I'activation de la PC (TM et EPCR) mais aussi celle de PAR-1, le
récepteur impliqué dans les effets cellulaires cytoprotecteurs de la PCA.

De plus, nous avons étudié la capacité de la PCA a stabiliser la barriere endothéliale dans ce
modele cellulaire inactivé pour PMM2. Nous avons ensuite utilisé une méthode de mesure de
la résistance trans-endothéliale électrique (TEER) couramment utilisée pour évaluer I'intégrité
et la perméabilité des jonctions d’une monocouche de cellules endothéliales. Ainsi nous avons
évalué l'intégrité de la barriére formée par les cellules inactivées pour PMM?2 a I'état basal.
Nous avons également étudié I'effet de la thrombine sur les cellules inactivées préalablement

incubées ou non avec de PCA.
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INTRODUCTION

Glycosylation is the most common post translational modification which occurs in every living
cell. A defect in the glycosylation process may be either acquired or congenital. Alcoholic liver
disease or infection with neuraminidase-producing microorganisms are well-known etiologies
of acquired N-glycosylation defect® whereas congenital disorder of glycosylation (CDG)
syndrome refers to inherited defect. CDG is a rare syndrome due to genetic defects in the
synthesis and attachment of glycoproteins and glycolipids glycans. The most frequent type of
CDG is the phosphomannomutase deficiency (PMM2-CDG) representing 62% of diagnosed
patients?. Phosphomannomutase is a cytosolic enzyme involved in the mannose pathway
required for the first steps of the N-glycosylation process®. Due to the importance of the
glycosylation process for the function of many proteins, impaired glycosylation results in
broad multisystem clinical manifestations. In PMM2-CDG, the neurological impairment is
constant and results in developmental delay and cerebellar ataxia. The multivisceral forms
also include skeletal findings and cardiac or renal involvement®. During periods of fever,
patients with PMM2-CDG may develop acute neurologic impairments mimicking stroke; these
are commonly referred to as stroke-like episodes. The hemostatic system’s role in the
pathophysiology of stroke-like episodes has not yet been characterized even though an
elevated thrombin generation was observed in patients with a history of stroke-like episode®.
Thrombosis and hemorrhages are also reported in CDG but are less frequent than stroke-like
episodes*®8, Coagulation factors, most of which are glycoproteins, are also frequently
affected in CDG. Indeed, low levels of both procoagulant factors (FIX and FXI) and inhibitors
(especially antithrombin, protein C (PC) and protein S) are usually reported in the literature®°-
1 In patients, PMM2 defect induced PC deficiency whose prevalence varies from 29%° and
32%* to 72%’ depending on the series. The circulating PC is also underglycosylated as
abnormal isoforms of PC were evidenced in plasma from patients with CDG?°,

The PC belongs to a complex system which regulate both haemostasis and host defence
systems in response to vascular and inflammatory injury, respectively!?. PC circulates in
plasma as the zymogen form of the activated protein C (APC) and its activation by thrombin
occurs on the surface of the endothelial cell which involves two membrane receptors,
thrombomodulin (TM) and endothelial protein C receptor (EPCR). APC has an anticoagulant

function based on the regulation of the thrombin generation. The physiological importance of
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the protein C system is evidenced by the severe thrombotic complications associated with an
impairment of the protein C system'34, APC also provides multiple cytoprotective activities
including antiapoptotic, anti-inflammatory and stabilization of endothelial barrier activities*?.
Cytoprotective functions of APC involves EPCR and protease-activated receptor-1 (PAR1).
The role of the N-glycans of APC and its receptors was previously studied using site directed
mutagenesis system and revealed that N-glycans are involved in the secretion, the activation
and the cellular functions of the APC. Indeed, TM has 5 potential glycosylation sites, 4 of them
being glycosylated, and none of these chains were shown to modulate TM capacity to activate
PC™. Similarly, the four N-linked carbohydrate attachment sites (Asn30, 47, 119 and 155) of
the EPCR are not critical for PC/APC binding and do not influence the protein C activation
rate®, while N-glysosylations of PAR-1 are involved in the transport to the cell surface and the
signaling pathway”*8. Finally, PC has four glycosylation sites some of them being involved in
the secretion, the activation and the cytoprotective functions of the APC but also the
anticoagulant activity of the protein®.

However, this approach is not a whole system approach, and only gives fragmentary
information. Thus, we developed an endothelial cell model knock down for PMM2, to study
the impact of glycosylation on the whole PC system. Thus, we knocked-down the expression
of PMM2 in the brain endothelial cell line hCMEC/D3. Because the APC and its receptors are
highly glycosylated, we hypothesized that N-glycosylation defect might impact the PC system
functions in hCMEC/D3. In PMM2 knock-down cell line we first analyzed the capacity of the
endothelial cells to generate APC. Then, given the cytoprotective effects of the PC system on
the endothelial barrier, we investigated the barrier integrity in basal state and under

inflammatory conditions.
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MATERIAL AND METHODS

Antibodies and other reagents

Rabbit polyclonal anti-PMM2 was purchased from Proteintech (Euromedex,
Souffelweyersheim, France). Mouse monoclonal anti B-actine, clone AC-15 was purchased
from Sigma (St Quentin Fallavier, France). PE mouse anti-human CD141, PE mouse IgGlk
isotype control and mouse anti-human CD144 antibody were purchased from BD Biosciences
(Le Pont de Claix, France). Mouse monoclonal anti-thrombin receptor (WEDE15) was
purchased from Beckman-Coulter (Immunotech, Marseille, France). Rabbit polyclonal anti-
LAMP1, normal mouse IgG and goat anti-mouse IgG1 PE were purchased from Santa Cruz
(Clinisciences, Nanterre, France). Mouse monoclonal anti-EPCR (JRK 1494) was kindly provided
by Charles T. Esmon (Oklahoma, USA). Donkey anti-mouse IgG antibody Alexa fluor 647 and
ProLong Gold antifade mountant with 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) were purchased

from ThermoFisher Scientific (lllkirch, France).

Cell culture

The human brain microvascular endothelial cell line hCMEC/D3, first described by Weksler et
al (Weksler 2005), was obtained from Pierre-Olivier Couraud and cultured in endothelial basal
medium-2 (EBM-2, Lonza, Levallois-Perret, France) and supplemented with 5% fetal bovine
serum (ThermoFisher Scientific), 10 mM Hepes buffer (ThermoFisher Scientific), 1% penicillin-
streptomycin  (ThermoFisher Scientific), 1% chemically defined lipid concentrate
(ThermoFisher Scientific), 1.4 uM hydrocortisone (Sigma), 5 pg/mL ascorbic acid (Sigma), and
1 ng/mL basic fibroblast growth factor (bFGF) (Peprotech, Neuilly-sur-Seine, France). Cells
were maintained at 37°C in 95% air and 5% CO: until confluence. hCMEC/D3 cells were used

between passages 37 and 43.

shRNA transfection

Cells were cultured in a 6-well plate at 2.5 x10° cells/well until to reach 50% confluency. Sh
RNA targeting PMM2 (OriGene, Clinisciences) at a final concentration of 1 pg/mL were
transfected according to the manufacturer’s instructions using GeneCellin, BCC™ reagent

(Labomics, Clinisciences). As control a scrambled sh RNA (OriGene, Clinisciences) was used.
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Medium was removed after 8-hours incubation. Forty-eight hours later, cells were treated

with 2,5 pg/mL puromycin (Clinisciences). Clonal population of cells appeared within 3 weeks.

Immunoblotting Assays

Cells were washed with Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) (PANBiotech, Dutscher,
Issy-les-Moulineaux, France) and then incubated with an appropriate volume of RIPA buffer
(TrisHCL 25mM pH 7.6; EDTA 1.5 mM; NaCl 150 mM; NP40 1%; Sodium deoxycholate 1%; SDS
0.1%; NaF 6.25 mM; beta glycerophosphate 12.5 mM; NaVO3 1.25 mM) supplemented with a
protease cocktail inhibitor (ThermoFisher Scientific) at 4°C for five minutes. Cell were then
scraped and centrifuged 14,000 g, 4°C for 15 minutes. Protein concentration in the
supernatant was measured using Bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (ThermoFisher
Scientific). Then, 20 ug of total protein lysates were mixed with Laemmli sample buffer (62.5
mM Tris-HCl [pH 6.8], 2% SDS, 10% glycerol, 25 mM dithiothreitol, and 0.01% bromophenol
blue). Non-reducing conditions were used for LAMP1. Lysates were heated at 95°C for 5
minutes before separated on NuPAGE 4-12% Bis-Tris gels (ThermoFischer Scientific) and
transferred to a nitrocellulose membrane Hybond ECL (GE Healthcare, Dutscher). Membranes
were blocked in blocking buffer (5% milk powder in TBS-T [TBS 1X; 0.1% Tween 20]; pH 7.4)
for 1 hour at room temperature. Primary antibodies were then incubated overnight at 4°C at
a dilution of 1:500 for PMM?2, 1:1000 for actin. After, membranes were washed three times
for 5 min in TBS-T and then incubated with peroxidase-conjugated secondary goat anti-rabbit
or goat anti-mouse (1:20 000) for 1 hour at room temperature and washed 3 times for 5 min.
Signal was detected with chemiluminescent substrate ECL (Super Signal West Pico
Chimiluminescent Substrate; ThermoFisher Scientific) and imaged using Syngene G:box
iChemiXT imager (Syngene, Cambridge, UK). Signal intensities were quantified using Image)

software (W Rasband, National Institute of Health) and normalized to -actin signal.

Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)

RNA was purified with the Nucleospin® RNA Plus kit reagent (Macherey-Nagel, Hoerdt, France)
according to the manufacturer’s instructions. cDNA was prepared by using the High-Capacity
cDNA Reverse Transcriptase kit from Applied Biosystems (ThermoFisher Scientific), from 500
ng of total extracted RNA. Quantitative PCR (qPCR) reactions were performed with Master mix

Gene expression (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific) or iTag universal SybR Green
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supermix (Biorad, Marne-la-Coquette, France) on a CFX96 thermocycler (Biorad). The Tagman
probes Hs03044607_ g1, Hs00264920 s1 and Hs00197387_m1 (Applied Biosystems) were
used to quantify the PMM?2, THBD and PROCR mRNA levels respectively. Primers used for
human thrombin receptor were 5’CTCAGAAGATGCCTCCGGAT3’ (forward);
5’GAGCACAGACACAAACAGCA3’ (reverse). Primers wused for beta-actin were:
5’GGCATCCTCACCCTGAAGTA3’ (forward); 5’"GCACACGCAGCTCATTGTAG3’ (reverse) and for
GAPDH: 5’'CAGCCTCAAGATCATCAGCA3’ (forward); 5 TGTGGTCATGAGTCCTTCCA3’ (reverse).
Reactions were performed in triplicates and H,0 was used as negative control. Data were
analyzed using the comparative Ct method and normalized to the housekeeping genes B-actin

and GAPDH. Results are expressed as fold changes compared to control.

Protein C activation on hCMEC/D3

Confluent hCMEC/D3 in 48-well plates were washed three times with Hank’s balanced salt
solution (HBSS) and then incubated with 0.1% bovine serum albumin in HBSS solution
containing 3 mM calcium, and 0.6 mM magnesium for 5 min before the addition of 0.1 uM of
protein C (Protexel, LFB) in the medium. The activation of the PC was triggered by addition of
10 nM human thrombin. After 4-hours incubation at 37 °C, the reaction was stopped by adding
a mixture of antithrombin (1.66 mg/mL) (Aclotine®, LFB Biotechnologies) and heparin (1.4
Ul/mL) (Héparine Choay®, Sanofi). The supernatants were transferred into a 96-well
microplate and the amidolytic activity of activated protein C were measured using the peptide
substrate (p-Glu-Pro-Arg-pNa) of PCa (Biophen, Neuville sur Oise, France) at a final
concentration of 0.2 mM. The rates of substrate cleavage were measured with a Vmax
microplate reader (Safas spectrophotometer, Monaco, France). The concentration of enzyme
in the reaction mixtures was determined by comparison to a standard curve of amidolytic
activity of freshly prepared activated protein C (Xigris®, Lilly). Reactions were performed in
triplicate and results were expressed in nM of APC generated/100 000 cells. The same

experience was performed with hypoglycosylated protein C instead of native protein C.

Treatment of protein C with peptide N-glycosidase F
Before to perform protein C activation on hCMEC/D3, protein C was treated with peptide N-
glycosidase F (PNGase F) (New England Biolabs, Evry, France). PNGase F is an amidase that

cleaves between the innermost GIcNAc and asparagine residues of complex oligosaccharides
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from N-linked glycoproteins. Four pg of protein C were incubated with PNGase F (12 500
units/mL) under native condition at 37°C for 6 hours before separated on SDS-Page to see
different glycoforms. Underglycosylated protein C was then purified by ion exchange
chromatography using Resource Q column equilibrated with 25 mM TRIS; 25 mM NaCl; pH 7.4

solution. The elution was performed with gradient solution from 25 to 500 mM Nacl.

Flow cytometry analysis

Cells were washed twice with DPBS and detached with a non-enzymatic cell dissociation
solution (Accumax, Sigma) before centrifuged 250g for 5 min. The cellular pellet is
resuspended in DPBS at a concentration of 10 x108/mL. Then 2 x10° cells were incubated for
15 min at room temperature with primary antibodies: anti-TM (1:5), anti-EPCR (1:1000), anti-
PAR1 (10 pg/mL), normal mouse IgG (1:5) or PE mouse IgGlk isotype control (1:5). When
primary antibodies were non-coupled, cells were incubated with a secondary antibody (20
ug/mL) for 15 min at room temperature. Immunostaining was then stopped by addition of
DPBS. Fluorescence was measured with BD Accuri™ C6 cytometer (BD Biosciences). Data

acquisition were analysed using BD Accuri C6 software (BD Biosciences).

Fluorescence microscopy

Cells were seeded until confluence onto 0.1% gelatin coated coverslip before being fixed with
4% paraformaldehyde in 1X PBS for 20 min at room temperature, then washed twice with
washing solution (1X PBS containing 0.05% Tween-20). Cells were permeabilized with 0.1%
Triton X-100 in 1X PBS for 5 minutes at room temperature, then washed twice in washing
solution. Blocking solution (1% BSA in 1X PBS) was applied for 30 minutes at room
temperature. Primary VE-cadherin (CD144) antibody was diluted (1:100) in the blocking
solution and incubated for 1 hour at room temperature. Cells were washed three times (10
minutes each) with washing solution. Secondary antibody anti-mouse antibody Alexa fluor
647 was diluted in 1X PBS (2 pug/mL) and incubated for 1 hour at room temperature. TRITC-
conjugated phalloidin (1:4000) (Merck Millipore, Guyancourt, France) was incubated
simultaneously. Cells were washed three times (10 minutes each) with washing solution.
Coverslips were mounted on a slide using ProLong Gold antifade mountant containing DAPI.

Fluorescence images were visualized with a fluorescence microscope Eclipse E600 (Nikon). We
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used APO 60x1.40 oil DIC H60 Plan objective for image acquisition. Images were analyzed with

Imagel software (Imagel, NIH).

Transendothelial permeability assay

hCMEC/D3 were seeded at confluence onto collagen-coated transwell inserts with 3um pore
diameter (Greiner Bio-one, Les Ulis, France) with growth medium. After 48 hours, culture
medium was changed, and inserts were placed in new well containing HBSS solution. Then, a
4% BSA, 0.67 mg/mL Evans blue solution is added to the apical chamber. After 15 minutes the
media from the lower chamber was sampled to measure the absorbance of Evans blue at 650

nm using Safas spectrophotometer.

Real time impedance measurement by RTCA iCELLigence system

The endothelial barrier function was assessed by RTCA (Real-Time Cellular Analysis)
iCELLigence system (ACEA Biosciences, San Diego, USA), an impedance-based system which
allows to monitor cells in real time. The iCELLigence system measures in real-time a
transendothelial electrical resistance (TEER) across gold microelectrodes integrated into the
culture E-plates. Cells were seeded in standard culture medium at density of 1 x10° cells/well
onto E-plates coated with 0.1% gelatin (1 hour, 37°C) up to reach 100% of confluence that we
checked under the microscope. Real-time assay was conducted under normal culture
conditions. The assay was also conducted in cells incubated with 20 nM of APC 4 hours prior
to thrombin stimulation (1nM). Each condition was tested in duplicate and results of TEER

measurement were expressed in cell index values normalized to the baseline.

Statistical analysis

Data are presented as the mean values + standard deviation (SD). Statistical analysis was
performed using Prism software (GraphPad Software Inc.). Intergroup comparisons were
performed using unpaired Student’s t test or 1-way ANOVA. A value of P<0.05 was considered

to be statistically significant.
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RESULTS
PMM_2 knock-down cell line

To investigate the impact of PMM2 deficiency on the endothelial components of the PC
system, we first knocked-down PMM2 expression in hCMEC/D3 cell line using RNA
interference. PMM2 knock-down leads to a decrease of both protein expression and mRNA
levels. The protein expression was reduced to 64%+18% of that of the control (Fig 1A),
whereas mRNA level was reduced to 51%+5% of that of the control (Fig 1B). This moderate
decrease in PMM2 expression is sufficient to induce N-glycosylation impairment since under-
glycosylated forms of LAMP1, a highly glycosylated ubiquitous lysosomal protein was detected

in PMM2 knock-down cells (Fig 1C).
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Figure 1: Characterization of PMM2 knock-down cell line

(A, upper panel) Western blot analysis of PMM?2 in whole cell lysates of PMM2 knock-down cells and control. (A,
lower panel) Protein quantification of PMIM2 normalized to f-actin. Plots are representative of 5 independent
experiments. B RT qPCR analysis of PMM2 mRNA levels in PMM?2 knock-down cells and control. C Western blot
analysis of LAMP1 in whole cell lysates of PMM?2 knock-down cells and control. * p<0.05; *** p<0.001
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APC generation is impaired in PMM2 knock-down cell

PMM2 knock-down impaired the ability to generate activated protein C (APC) on the
hCMEC/D3 cell line. Activation of PC was significantly reduced in PMM2 knock-down cells
relative to control (16.9+£8.7 nM in PMM2 knock-down cells vs 54.5+14.8 nM in controls,
p<0.0001) (Fig 2A). Since the PC is abnormally glycosylated in patients with PMM2-CDG we
also conducted the experience in the presence of PC previously treated with PNGase F in order
to remove the N-glycans from the protein. The ability to activate the PC is similar whether the
PC is fully or partially glycosylated (23.6+4.4 nM vs 24.7+9.9 nM, p>0.05 for the PMM?2 knock-
down cells and 47.9+£5.7 nM vs 49.2+15.9 nM, p>0.05 for the control) (Fig 2B).
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Figure 2: Protein C activation on hCMEC/D3

A After 4-hours incubation with 0.1 uM of PC and 10 nM of human thrombin, amidolytic activity of activated
protein C generated were measured using a peptide substrate of APC. B Protein C activation assay was also
conducted with PC previously treated by PNGase F. Ns: non-significant; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

N-glycosylation defect reduces the surface expression of TM and EPCR

To explain the decrease in PC activation on the surface of PMM2 knock-down cells, we
assessed the expression of the membrane receptors involved in these activation (i.e. TM and
EPCR) by flow cytometry. In PMM2 knock-down cells, the membrane expression of TM and
EPCR was reduced to 18%+1% (p<0.001) and 71%+5% (p<0.01) respectively of that of the

control (Fig 3A). Endoplasmic reticulum retention of misfolded form of TM and EPCR does not
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explain the decrease in surface expression of these receptors as no increase in fluorescence
signal was evidenced in PMM2 knock-down cells when flow cytometry was performed on
permeabilized cells (data not shown). An increase in TM and EPCR cleavage also does not
explain the decrease in surface receptors since the concentration of soluble form of TM (sTM)
and EPCR (sePCR) in the growing medium was lower in PMM2 knock-down cell than in control
(2.4+1 vs 32.8+4.8 ng/mL, p<0.001 and 3.4+0.3 vs 6.0+0.2 ng/mL, p<0.001 for sTM and sEPCR
respectively) (Fig 3B). Hypoglycosylation may leads to misfolded proteins which are degraded
by the ubiquitine proteasome system (ref), thus, we tested whether the proteasome inhibition
with MG132 rescue the expression of TM and EPCR. Treatment with MG132 has no effect on
PMM2 knock-down cell on the expression of TM and EPCR (data not shown). Finally, we
quantified transcript levels of THBD and PROCR (genes coding for TM and EPCR respectively)
by RT gPCR and we revealed that mRNA levels of both THBD and PROCR were reduced in
PMM2 knock-down cells to 18%+5% (p<0.001) and 34%+2% (p<0.001) respectively of that of
the control (Fig 3C).
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Figure 3: TM and EPCR expression

A Flow cytometry analysis of TM and EPCR membrane expression. Results are expressed in % of mean of
fluorescence. B Soluble form of TM (sTM) and EPCR (sEPCR) were quantified in the cell culture supernatant. C
THBD and PROCR transcript levels were quantified by gPCR. Results are expressed in fold expression normalized
to f-actin and GAPDH. ** p<0.01; *** p<0.001
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Since the transcription factors KLF2 and KLF4 are regulators of THBD gene expression we
guantified the KLF2 and KLF4 mRNA levels by gPCR. In PMM?2 knock-down cells, KLF2 and KLF4
MRNA levels were reduced to 58% +17% (p=0.0064) and 34% +18% (p=0.0003) of that of the

control (Fig 4).

1.5+ 1.5
s §
~ 810 - § 1.0
b§ . 5§
<% X3
T 0.54 T 0.54
2 £
0.0 T 0.0 T
scrambled PMM2 shRNA scrambled PMM2 shRNA

Figure 4: KLF2 and KLF4 expression
KLF2 and KLF4 transcript levels were quantified by qPCR. Results are expressed in fold expression normalized to

P-actin and GAPDH. ** p<0.01; *** p<0.001

APC cytoprotective activity is preserved in PMM2 knock-down cell

As APC was reported to protect the endothelial barrier through the activation of PAR1
receptor, we investigated its ability to restore the endothelial barrier integrity in PMM2 knock-
down cell in response to thrombin-induced disruption. We first observed that the
transcriptional defect observed in PMM2 knock-down cells does not affect PAR-1. Indeed,
PAR-1 has even a slightly higher transcript level in PMM2 knock-down cells than in control
(1.6-fold increase p<0.001), while the membrane expression of PAR-1, assessed by flow

cytometry, is similar to the control cells (Fig 5).

-
o
g

-
=)
<

(3.
b
F2R
Fold expression
P
'l

PAR1 Fluorescence (%)

0

" Scrambled sh RNA  PMM2 shRNA Scrambled sShRNA ~ PMM2 sh RNA

Figure 5 : PAR-1 expression

A Flow cytometry analysis of PAR-1 membrane expression. Results are expressed in % of mean of fluorescence.
B F2R transcrip levels were quantified by gPCR. Results are expressed in fold expression normalized to B-actin
and GAPDH ; *** p<0.001
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Then, we compared the endothelial cell monolayer obtained with control hCMEC/D3 or
hCMEC/D3 inactivated for PMM2 in resting conditions. Interestingly, in basal state, we
observed an impaired integrity of endothelial cell monolayer when PMM2 is knock-down.
Indeed, the transendothelial flux of Evans blue solution was significantly higher through the
PMM2 knock-down cell monolayer than in control (0.87 +0.15 absorbance vs 0.22 +0.12
absorbance, p<0.001) (Fig 6A). Then, we used a TEER method which is commonly used to
evaluate the integrity and permeability of tight junctions in endothelial cell culture
monolayer?®2!, At confluence, the maximum of cell index reached was significantly lower in
PMM2 knock-down cells than in control (5.65 +1.11 vs 9,83 £1.08, p<0.01) (Fig 6B). Through
interactions with actin cytoskeleton, VE-cadherin ensures an adherent junction particularly
important to maintain the endothelial barrier permeability?2. Thus, we compared the cellular
organization of VE-cadherin and actin cytoskeleton between the PMM2 knock-down cell and
control. The morphology of control hCMEC/D3 is cobblestone and the majority of actin
filaments were localized around the periphery of cells, parallel with cell-cell junctions. VE-
cadherin formed a continuous line at cell-cell junctions with occasional gaps (Fig 6C). PMM2
knock-down induced a change in cellular organization of actin filaments which are scattered
in the cells, whereas the distribution of VE-cadherin is fragmentary at the cell-cell junctions.
Taken together, these observations evidenced an impairment of the endothelial barrier in

basal conditions in PMM2 knock-down hCMEC/D3.
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o

PMM2 shRNA %
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Figure 6: Endothelial barrier integrity in basal state

A. Evans blue permeability assay in PMM2 knock-down cells relative to control. Absorbance was measured at 650
nm 15 minutes after incubation with 4% BSA Evans blue solution. B (left) Real time TEER measure in cell during
the steps of adhesion and proliferation until to reach 100% of confluence. Curves are representative of 4
independent experiments. Cell index was expressed as mean (solid line) + SD (dotted line). B (right) Maximum cell
index increase measured during the first steps of adhesion and proliferation. C Immunofluorescence staining.
Distribution of VE-cadherin (purple) and F-actin (green). Blue, DAPI staining of nuclei. ** p<0.01; *** p<0.001

Finally, we investigated the endothelial response to thrombin stimulation using the TEER
measurment. In control hCMEC/D3 thrombin-induced hyperpermeability results in a rapid and
acute decrease in TEER followed by a recovery to initial values of resistance in less than 2
hours (Fig 7A). Thrombin induced a higher maximum decrease in TEER in PMM?2 knock-down
cells relative to control (0.39 £0.12 vs 0.93 £0.12, p<0.01) (Fig 7B). The ability of thrombin to
disrupt the barrier, quantified by the total area under the curve (AUC), is also greatly increased
in PMM2 knock-down cells than in control (0.19 + 0.08 cell index/hour vs 7.91 + 0.04 cell
index/hour, p<0.01) (Fig 7C). As PAR-1 also mediates APC’s endothelial barrier protection, we
next investigated the endothelial response to thrombin stimulation after a four-hours
incubation with APC. Prior incubation with APC does not prevent the decrease in TEER but
accelerates the recovery to the baseline. When PMM?2 knock-down cells were incubated with
APC prior to thrombin stimulation, the 50% recovery of TEER is significantly more quickly
achieved (3.74 £1.37 hours in the presence of APC vs 6.97 20.86 in the absence of APC, p<0.01)
(Fig 7D).
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Figure 7: Transendothelial electrical resistance in response to thrombin stimulation

A. Real time TEER measure in cells incubated with 20 nM APC during four hours prior to thrombin stimulation (1
nM). Curves are representative of mean of cell index calculated from one experiment. B. Maximum cell index
decrease in response to 1 nM thrombin stimulation. TEER decrease was expressed as the difference in resistance
detected between untreated cells and stimulated cells at the time of maximum decrease in TEER. Plots are
representative of three independent experiments. C,D. Recovery to baseline cell index in cells incubated with 20nM
APC prior to thrombin stimulation (1nM) expressed by the area under the curve (AUC) (C) and the time to 50%
recovery to the baseline (D). AUC was calculated as the difference between the AUC of untreated cells and the
stimulated cells. Time to 50% recovery was the time required to recover 50% of the baseline TEER. Plots are
representative of three independent experiments.
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DISCUSSION

To investigate the role of N-glycosylation in the multiple functions of the PC system we
generated a brain endothelial cell line knock-down for the PMM2, an enzyme involved in the
N-glycosylation process. PMM2 knock-down resulted in a moderate decrease in both protein
and mRNA transcript levels of PMM?2, probably because, in this model, a more significant
decrease would be incompatible with cell viability. Indeed, it has been demonstrated that
complete loss of PMM2 leads to early embryonic lethality occurring before 5.5 days of
development?3?4 consistent with the fact that no R!**" - the most frequent mutation identified
in PMM2 CDG - homozygosity were found in patients. Indeed, enzymatic activity of human
recombinant PMM2 with the R4 mutation is undetectable?. An endothelial PMM2 knock-
down model has already been developed using transient transfection in HUVEC leading to a
70% decrease in the protein level of PMM226, In the present study, we used the hCMEC/D3
cell line derived from the brain microvessels to generate a stable knock-down of PMM?2, and
even though only an approximately 2-fold decrease in PMM2 expression was reached in our

model, the impact on glycosylation was attested by LAMP1 profile as previously described.

All the components of the PC system contain N-glycans which may be involved in multiple
functions of these proteins. Thus, we investigated the anticoagulant and cytoprotective
properties of the PC system in PMM2 knock-down endothelial cells. First, we observed that,
whatever the glycosylation status of the PC, PMM2 knock-down reduced significantly APC
generation in hCMEC/D3, due to a decrease in TM and EPCR expression, the two receptors
involved in the activation of the PC. Constitutively expressed by the endothelial cells, TM
contributes to the anticoagulant properties of the endothelium and prevent thrombosis
formation. Indeed, endothelial knock-out of TM in mice leaded to excessive activation of the
coagulation resulting in fatal massive thrombosis?’. This decrease in TM expression induced
by PMM2 inactivation may thus results in a prothrombotic phenotype in the cells, particularly

when associated with a PC deficiency which is reported in 29% of the PMM2-CDG patients®.

Since PC is also underglycosylated in patients with PMM2-CDG?8, we treated PC with PNGaseF
prior to measure the APC generation on cells, and no significant difference in the rate of

activation into APC was observed between underglycosylated and fully glycosylated forms of
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PC. In contrast, using mutagenesis experiments, it was shown that the rate of the PC activation
was increased in the absence of glycosylation at Asn 313°. However, we cannot exclude that
this discrepancy is related to a direct effect of the mutation than the lack of the glycan chain.
Beside its anticoagulant properties, PC system also provides cytoprotective activities to
maintain the barrier integrity. Indeed, PAR-1 is the third receptor of the PC system which
mediates both thrombin-induced hyperpermeability and APC’s endothelial barrier protection.
As already reported in hCMEC/D3?°, thrombin activates PAR-1 leading to disruptive,
hyperpermeability and proinflammatory responses. Thrombin-mediated activation of PAR-1
leads to an acute Rho controlled actomyosin-dependent contraction that disrupts endothelial
integrity and causes vascular damage3%3!, It has been demonstrated that the APC, in the
presence of EPCR, can activates PAR-1 and inhibits the thrombin-mediated activation of NF-

32-34 Interestingly, unlike

kB and down-regulates the expression of proinflammatory cytokines
to TM and EPCR, PAR-1 expression was not affected by PMM2 silencing, providing evidence
that the transcriptional machinery was not fully impacted in this model. This suggests that the
down regulation of TM and EPCR may rather be the consequence of a modulation of the
regulation in the expression of THBD and PROCR. Indeed, several transcriptional regulation
processes involving transcription factors such as KLFs®>3¢, or NFkB pathway3’ are involved in
the regulation of the TM promoter, while no regulatory elements have been reported

3841 3nd we

concerning EPCR. KLF2 and KLF4 are two regulators of THBD gene expression
observed a decrease in their expression in PMM2 knock-down cells. These results can account
for the decrease in TM expression. Sangwung et al*> showed that endothelial specific deletion
of KLF2 and KLF4 in mice results in near-complete loss of TM expression. In contrast, KLF2 and
KLF4 were not implicated in the regulation of the EPCR expression as demonstrated in cerebral
cavernous malformation model3¢. Deep study of the mechanism involved in the down
regulation of PROCR may lead to the identification of new pathway. In this context,
transcriptomic analysis may be helpful.

Since PAR-1 was normally expressed in PMM?2 knock-down cells, we investigated the
activation of these receptor by its two ligands, i.e. thrombin and APC. Using TEER
measurement, we showed that thrombin induced a higher hyperpermeability in PMM2 knock-
down cells than in controls. As PAR-1 also mediates APC’s endothelial barrier protection, we

incubated cells with APC prior to thrombin stimulation. APC does not prevent the decrease in

TEER but the 50% recovery of TEER is significantly more quickly achieved in PMM2 knock-
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down cells. These results suggested that the endothelial barrier of PMM2 knock-down cells,
already weakened at basal state, is even more disrupted under proinflammatory stimulus.
Moreover, despite the decrease in the EPCR expression in PMM2 knock-down cells, APC can
still exert its barrier stabilizing effect. Interestingly, even though the EPCR is required for
cytoprotective effects of APC*3, the reduced expression of EPCR on PMM2 knock-down cell
membrane appears to remain sufficient to exert its cofactor activity. Incubation with APC even
resulted in a significantly faster recovery of TEER in PMM?2 knock-down cell than in control.
This may be related to the fact that the N-glycosylated chains in second extracellular loop
regulates PAR-1 bias activity. Indeed, it was reported that removal of the extracellular N-linked
moieties of PAR-1 enhance signaling through decreased stress fibers formation and enhanced

cellular proliferation®44

Beside its implication in the PC system the brain endothelial barrier consists in the blood brain
barrier which is a physical and biochemical barrier between the circulatory system and the
central nervous system. The blood brain barrier endothelium is characterized by the presence
of tight junctions and adherens junctions which regulate the barrier permeability*. Through
interactions with actin cytoskeleton, VE-cadherin ensures an adherent junction particularly
important to maintain the endothelial barrier permeability?2. As components of junctions are
glycoproteins, we assessed the barrier integrity in PMM2 knock-down cells. Transendothelial
permeability and TEER assay revealed that PMM2 knock-down altered the integrity of
endothelial cell monolayer barrier due in part to the loss of VE-cadherin based adherens
junction’s integrity. VE-cadherin carries predominantly sialylated glycans which can be
removed by sialidase treatment. In Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) treated
with sialidase, VE-cadherin changed its continuous junctional distribution “zipper-like” to a
largely scattered morphology but was still localized at interendothelial junctions®. Endothelial
integrity has never been studied previously in PMM2 knock-down model. However, in mice
PMM2RI37TH/F118L - ayamination of embryos showed extensive degradation of multiple organ
accompanied by massive hemorrhaging within the extraembryonic supporting structures
leading to embryonic lethality?4. Moreover, PMM2-CDG may be associated with edemas as in
case of hydrops fetalis*”*® and stroke-like**>° and abnormal endothelial integrity may

contribute to this phenotype.
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Our study has several limitations. Indeed, the use of a global system targeting the
glycosylation process as a whole provides interesting information, but its main limitation is
that a wide range of system are affected by glyscosylation process. Moreover, translation of
these results in endothelial cells derived from patients would be of great interest and may
improve our knowledge of the pathophysiology of CDG and perhaps of acute vascular events
such as stroke-like. Blood outgrowth endothelial cells could be isolated from peripheral
blood>. Human induced pluripotent stem cells (iPSC) were already isolated from patient and

PMM2 residual activity measured in these cells was 20%>2.

In summary, this study showed that PMM?2 knock-down induced a decrease in TM and EPCR
expression leading to a significant decrease in APC generation which potentially provides a
procoagulant phenotype to the endothelium. In addition, thrombin induced a higher
hyperpermeability in PMM2 knock-down cells than in controls and APC can still exert its
barrier stabilizing effect. The endothelial barrier integrity was also impaired in PMM?2 knock-
down cell leading to a loss of integrity of the blood brain barrier. Overall this study has led to

a better understanding of the N-glycan’s role in the PC system and in the endothelial barrier.
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Discussion et perspectives

L'objectif de ce travail de thése était d’évaluer le réle des glycosylations et plus
particulierement des N-glycosylations sur I’"hémostase, a la fois sur les protéines de la
coagulation et sur I'endothélium vasculaire. L’hémostase est un processus physiologique
complexe qui s’articule en deux phases: (i) I’"hémostase primaire qui fait intervenir
essentiellement les plaquettes et le facteur Willebrand et (ii) la coagulation qui fait intervenir
I'ensemble des protéines de la coagulation, a la fois les facteurs procoagulants et les
inhibiteurs physiologiques. L'ensemble des acteurs de ce processus sont des glycoprotéines,
dont les chaines glycanniques peuvent étre impliquées dans différentes fonctions de ces
protéines comme la sécrétion, I'expression a la membrane, I'activité, les interactions protéine-
protéine ou encore |"élimination. Le rble des chaines glycanniques des protéines de
I'hémostase a été principalement étudié a l'aide des méthodes de déglycosylation
enzymatique et de mutagenese dirigée. Afin d’étudier le réle des chaines glycanniques sur
I’'hémostase dans un systeme global, nous nous sommes intéressés a une pathologie
caractérisée par un défaut de glycosylation, le syndrome CDG. La connexion entre CDG et
hémostase est établie depuis bien longtemps puisque les premiers cas rapportés de CDG dans
les années 1980 décrivent un profil d’anomalies de la coagulation assez singulier incluant des
déficits en facteurs procoagulants et en inhibiteurs de la coagulation. Ce profil atypique
n’évoque aucune coagulopathie classique en lien avec une insuffisance hépatique, un
syndrome de consommation ou une avitaminose K.

Dans la série de 35 patients que nous avons étudiée, 34 sont atteints de CDG de type 1. Parmi
eux, 24 présentent un PMM2-CDG (CDG le plus fréquent), 5 un MPI-CDG, 2 un ALG6-CDG, 1
un ALG12-CDG, 1 un DPM1-CDG et 1 un DPAGT-CDG. Un seul patient est atteint d’'un CDG de
type 2 (CCDC115-CDG). Parmi les patients PMM2-CDG, le déficit en AT est le déficit le plus
fréquent (63% des patients), suivi du déficit en FXI (50%), puis en PC (29%) et en PS (25%).
Enfin, une baisse du FIX n’est retrouvée que chez 2 patients (8%). La fréquence des déficits
observée est semblable a ce qui est décrit dans la littérature. Nous avons participé a une revue
de la littérature visant a recenser les anomalies de la coagulation chez les patients PMM2-
CDG. Des anomalies de la coagulation ont été recensés chez 344 patients atteints de PMM2-

CDG>’ (Annexe Il). Le déficit en AT, anticoagulant majeur du systéme de la coagulation, est le
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plus fréquent avec 157 cas décrits, suivi de prées par le FXI et la PC déficitaires dans 125 et 120
cas respectivement. De plus, 40 PMM?2-CDG présentent un déficit en PS et seulement 17 ont
une diminution du FIX. Parmi les 5 patients atteints de MPI-CDG, 2 sont déficitaires en AT, 3
en FXI, tandis que le déficit en PC, PS et FIX est retrouvé chez un seul et méme patient. Le MPI-
CDG est un CDG qui a l'avantage de pouvoir étre traité par supplémentation en mannose.
Cette supplémentation améliore la clinique des patients mais aussi les anomalies de
I’lhémostase!® 183298  Ainsi, les anomalies de la coagulation rencontrées chez les patients
atteints de MPI-CDG sont a interpréter en fonction de la supplémentation en mannose et
permettent d’évaluer I'observance des patients. Dans notre série, 2 patients apparentés sont
atteints d’ALG6-CDG, tous deux porteurs d’un déficit en AT (activité réduite a 20%) et FXI
(activité réduite a 43%) compatible avec ce qui est décrit dans la littératurel’®179, Le patient
atteint de DPM1-CDG, associant des anomalies de N- et O-glycosylation par défaut de
synthése du dolichol-P-mannose présente un déficit modéré en AT (63%). La littérature
rapporte un cas de DPM1-CDG également porteur d’un déficit modéré en AT?%°. Parmi 24 cas
de patients atteints de DPAGT1-CDG décrits dans la littérature, 3 déficits en AT et 1 déficit en
PS sont rapportés3®. Pour finir, le seul patient de notre série atteint d’'un CDG de type 2
perturbant a la fois la N- et la O-glycosylation (CCDC115-CDG) présente une diminution trés
modérée en AT (74%), FXI (52%) et PS (40%) en accord avec la littérature?®. L’AT et le FXI sont
donc les deux principales protéines de la coagulation affectées par le défaut de glycosylation
pouvant s’expliquer par I'impact de I'absence de glycosylations dans les différentes fonctions
de ces protéines. En effet, les glycosylations de I’'AT et du FXI ont un impact sur leur
sécrétion?®16> |3 clairance de I’AT est aussi impactée par I’absence de chaines glycanniques.
Ainsi, la digestion des acides sialiques de I’AT ou l'absence de chaine N-glycanniques
entrainent chez le lapin une élimination accélérée de la protéine. Outre leur réle sur la
sécrétion et la clairance de I'AT, les chalnes glycanniques modulent également I'activité de
I’AT puisque I'absence de glycosylation en position 135 accroit son affinité pour I’héparine,
potentialisant ainsi son activité anticoagulante!’”’. A linverse, les FV et FVIII sont
particulierement riches en glycosylation, néanmoins peu de déficit sont rapportés dans la
littérature. Un déficit en FVIII est rapporté dans un cas de STT3-CDG associé a une diminution
du facteur VWF!?, un cas de B4GALT1-CDG'®’ et 3 cas de TMEM165-CDG*28. La diminution du
FVIII peut étre secondaire a un défaut de facteur vVWF, ce dernier étant chargé de transporter

le FVIII et de le protéger d’une élimination trop rapide. Devant une diminution de FVIII, il
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convient donc de mesurer 'activité du facteur vWF, or celle-ci n’est pas toujours rapportée
dans les cas de CDG associé a un déficit en FVIII.

La baisse concomitante des facteurs procoagulants et anticoagulants peut entrainer un
déséquilibre de la balance hémostatique et favoriser I'apparition de saignement ou au
contraire de thrombose. Dans le but d’évaluer I'équilibre hémostatique chez les patients qui
présentent des déficits combinés nous avons utilisé un test de coagulation global, le test de
génération de thrombine (TGT). A I'inverse des tests de coagulation usuels, la mesure de la
génération de thrombine en temps réel integre I'’ensemble des facteurs de la coagulation et
les inhibiteurs physiologiques y compris le systeme de la PC lorsque la TM soluble est ajoutée
au systéme. Ainsi les 35 patients de notre série ont été testés en TGT en présence et en
absence de TM soluble. En I'absence de TM soluble, la génération de thrombine est
significativement augmentée chez les patients atteints de CDG comparé aux sujets controles.
Afin de mobiliser le systéme inhibiteur de la PC, le test est également réalisé en présence de
TM soluble et montre un défaut de mobilisation de la PC chez les patients. Le profil
hypercoagulant observé en I'absence de TM est donc accentué par ce défaut de mobilisation
du systétme de la PC. Etant donné les déficits combinés en facteurs procoagulants
(principalement le FXI) et en inhibiteurs de la coagulation (AT, PC et PS), nous aurions pu nous
attendre a ce que I'équilibre hémostatique soit conservé comme ce qui est observé chez les

4222

nouveau-nés??2 ou les patients cirrhotiques??!

chez qui la diminution de la génération de
thrombine en I'absence de TM est contrebalancé par un défaut de mobilisation de la PC.
Tandis que les déficits combinés en facteurs procoagulants et anticoagulants des nouveau-nés
ou des patients cirrhotiques résultent d’un défaut de synthése hépatique de I'ensemble des
protéines de la coagulation, les déficits observés dans le CDG ne concernent finalement que
peu de facteurs procoagulants (ciblant surtout le FXI) et deux systemes inhibiteurs (I’AT et le
systéme de la PC) concourant probablement au déséquilibre de la balance hémostatique vers
un profil hypercoagulant. L'étude en TGT présente cependant quelques limites. D’une part un
second inhibiteur de la thrombine, I'a2-macroglobuline, elle aussi glycosylée, peut étre
impactée dans le CDG et moduler la régulation de la coagulation!’*. Or I'a.2-macroglobuline
n’est pas explorée par le TGT. D’autre part, dans nos conditions de réalisation du TGT, la
génération de thrombine est principalement impactée par le déficit en AT. C'est a faibles

concentrations de FT que le TGT est le plus sensible au déficit en FXI301303, Cependant, les
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résultats obtenus a faible concentrations de FT sont similaires a ceux obtenus a forte
concentration.

Le phénotype prothrombotique que nous avons mis en évidence in vitro chez les patients CDG
a été retrouvé en particulier chez tous les patients qui avaient un ou plusieurs antécédents de
thrombose ou de SL. De plus, parmi les patients qui présentaient un phénotype
normocoagulant en TGT, aucun d’entre eux n’avaient eu de thromboses ou de SL auparavant.
Ces résultats suggerent fortement que les patients les plus a risque de développer une
thrombose ou un SL sont ceux qui présentent des anomalies de la coagulation, en particulier
un profil hypercoagulable en TGT. Dans notre série de 35 patients, la majorité des
complications aigues fut la survenue d’un SL chez 7 patients. Un évenement thrombotique est
rapporté chez deux patients tandis qu’un patient a développé les deux.

La physiopathologie du SL n’est a I'heure actuelle pas élucidée. Bien qu’aucune occlusion
ischémique n’ait été mise en évidence a I'imagerie au cours des SL, un cedéme cytotoxique/
vasogénique peut accompagner ces événements’®:290.304 plysjeurs hypothéses peuvent étre
émises. L'une d’entre elles s’appuie sur la similitude des événements observée dans les
canalopathies familiales et suggére qu’une hypoglycosylation des canaux calciques voltage
dépendant Ca,2.1 entraine un gain de fonction de ces canaux pouvant étre impliqué dans la
survenue des SL2%. Une seconde hypothése a laquelle I'état d’hypercoagulabilité pourrait
participer est I'hypothese de la formation de micro-thrombi (non visibles a I'imagerie) a
I'origine d’une ischémie transitoire. Ce mécanisme est décrit dans une autre pathologie, la
migraine avec aura?°l, Il a en effet été montré dans un modeéle murin que l'injection intra-
vasculaire de micro-thrombi induit les ondes lentes de dépolarisation observées dans I'aura
migraineuse?®2. La migraine avec aura multiplie par 2 le risque d’accident vasculaire cérébral
(AVC)3% et est associée a une élévation des marqueurs d’activation endothéliale comme
I'antigeéne du facteur vVWF, le fibrinogene et l'activateur du plasminogéne, le tissue
plasminogen activator (t-PA)3°¢. Le facteur VWF est un bon reflet de [Iactivation
endothéliale397-3% et nous avons pu le mesurer chez 18 de nos patients seulement. Le taux
médian d’antigéne s’éleve a 115% [1Q : 86-147%] pour des valeurs de références comprises
entre 50 et 150%. Les taux de VWF sont dans les valeurs de la normale, néanmoins on
remarque une importante hétérogénéité des taux parmi les patients. Afin de déterminer si les
patients qui présentent les taux les plus élevés sont plus susceptibles de développer une

complication thrombotique ou un SL, une étude prospective sur un plus grand nombre de
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patients pourrait permettre de répondre a la question. Un autre biomarqueur de la
dysfonction endothéliale est la TM dont I'expression membranaire est diminuée et la
sécrétion sous forme soluble augmentée dans de nombreuses pathologies vasculaires
associées a une atteinte endothéliale. La concentration plasmatique de TM soluble est
modérément mais significativement augmentée (1,4 fois) chez les patients atteints de CDG
comparé a la population controle. Cette élévation traduit probablement une dysfonction des
cellules endothéliales comme cela a déja été constaté dans I'athérosclérose3'0311 |’AVC

cardio-embolique3!? ou la CIVD associé au sepsis3*3

par exemple. Outre I'existence d’un profil
hypercoagulant observé in vitro chez les patients atteints de CDG, la présence en plus de
biomarqueurs d’activation endothéliale a I'état basal chez ces patients suggere que leur

fonction endothéliale est trés certainement altérée.

L'endothélium est une interface dynamique entre le sang et les vaisseaux et joue un role
capital dans le controle de I’hémostase et de ’homéostasie des tissus en formant une barriere
entre la circulation sanguine et les tissus. La présence de biomarqueurs suggérant une
activation endothéliale chez les patients atteints de CDG nous a amenés a étudier les
propriétés de I'endothélium affecté par un défaut de glycosylation. Afin de mieux comprendre
I'implication des glycosylations dans la survenue des évenements vasculaires et neurologiques
rencontrés dans cette population de malades, nous avons choisi de développer un modele
cellulaire a partir d’une lignée de cellules endothéliales issue de la microcirculation cérébrale
hCMEC/D3. A l'aide d’'une méthode d’interférence d’ARN, nous avons inactivé I'enzyme
PMM2 responsable du CDG le plus fréquent, le PMM2-CDG. Nous avons obtenu avec ce
modele une inactivation modérée de PMM2 de telle sorte que I'expression protéique et
d’ARNm est réduite d’environ 50% seulement par rapport aux cellules wild-type. Une
réduction plus importante de I'expression de PMM2 est probablement non viable dans notre
modele cellulaire. En effet I'absence totale de PMM?2 est létale chez la souris3'431> de méme
que ’homozygotie pour la mutation R | associée a une expression nulle de PMM2, n’a
jamais été retrouvée chez les patients®3. L’inactivation de PMM2 est cependant suffisante
pour induire un déficit quantitatif de chaines glycanniques comme I’atteste la présence de
forme hypoglycosylées de LAMP1, une protéine lysosomale ubiquitaire qui comporte pres de

20 sites de N-glycosylation.
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Physiologiquement, I’endothélium est doté de propriétés anticoagulantes qui veillent a limiter
la génération permanente de thrombine. Plusieurs acteurs participent a ce phénoméne.
D’abord les glycosaminoglycannes du glycocalyx (héparane sulfate et dermatane sulfate)
potentialisent I'activité de deux anticoagulants naturels, I'AT et le cofacteur Il de
I’héparine31®3Y7 puis le TFPI, produit par I'endothélium inhibe I'activité du complexe
TF/FVIIa318, Enfin I'endothélium exprime deux récepteurs membranaires nécessaires a
I'activation du systéme anticoagulant de la PC, la TM et I'EPCR.

L’endothélium n’acquiert des propriétés procoagulantes qu’en présence de divers stimuli
inflammatoire et infectieux entre autres. In vitro, I'expression du FT est induite par les
cytokines inflammatoires (TNFa, IL-1), le LPS, ou la C-reactive protein (CRP) par exemple31%320,
Nous avons étudié dans un premier temps les capacités de I'endothélium inactivé pour PMM2
a mobiliser le systéeme de la PC. Nous avons mis en évidence un défaut d’activation de la PC a
la surface des cellules endothéliales di a une baisse de transcription des deux récepteurs
impliqués dans I'activation de la PC, c’est a dire la TM et 'EPCR. Ce défaut d’activation de Ia
PC a la surface de I'endothélium, associé a un déficit en PC (observé chez 29% des patients)
sont des facteurs de risque de thrombose. En effet I’'absence d’expression de TM chez I’animal
se traduit par la survenue d’événement thrombotique massif3?l. Cette diminution des
transcrits de THBD et PROCR et donc d’expression de la TM et de I'ECPR ne semblent pas étre
lié a un défaut global de transcription puisque le récepteur PAR1 est normalement exprimé
dans notre modele. L’hypothése de dégradation des transcrits de la TM et de I'EPCR a été
écartée dans la mesure ou la demi-vie de leurs ARNm est similaire entre les cellules inactivées
et les cellules controle. Nous avons donc fait I’hypothése d’un impact du défaut de N-
glycosylation sur la régulation de la transcription de ces 2 genes. Ainsi, divers stimuli régulent
la transcription de la TM, certains positivement comme, par exemple, le stress
thermique3?2323 ou les forces de cisaillement laminaire anti-oxydantes. Ces derniéres ont des
effets positifs sur I'activité du facteur de transcription Kruppel-like factor 2 (KLF2) vis-a-vis du
promoteur de la TM a I'origine de I'augmentation de I'expression de la TM. Un autre facteur
de transcription de la famille des KLF (KLF4) régule aussi positivement la transcription de la
TM. En effet la transduction de cellules EA.hy926 ou HUVECs par un lentivirus codant pour
KLF2 ou KLF4 induit une augmentation significative de I'expression de la TM324325_ Afin de
comprendre la diminution d’expression de la TM par les cellules inactivées pour PMM2

observée, nous avons voulu mesurer I'expression des facteurs de transcription KLF2 et KLF4
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dans notre modele. L'expression protéique de KLF4 est réduite a 53% +16% des controles
tandis que I'expression de KLF2 ne peut étre mesurée en western blot compte tenu d’'un
manque de spécificité de I'anticorps utilisé. Les niveaux de transcrits KLF2 et KLF4 ont été
guantifiés par qPCR et montrent respectivement une expression réduite a 58% +17% et 34%
+18% de celle des cellules controéle.

D’autres stimuli régulent négativement |'expression de la TM comme le stress oxydatif,

328 ou encore, la CRP. Cette régulation négative

I’'hypoxie, le TNFas26,327, la thrombine
concoure a la perte de potentiel anticoagulant observé dans le sepsis, I'inflammation et le
cancer. Les épisodes de SL surviennent généralement au décours d’une fievre ou d’'une
infection intercurrente qui pourraient ainsi déséquilibrer I'expression de la TM et participer a
la survenue de ces accidents. La répression de la TM induite par les cytokines pro-
inflammatoire, en particulier le TNFo s’accompagne de I'activation de la voie NFkb32%330, Le
promoteur de la TM ne contient cependant pas la séquence consensus nécessaire a la fixation
des protéines de la voie NFkb mais il a été montré qu’il existait une compétition entre la voie
NFxkb et la protéine p300 coactivateur de la transcription de la TM3%, De plus, Pathak et al ont
montré que l'inhibition de la voie NFkb entrainait une surexpression de la TM par les cellules
endothéliales en présence ou non de TNFa324 par I'intermédiaire de KLF2. Nous nous sommes
donc demandé si une hyper activation de la voie NFkb a I'état basal pouvait étre a I'origine de
la diminution de I'expression de la TM. Nous avons donc mesuré I'activation des facteurs de
transcription de la voie NFkb dans notre modeéle et n’avons mis en évidence aucune hyper
activation de cette voie sur les cellules inactivées pour PMM2 a I'état basal. En revanche
I'inhibition de la voie NFkb a I'aide d’un dérivé d’imidazoquinoxaline (BMS), inhibiteur
pharmacologique d’IKKP permet d’augmenter de maniére significative I'expression de la TM
en cytométrie de flux sur les cellules inactivées pour PMM2 (1 419 £5 132 vs 14 485 +3 188,
p<0.01 pour les cellules inactivées ; 113 594 +7 629 vs 178 121 +39 495, p>0.05 pour les
controdles). Ces résultats suggérent que les cellules inactivées pour PMM2 sont probablement
capables d’augmenter I'expression de KLF2 et KLF4 lorsque la voie NFkb est inhibée.

Dans la mesure ou I'expression des transcrits KLF2 et KLF4 est diminuée dans notre modeéle il
se pourrait que cette observation participe également a la perte d’intégrité vasculaire que
nous observons sur nos cellules. En effet KLF2 et KLF4 ont pour réle de maintenir la quiescence

cellulaire et I'intégrité vasculaire en réponse au shear stress. L'importance de KLF2 et KLF4 est
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mis en exergue par la mortalité observée (100% a J9 de vie) chez les souris double knock-out
dans les cellules endothéliales33!. Ces souris développent entre autres une atteinte cardiaque,
des lésions hémorragiques cérébrale, pulmonaire, cardiaque et sous cutanée ainsi que des
symptoémes de type SL. La délétion de KLF2 et KLF4 entraine une dysfonction vasculaire
accompagnée d’une coagulopathie systémique. La perte des jonctions adhérentes et serrées
ainsi que l'augmentation de I’angiopoiétine 2 dans la circulation traduisent I'atteinte
vasculaire, tandis que la thrombopénie et |'élévation des d-dimeéres signent la coagulopathie.
L’expression de la TM est quasi nulle chez ces souris.

D’autre part, nous avons étudié la capacité des cellules inactivées pour PMM?2 a former une
barriere perméable. Ainsi, nous avons mis en évidence une hyperperméabilité a I'état basale
en partie expliquée par la perte d’intégrité des jonctions adhérentes formées par la VE-
cadherine. De plus, nous avons montré que la barriere formée par les cellules inactivées pour
PMM2 est plus sensible a un stimulus déstabilisateur comme la thrombine. Enfin, les effets
cytoprotecteurs de la PCA sont conservés.

La physiopathologie du SL est bien moins connue que celle de I’AVC ischémique, néanmoins il
peut s’accompagner comme ["AVC ischémique d’un ocedéeme cytotoxique et
vasogéniquel’®200304  C’est la dysfonction endothéliale décrite dans I’AVC ischémique qui
participe a la formation de l'cedéme vasogénique et aux éventuelles complications
hémorragiques332334, En particulier, les matrice métalloprotéinases (MMPs), induites par
I’'hypoxie et I'inflammation, dégradent les protéines constituant les jonctions serrées. Les
jonctions adhérentes sont également impactées au cours de I'ischémie puisque I'expression
de la VE-cadhérine est diminuée chez la souris soumise a une ischémie focale cérébrale33>33,
De plus I'activation du promoteur de la VE-cadherine et I'augmentation de son expression
aprées une ischémie cérébrale chez le rat suggére que la reformation des protéines adhérentes
participe au mécanisme de réparation de la barriére3?’. Les épisodes de SL ne se rencontrent
pas uniquement dans le CDG mais dans d’autres pathologies comme le syndrome MELAS
(Myopathie mitochondriale, Encéphalopathie, Acidose Lactique et Stroke-like) par exemple.
La dysfonction endothéliale est aussi une des hypothéses physiopathologiques avancée pour
expliquer le SL dans cette pathologie3®. La survenue du SL est trés certainement
multifactorielle dans le CDG et la coexistence d’'un phénotype hypercoagulant avec une
altération de la perméabilité endothéliale pourrait favoriser la survenue de ces événements,

en particulier en situation de fiévre au cours de laquelle la stabilité de PMM?2 est réduite>*.
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Les résultats obtenus a I'aide de lignées cellulaires (hCMEC/D3) sont informatifs mais doivent
étre complétés par des études sur cellules primaires. Pour cela nous avons mis en place une
étude clinique visant a isoler les progéniteurs endothéliaux circulants issus de patients atteints
de CDG afin d’en étudier le phénotype. Le protocole de recherche clinique prévoyait d’inclure
8 patients atteints de PMM2-CDG (4 avec antécédent de SL et 4 sans antécédent) suivis a
I’hopital Necker et consistait en un prélevement de 24 a 32 mL de sang selon I’age des patients
pour isoler les progéniteurs endothéliaux. Aprées avis favorable du Comité de Protection des
Personnes (CPP/59-17 ID RCB: 2017-A02141-52), nous avons isolé avec succes les
progéniteurs endothéliaux pour 5 d’entre eux d’aprés Mauge et al®®. Les cellules
mononuclées sont d’abord isolées par un gradient de densité puis mises en culture sur une
surface recouverte de fibronectine. Dans un délai de 14 a 21 jours des colonies de BOECs
(Blood outgrowth endothelial cells) apparaissent3*® et présentent toutes les caractéristiques
de cellules endothéliales matures3%°. Les cellules peuvent ensuite étre utilisées jusqu’a
passage 7. A l'inverse du modéle cellulaire hCMEC/D3, les BOECs issus des patients ne
présentent pas d’altération de la génération de PCA dans la mesure ou |'expression des
récepteurs membranaires TM et EPCR est comparable a celle de témoins. De plus I'intégrité
de barriere semble beaucoup moins impactée dans la mesure ou la perturbation induite par
la thrombine entraine une diminution de la TEER plus importante sur les BOECs de patients
mais de maniere non significative. Chez les patients la diminution de la résistance endothéliale
s’éléve a 123% +20% (p=0.1) de celle observée chez les témoins. Ce phénotype, plus modéré
que celui observé sur le modele hCMEC/D3, était attendu puisque les patients ne présentent,
en dehors des événements aigus, aucun signe d’hyperperméabilité endothéliale. De facon
plus surprenante, nous n’avons pas observé de différence significative sur la génération de
PCA lorsque les BOECs ont été soumis a différents stimuli tels que la thapsigargine, la
déprivation en glucose ou le chlorure de cobalt (résultats non présentés dans le manuscrit).

Devant I'absence de différences significative dans les essais réalisés (expression de la TM et
de I'EPCR, génération de protéine C activée ou encore perméabilité a I'état basal ou apres
stimulation), nous avons décidé d’utiliser une approche plus globale consistant en une étude
élargie du profil protéique, pour mettre en évidence une différence entre les BOECs issues de
contréles ou de patients atteint de PMM2-CDG. Ainsi nous avons traité les cellules d’un
patient (le plus sévere cliniquement de la série) et un témoin avec du TNFo. pendant 24h suivi

d’un choc thermique (42°C) pendant 2h. Puis apres une période de récupération de 4h a 37°C
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nous avons lysé les cellules. Nous avons ainsi étudié les principales voies MAP (Mitogen
activated protein) kinase (ERK1/2, INK1-3, les isoformes de p38 et quelques protéines intra-
cellulaires (Akt, GSK-3, p70, TOR, p53 et CREB) sur lesquelles nous n’avons observé aucune
différence entre patient et témoin. L'étude des cytokines fut la plus intéressante et a révélé
une augmentation chez le patient de I'IL8 intra-cellulaire a I'état basal (environ 3 fois). Apres
stimulation la quantité d’IL8 intra-cellulaire augmente approximativement 6 fois chez le
témoin tandis qu’elle double seulement chez le patient pour a peine atteindre le niveau du
contrdle. En revanche la quantité d’IL8 mesuré dans le surnageant est comparable entre
patient et témoin. La différence observée la plus marquée concerne le facteur pro-
angiogénique angiopoiétine 2, qui, comme I'IL8, est contenu dans les corps de Weibel-Palade
et dont la sécrétion est quasi nulle chez le patient comparé au témoin. Ces premiers résultats
suggerent un défaut probable de sécrétion des corps de Weibel-Palade. Les mesures
d’angiopoiétine 2 devront étre confirmées sur I'’ensemble des patients. Si ces données sont
confirmées, elles suggereront de nouvelles hypotheses physiopathologiques impliquant la
voie de I'angiogenése.

L'hétérogénéité inter-individuelle peut expliquer en partie I'absence de différence
significative observée entre les BOECs de patient et témoin. De plus, bien que les 5 patients
pour lesquels nous avons isolés des BOECs soient atteints de PMM2-CDG, leur profil
mutationnel est différent. Enfin, nous pouvons supposer que les progéniteurs des patients
avec les atteintes endothéliales les plus sévéres n’ont peut-étre pas permis l'isolement des
BOECs. En effet les prélevements d’1/5 patients avec antécédent a abouti a I'apparition de

clones contre 3/5 sans antécédent.

Pour conclure, nous avons mis en évidence a I'aide du test de génération de thrombine un
profil hypercoagulant chez les patients atteints de CDG porteurs d’'une coagulopathie,
particulierement chez les patients avec antécédents de thrombose ou de SL.

Nous avons développé un modele endothélial cérébral déficitaire en PMM?2 grace auquel nous
avons mis en évidence un défaut de la perméabilité endothéliale et une dysfonction
vasculaire. De plus nous avons montré que I'inactivation de PMM2 entraine la perte d’'une des
propriétés anticoagulantes de I’endothélium, pouvant concourir a la survenue de

complications vasculaires.
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Annexes

Annexe | : Classification des CDG par localisation cellulaire : état des lieux en 2017

Défaut localisé dans le cytosol

Nom du CDG Protéine atteinte Organes et tissus affectés Profilde la | Mode de
Tf transmis
sion

Défaut de N-glycosylation
Défaut de synthése de monosaccharides
GMPPA-CDG Guanosine diphosphate Fibres nerveuses cesophage,

mannose pyrophosphorylase A | glandes lacrymales et neurones
GMPPB-CDG Guanosine diphosphate Cerveau, muscles squelettiques,

mannose pyrophosphorylase B yeux, ceeur
MPI-CDG* Mannose-6-phosphate Intestin, foie Type 1

isomérase
PMM2-CDG* Phosphomannomutase 2 Systéme nerveuy, tissu adipeux, et | Type 1

presque tous les autres organes

Défaut de O-glycosylation
Défaut de synthese des O-N-acétylglucosaminylglycannes
EOGT-CDG EGF domain-specifi O-GIcNAc Peau, squelette

transférase
Défaut dans d’autres voies de glycosylation ou défaut multiple
Défaut de synthése du dolichol
DHDDS-CDG Déhydrodolichyl diphosphate Rétine Type 1

Défaut de synthése des monosaccharides

CAD-CDG Activités carbamoyl-phosphate | Cerveau, cellules sanguines
synthetase 2 (CPS2) et
aspartate transcarbamylase
(ATCase) de I'enzyme
trifonctionnelle CAD

GFPT1-CDG Glutamine: fructose 6- Jonctions neuromusculaires,
phosphate amidotransférase 1 muscles squelettiques

GNE-CDG UDP-GIcNAc 2-epimérase/Man- | Muscles squelettiques, rarement

NAc kinase

muscles cardiaques
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NANS-CDG Acide N-acetylneuraminique Cerveau, squelette
synthase
PGM1-CDG Phosphoglucomutase 1 Uvule, cceur, foie, muscles, glandes | Type 2
endocrines
PGM3-CDG Phosphoglucomutase 3 Cerveau, systéme immunitaire,
squelette
Défaut de synthése des sucres-nucléotides
CPS2-CDG Carbamylphosphate synthétase | Cerveau, intestin, rein, globules
2 rouges
Défaut localisé dans le réticulum endoplasmique
Nom du CDG Protéine atteinte Organes et tissus affectés Profilde la | Mode de
Tf transmis
sion
Défaut de N-glycosylation
ALG1-CDG* Mannosyltransférase 1 Cerveau +/- yeux, ceeur, foie, Type 1
cellules béta, reins, gonades
ALG2-CDG Mannosyltransférase 2 Cerveau, muscles squelettiques, Type 1
yeux, jonctions neuromusculaires
ALG3-CDG Mannosyltransférase 6 Cerveau, squelette Type 1
ALG6-CDG* Glucosyltransférase 1 Cerveau +/- yeux, systéme gastro- Type 1
intestinal, cceur, foie, squelette
ALG8-CDG* Glucosyltransférase 2 Cerveau +/- yeux, peau, foie, Type 1
intestin
ALG9-CDG* Mannosyltransférase 7/9 Cerveau, foie, reins, +/- tissu Type 1
adipeux, cceur, squelette, intestin
ALG11-CDG Mannosyltransférase 4/5 Cerveau, systeme auditif Type 1
ALG12-CDG Mannosyltransférase 8 Cerveau, squelette, cceur, systeme | Type 1
immunitaire et génital
ALG13-CDG* UDP-GIcNAc: Dol-P-GIcNAc-P Cerveau, yeux, foie Type 1 Liéal'X
transférase
ALG14-CDG UDP-GIcNAc: Dol-PP-GIcNAc Jonctions neuromusculaires Type 1

transférase

(syndrome congenital

myasthénique)
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DDOST-CDG Oligosaccharyltransférase sous- | Cerveau, yeux, foie Type 1
unité DDOST
DPAGT1-CDG UDP-GIcNAc: Dol-P-GIcNAc-P Cerveau, jonctions Type 1
neuromusculaires (syndrome
congenital myasthénique)
MOGS-CDG Mannosyl-oligosaccharide Cerveau, squelette, systeme
glycosidase (glucosidase 1) immunitaire
GANAB-CDG* | Glucosidase Il sous-unité a Foie, rein (polykystique) AD
PRKCSH-CDG* | Glucosidase Il sous-unité Foie, rein (polykystique) AD
RFT1-CDG Flippase of Man5GIcNAc2-PP- Cerveau, appareil auditif Type 1
Dol
STT3A-CDG* Oligosaccharyltransférase sous- | Cerveau, tractus gastro-intestinal Type 1
unité STT3A
STT3B-CDG Oligosaccharyltransferase sous- | Cerveau, nerf optique, tractus Type 1
unité STT3B gastro-intestinal (modéré)
SSR3-CDG Séquence signal récepteur 3 du | Cerveau, poumons, tractus gastro- | Type 1
complexe TRAP intestinal (disialo
uniqueme
nt)
SSR4-CDG Séquence signal récepteur 4 du | Cerveau, systeme respiratoire, Type 1 LiéalI'X
complexe TRAP squelette (modéré)
TUSC3-CDG Oligosaccharyltransférase sous- | Cerveau Type 1
unité TUSC3
Défaut de O-glycosylation
Défaut de synthese des O-xylosyl/N-acetylgalactosaminylglycannes
SLC35D1-CDG | Solute carrier family 35 Squelette (létal a la naissance ou
(transporteur de UDP-acide en période néonatale)
glucuronique/UDP-N-
acetylgalactosamine) membre
D1
Défaut de synthése des O-glucosylglycannes
POGLUT1- Protéine O-glucosyltransférase Peau (hypo ou hyperpigmentation) AD
CDG* 1

Défaut de glycosylation des lipides et de synthese des glycosylphosphatidylinositols

Défaut de syntheése des glycosylphosphatidylinositols
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PIGA-CDG* UDP-GlcNAc:

phosphatidylinositol N-

acetylglucosaminyltransférase

Cerveau, cceur, foie, rein, peau

Liéal'X

PIGC-CDG UDP-GIcNAc: Cerveau
phosphatidylinositol N-
acetylglucosaminyltransférase

PIGG-CDG Glycosylphosphatidylisonitol Cerveau

transférase 2

ethanolamine phosphate

PIGL-CDG GlcNAc-phosphatidylinositol dé- | Cerveau, yeux, systeme auditif,
acétylase cceur, peau
PIGM-CDG Dol-P-Man: Cerveau, veine hépatique

phosphatidylinositol

mannosyltransférase 1

PIGN-CDG Glycosylphosphatidylinositol

transférase 1

éthanolamine phosphate

Cerveau, squelette, coeur, reins

PIGO-CDG Glycosylphosphatidylinositol

transférase 3

éthanolaminephosphate

Cerveau, lévres, doigts, orteils,
anus/rectum, systéme auditif,

coeur

PIGQ-CDG UDP-GlcNAc:

phosphatidylinositol N-

acétylglucosaminyltransférase

Cerveau

PIGT-CDG PIGT transamidase Cerveau, yeux, ceeur, reins,
squelette
PIGV-CDG Dol-P-Man: Cerveau, doigts, orteils, moins

phosphatidylinositol

mannosyltransférase 2

frequent lévres, palais, anus-

rectum, systeme auditif

PIGW-CDG Phosphatidylinositol acylase

Cerveau, squelette

PIGY-CDG UDP-GlcNAc:

phosphatidylinositol N-

acétylglucosaminyltransférase

Cerveau, doigts, orteils

PGAP1-CDG

Phosphatidylinositol déacylase

Cerveau

Défaut dans d’autres voies de glycosylation ou défaut multiple

Défaut de synthése du dolichol

DOLK-CDG Dolichol kinase

Cerveau, cceur, peau

Type 1
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NUS1-CDG Nogo-B récepteur (sous-unité Cerveau, yeux, squelette Type 1
de la cis-prenyltransférase)
SRD5A3-CDG Stéroide 5 a-réductase 3 Cerveau, yeux, cceur, peau, Type 1
articulations
Défaut d’utilisation ou de recyclage du dolichol
DPM1-CDG GDP-Man: Dol-P Cerveau, yeux, muscles Type 1
mannosyltransférase 1 (Dol-P- squelettiques
Man synthase 1)
DPM2-CDG GDP-Man: Dol-P Cerveau, muscles squelettiques Type 1
mannosyltransférase 2 (Dol-P-
Man synthase 2)
DPM3-CDG GDP-Man: Dol-P Squelette, muscle cardiaque Type 1
mannosyltransférase 3 (Dol-P-
Man synthase 3)
MPDU1-CDG Man-P-Dol utilisation 1 Cerveau, yeux, peau Type 1
Défaut du complexe v-ATPase
ATP6AP1- Protéine accessoire Ac45 du Cerveau, cellules B, foie (muscles, Type 2 Liéal'x
CDG* complexe V-ATPase systeme auditif)
Autres défauts
TRAPPC11- Trafficking protein particle Muscles
CDG complex (TRAPPIII), sous-unité
11
Défaut localisé dans le golgi
Nom du CDG Protéine atteinte Organes et tissus affectés Profilde la | Mode de
Tf transmis
sion
Défaut de N-glycosylation
MAN1B1- Golgi al-2 mannosidase 1 Cerveau, boite cranienne, tissu Type 1
CDG* adipeux
MGAT2-CDG* | N- Cerveau, squelette, intestin, Type 2

Acetylglucosaminyltransférase

2

systeme immunitaire

Défaut de O-glycosylation

Défaut de synth

ese des O-xylosylglycannes
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BAGALT7-CDG | B-1,4-galactosyltransférase 7

Cerveau, squelette, articulations,

peau

B4GALT6-CDG | B-1,3-galactosyltransférase 6

Squelette, articulations, peau

B3GAT3-CDG B-1,3-glucuronyltransférase 3

Cerveau, aorte, coeur, squelette,

articulations, peau, dents

CHSY1-CDG Chondroitine B-1,4-N-

Cerveau, dents, squelette, systeme

acetylgalactosaminyltransférase | auditif
1 (chondroitine synthase 1)
EXT1-CDG* Exotosine 1 Cartilage AD
EXT2-CDG* Exotosine 2 Cartilage AD
XYLT1-CDG Xylosyltransférase 1 Cerveau, squelette, articulations,
tissu adipeux
XYLT2-CDG Xylosyltransférase 2 Cerveau, yeux, cceur, 0s, systeme
auditif
Défaut de synthése des O-N-acetylgalactosaminalglycannes
GALNT3-CDG UDP-N-acetyl-a-D- Tissu sous-cutané
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransférase
3
Défaut de syntheése des O-fucosylglycannes
LFNG-CDG O-fucose-spécifique B-1,3-N- Squelette axial et muscles associés
acetylglucosaminyltransférase
POFUT1-CDG* | Protéine O-fucosyltransférase 1 | Peau AD

Défaut de glycosylation des lipides et de synthese des glycosylphosphatidylinositols

Défaut de glycosylation des lipides

BAGALNT1- B-1,4-N-
CDG acetylgalactosaminyltransférase

1 (GM2 synthase)

Cerveau, nerfs périphériques,

gonades

ST3GAL5-CDG | Lactosylcéramide a-2,3-
sialyltransférase (GM3

synthase)

Cerveau, systeme auditif, peau

Défaut de la synthése des glycosylphosphatidylinositols

PGAP2-CDG Phosphatidylinositol glycérol

acylase

Cerveau

PGAP3-CDG Phosphatidylinositol glycérol

déacylase

Cerveau, squelette

Défaut dans d’autres voies de glycosylation ou défaut multiple
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Défaut de glycosyltransférases

B4GALT1- B-1,4-galactosyltransferase Face (dysmorphisme), yeux Type 2

CDG* (myopie)

ST3GAL3-CDG | B-galactoside a-2,3- Cerveau

sialyltransférase 3

Défaut de transporteurs des sucres-nucléotides

SLC35A1- CMP-sialic acid transporteur Cerveau, cceur, reins, plaquettes Type 2

CDG*

SLC35A2-CDG | CMP-galactose transporteur Cerveau, yeux, systeme gastro- Type 2 LiéalI'X
intestinal, squelette

SLC35A3-CDG | CMP-GIcNAc transporteur Cerveau, squelette

SLC35C1- CMP-fucose transporteur Cerveau, boite cranienne,

CDG* neutrophiles

Défaut du complexe COG

COG1-CDG COG composant 1 Cerveau, squelette Type 2

COG2-CDG COG composant 2 Cerveau, foie Type 2

COG4-CDG COG composant 4 Cerveau, face Type 2

COG5-CDG COG composant 5 Cerveau, systeme auditif, vision, Type 2
foie, vessie

COG6-CDG* COG composant 6 Cerveau, systéme gastro-intestinal Type 2
incluant le foie, systeme
immunitaire

COG7-CDG COG composant 7 Cerveau, squelette, peau, systeme Type 2
gastro-intestinal incluant le foie,
coeur

COG8-CDG COG composant 8 Cerveau, yeux, systeme nerveux Type 2
périphérique

Défaut du complexe v-ATPase

ATP6VOA2- VO sous-unité A2 de la V- Peau (cutis laxa), cerveau Type 2

CDG* ATPase (développement intellectuel
presque normal), yeux, systéme
neuromusculaire, squelette

Autres défauts

TMEM165- Protéine transmembranaire Cerveau, squelette Type 2

CDG* (Transmembrane protein 165) (particulierement le cartilage),

srticulations, sceur, foie, reins
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VPS13B-CDG
(Cohen

syndrome)

Protéine vacuolaire (Vacuolar
protein sorting-associated

protein 13B)

Cerveau, yeux (dystrophie chorio-
rétinienne avec myopie),
articulations, systéme immunitaire

(neutropénie), tissu adipeux

Nom du CDG Protéine atteinte Organes et tissus affectés | Profilde laTf | Mode de
transmission
Défaut dans d’autres voies de glycosylation ou défaut multiple
Défaut de COPII
SEC23B-CDG Composant COPII SEC23B Globule rouge (atteinte
(anémie congénitale secondaire du ceceur, foie,
dysérythropoiétique et cellules béta)
type )
Autres défauts
CCDC115-CDG Coiled-coil domain containing | Foie, rate, cerveau Type 2
115
TMEM199 -CDG Protéine transmembranaire Foie Type 2
(Transmembrane protein 199)

Nom du CDG Protéine atteinte Organes et tissus affectés Profil de la Mode de
Tf transmis
sion
Défaut dans d’autres voies de glycosylation ou défaut multiple
SLC39A8-CDG Transporteur de manganése et Cerveau, squelette, systeme | Type 2
zinc immunitaire

Défaut de synthese des O-mannosylglycannes

B3GALNT2-CDG

B-1,3-N-

acetylgalactosaminyltransférase

2

Cerveau, yeux, muscles

squelettiques

132



FKTN-CDG Ribitol-5-phosphate transférase | Cerveau, yeux, muscles
squelettiques
FKRP-CDG Ribitol-5-phosphate transférase | Cerveau, yeux, muscles
squelettiques
ISPD-CDG Isoprenoid synthase domain- Cerveau, yeux, muscles
containing protein (CDPribitol squelettiques
synthase)
LARGE-CDG Acetylglucosaminyltransférase- | Cerveau, yeux, muscles

like protein

squelettiques

POMGNT1-CDG

Protéine O-mannose -1,2-

Nacetylglucosaminyltransférase

Cerveau, yeux, muscles

squelettiques

1
POMT1-CDG Protéine O- Cerveau, yeux, muscles
mannosyltransférase 1 squelettiques, coeur
POMT2-CDG Protéine O- Cerveau, yeux, muscles
mannosyltransférase 2 squelettiques
TMEM5-CDG O-mannosylation B-1,4- Cerveau, yeux, muscles

xylosyltransférase

squelettiques, gonades

*CDG mentionnés dans le texte.

Tf : transferrine ; AD : autosomique dominant.

D’apreés Jaeken et Péanne 201731
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Annexe Il: Revue “International clinical guidelines for the management of
phosphomannomutase 2-congenital disorders of glycosylation: Diagnosis, treatment and

follow up”
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patients.

1 | INTRODUCTION

Phosphomannomutase 2 (PMM2)-congenital disorders of gly-
cosylation (CDG) (previously named CDG-la) (OMIM
212065) is a disorder of protein N-glycosylation characterized
by deficiency/dysfunction of phosphomannomutase 2. It is
characterized by a broad spectrum of clinical presentations,
ranging from severe neonatal to mild adulthood presentation.
Almost all systems/organs can be involved in PMM2-CDG.

2 | PREVALENCE

PMM2-CDG is an autosomal recessive panethnic disorder
with more than 900 patients with a diagnosis confirmed
either by enzyme assay and/or molecular testing. The esti-
mated incidence is 1:20 000."

3 | HISTORY

In 1980, Jaeken et al described the first two patients with a
CDG-Ia phenotype. Serum transferrin isoelectrofocusing
was proposed as a screening tool for CDG by Jaeken et al.?
Phosphomannomutase 2 deficiency was linked to the so-
called carbohydrate-deficient glycoprotein syndrome by
Van Schaftingen and Jaeken.* PMM2 (OMIM 601785) was
cloned and mutations identified by Matthijs et al.®> In 2009,
the CDG nomenclature was changed for all CDG into the
official gene symbol (not in italics) followed by CDG.°

4 | BIOCHEMISTRY

PMM?2 catalyzes the second step of the mannose pathway
namely the conversion of mannose-6-phosphate to mannose-
1-phosphate, which is a precursor of Guanosine diphosphate
mannose (GDP-Man) and dolichol-P-mannose (Dol-Man).
These two mannose compounds are the donors of mannose
used in the endoplasmic reticulum (ER) for the dolichol-
pyrophosphate oligosaccharide precursor assembly.

the literature on PMM2-CDG was conducted by a group of international experts in
different aspects of CDG. Our managment guidelines were initiated based on the
available evidence-based data and experts' opinions. This guideline mainly
addresses the clinical evaluation of each system/organ involved in PMM2-CDG,
and the recommended management approach. It is the first systematic review of
current practices in PMM2-CDG and the first guidelines aiming at establishing a

practical approach to the recognition, diagnosis and management of PMM2-CDG

S | PATHOGENESIS

Deficiency of GDP-Man and Dol-P-Man causes hypoglyco-
sylation of numerous glycoproteins, including serum glyco-
proteins (lysosomal enzymes, and transport proteins) and
membrane glycoproteins. This results in multi-organ
involvement with predominant neurological involvement.
The pathophysiology and the variability of disease severity

and course are not well understood.

6 | METHODOLOGY

The initiative to establish guidelines for the diagnosis and
treatment of PMM2-CDG was taken at the International
Scientific CDG Symposium held in July 2017 in Leuven,
Belgium. As for most rare disorders, existing studies and
reports are often non-systematic, observational studies, case
series or case reports, providing generally low quality
evidence. However, combining the available evidence with
the experts' helped these
guidelines.

A systematic literature review on PMM2-CDG from the

time of the princeps description until December 2017 was

opinions in establishing

carried out mainly using PubMed database searches with
the following terms: carbohydrate-deficient glycoprotein
syndrome OR congenital disorder of glycosylation, type la
OR PMM2 OR PMM2-CDG OR phosphomannomutase
2 deficiency OR Jaeken syndrome. Evidence levels were
classified in accordance with the Scottish Intercollegiate
Guidelines Network (SIGN) methodology (http://www.
sign.ac.uk) (Supporting Information, Table S1).

7 | RESULTS

The guidelines were designed by a multidisciplinary panel of
international experts in different clinical and research special-
ties. A literature review of the systems involved in
PMM2-CDG was conducted using the PubMed searches and
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papers collected in a shared folder in Dropbox which was cre-
ated by the research team and included more than150 peer-
reviewed papers. The teamwork was divided into a clinical
and a diagnostic group. The data were collected and summa-
rized based on the major system/organ involvement and the
statements were written based on the frequency of each sign/-
symptom. The following systems were reviewed: antenatal

TABLE 1 Suggested surveillance for PMM2-CDG patients

At diagnosis, if not
previously obtained

Systems

Neurology
Developmental and cognitive assessment v
Electroencephalogram

Brain MRI v

N

Audiology
Endocrine
Height
Calcium, magnesium and phosphate
Gonadotropins
Glucose

Insulin and other labs in case of hypoglycemia®

SN N N SN SN S

Thyroid function
Cardiology

AN

Echocardiogram
Electrocardiogram v
Holter
Cardiac MRI
Gastroenterology
Growth and anthropometric parameters v
Swallowing evaluation
Transaminases 4
Hematology
Complete blood counts and differential v
Coagulation factors v
Renal
Creatinine 4
Protein v
Immunology
Ophthalmology
Exam v
Electroretinogram
Skeletal v

Psychiatric evaluation

presentations, dysmorphology, neurology, ophthalmology,
cardiology, gastroenterology, hepatology, nephrology, hema-
tology, endocrinology, immune system, audiology, skeletal
features, lipid metabolism and adult presentations.

Summary of the phenotypes and the proposed recom-
mendations: ordered by system involvement (Table 1 and
Tables S2, S3).

At follow up 1-2 years
interval and as needed

As needed depends on
the symptoms

4 4
4
4
4
v
v
4 4
4
v 4
4
4
4
4
4
4
4 4
v v
4 4
4 4
4
4
4 4
4
4
4

Abbreviations: PMM2-CDG, phosphomannomutase 2-congenital disorders of glycosylation; MRI, magnetic resonance imaging.

“See the full paper for the suggested labs.
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8 | SYSTEMS SUMMARIES AND
STATEMENTS

8.1 | Antenatal involvement

Non-immune hydrops fetalis (NIHF) is the most common
of PMM2-CDG,
12 patients. Other associated findings, include hydropic pla-

antenatal presentation reported in
centa and polyhydramnios. Mirror syndrome-fetal hydrops
with consecutive oedema and rapid weight gain in the preg-
nant mother of the affected fetus- was reported in two
patients.” Other findings antenatal include hypertrophic
cardiomyopathy,®'°
particularly ventriculomegaly

cerebral and cerebellar abnormalities
1011 and cerebellar hypopla-
sia/atrophy.'>'? Skeletal deformities have been detected
antenatally in a few patients (limb-shortening, and prominent

lumbar lordosis). 10,11

All patients presenting with the
antenatal/neonatal hydrops fetalis died between 29 gesta-

tional weeks and 3 months of life.

8.2 | Statements

8.2.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

PMM2-CDG can present prenatally as hydrops fetalis, poly-
hydramnios, hydropic placenta, mirror syndrome, cerebral
ventriculomegaly, cerebellar atrophy (CA), and/or skeletal
deformities.

8.2.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation C)

A broad metabolic screening is necessary to rule out other
causes of non-immune hydrops fetalis.

8.2.3 | Diagnosis and follow-up (Statements
#3, 4: grade of recommendation D)

Statement #3:

Detailed imaging studies should include antenatal ultra-
sound, fetal Doppler and fetal echocardiography, looking for
of PMM2-CDG including
hydrops fetalis, ventriculomegaly, CA, hydropic placenta, poly-
hydramnios or skeletal deformities mainly limb shortening.

Statement #4:

Autopsy should be recommended in all cases of fetal or
neonatal death from NIHF, and amniotic fluid and/or fetal

any suggestive presentations

cells should be stored for future testing. PMM enzyme assay
and molecular analysis of the PMM?2 gene should be consid-
ered in the diagnostic panels for NIHF.

8.2.4 | Treatment (Statement #5: grade of
recommendation D)

There is no specific treatment strategy for hydrops fetalis in
PMM2-CDG, but it is a medical emergency and needs a multi-
disciplinary management approach including a maternal-fetal
medicine specialist, a neonatologist and a metabolic specialist.

8.3 | Congenital malformations

Congenital malformations in PMM2-CDG are common.
Inverted nipples were seen in half of the reported patients
(25%-100% depending on the case series). Inverted nipples can
disappear over time, and can sometimes be unilateral.'*'?
Abnormal fat distribution has been reported in about half of the
patients (25%-91%). This can also spontaneously regress over
time.'® The reported frequency of dysmorphic features varies
from 29% to 65%, and mainly includes a prominent forehead,
large ears and ear lobules, thin upper lip, prominent jaw, and
long and slender fingers and toes. A prominent jaw develops
over time, but there can be retrognathia in infancy.'” Almond-
shaped eyes have also been frequently described.'® Cryptorchi-
dism which is relatively frequent in normal neonates has often
been reported in boys.'® Other features include peau d'orange,
dysplastic ears, low-set ears, long philtrum, high-arched palate,
long face, narrow palpebral fissures, epicanthal folds, promi-
nent nose, and anteverted nares. A coarse face was described
in older adults in their 60s.'*'® Conotruncal heart defects were
described in only a few patients and thus might be a coinciden-
tal finding (see dedicated section).

8.4 | Statements

8.4.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

PMM2-CDG can present with facial dysmorphic features
(prominent forehead, long face, epicanthal folds, almond-
shaped eyes, short nose, anteverted nares, long philtrum, thin
upper lip, high-arched palate, large and protruding ears),
microcephaly/macrocephaly, abnormal fat pads, inverted
nipples, cryptorchidism in boys, and, rarely, cardiac struc-
tural anomalies.

8.4.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

Supragluteal fat pads can also be seen in Wiedemann-
Rautenstrauch syndrome (neonatal progeria), although the
other dysmorphic features are different. Many other inborn
errors of metabolism have occasionally been associated with
inverted nipples such as Turner syndrome, Smith-Lemli-
Opitz syndrome, Weaver syndrome and Robinow syndrome.
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Of note, inverted nipples (unilateral and bilateral) are found
in approximately 3% of the general population, so their occa-
sional presence in these other disorders could be coinciden-
tal. Almond-shaped eyes are seen in Prader-Willi syndrome,
which is often accompanied by hypotonia and feeding diffi-
culties during infancy.

8.4.3 | Diagnosis and follow-up (Statement #3:
grade of recommendation C)

The following should be done at the time of the diagnosis:
assessment by a clinical geneticist, echocardiogram and oph-
thalmologic evaluation.

Follow-up investigations should be performed depending
on the results of the initial evaluation, or on clinical concern.

8.4.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation D)

There is no disorder-specific management for congenital
malformations in PMM2-CDG patients.
heart defects and cryptorchidism are treated standardly.

Conotruncal

The inverted nipples and abnormal fat distribution do not
need any treatment, and in fact, can disappear
spontaneously.

8.5 | Neurological involvement

PMM2-CDG can present as an isolated neurological syn-
drome or a neurologic-multivisceral form; the Ilatter
occurs earlier in life and is associated with a more severe
presentation.  Developmental  disability (DD) in
PMM2-CDG is an almost constant finding. It has been
reported in 96% of 518 clinically described patients and
ranged between mild to severe. The severity was not spec-
ified in 416 patients. Achievements of specific milestones
were not clearly delineated in the literature. In 20 patients,
a normal development was reported, and in 5 of these
patients, the clinical status was described in detail includ-
ing the academic achievement.?*~*?

The level of intellectual disability (ID) (including search
term “mental retardation) was reported in 179 patients. The
intelligence level was normal in 10%, borderline in 2%; dis-
ability was mild in 27%, moderate in 28%, severe in 30%
and profound in 3%.'%**7?7 Lack of intelligence assessment
in many patients was due to the severity of the clinical pre-
sentation with multi-organ involvement and early death. The
intelligence quotient (IQ) has been reported in only 17%
mainly in individuals with normal intelligence, borderline or
mild ID. Among 18 individuals with normal IQ the range
was 80 to 93 (median 87).18:20:28:29

CA is another constant finding in PMM2-CDG; it has
been reported in 95.4%. Presentation of CA is usually in the
neonatal period or during the first years. In some instances,
CA was detected prenatally'*'? or in the first 4 to 14 postna-
tal days.’*>" A few patients had initially a normal cerebellar
magnetic resonance imaging (MRI) at first investigation
between 2 days and 6 years of age.”***3273* Global CA with
enlarged hemispheric and vermian fissures, particularly of
the anterior lobe of the vermis, are the most common presen-
tations. Olivopontocerebellar atrophy is less frequently
reported. CA follows a progressive course with volumetric
loss particularly at earlier ages.>> CA has been measured by
bi-dimensional measures and volumetric analyses in case-
control studies'®>>®, Roving eye movements, tonic upward
deviation and convergent eye movements are the earliest
signs of cerebellar dysfunction detectable in the neonatal
period. Hypotonia, clumsy and ataxic movements become
increasingly apparent over the first year. The most common
cerebellar symptom in PMM2-CDG patients is ataxia,
reported in 96.4%. Independent walking is attained in a
minority of patients. Cerebellar ataxia is not progressive in
PMM2-CDG. However, motor disability may worsen with
time. CA was not reported in some patients with normal
intelligence.'®2%-%2

Hypotonia is another common symptom in PMM2-CDG,
reported in 92%. It can develop beyond the neonatal period,
or even at later age (6-38 years). In many studies there is a
lack of information on whether the hypotonia was central, or
peripheral as a presentation of neuropathy.

Peripheral neuropathy is reported in about half of the
patients (53%). It is generally observed after the end of the
first decade (range 7-42 years; in most cases overl3 years).
However, only some cases are documented by nerve con-
duction velocity (NCV); most patients are described as hav-
ing no deep tendon reflex and/or muscle wasting and a few
with loss of sensation.

Seizures were documented in only 68 patients; 10 showed
neonatal seizures. The most reported types were generalized
tonic-clonic and partial and most patients
responded well to single anti-epileptic drugs.

Movement disorders, apart from ataxia, have been
reported in only few patients, including dystonic dyskinetic
hand movements and cervical dystonia.>’°

Stroke-like episodes (SLE) have been described in
36 patients (see dedicated section).

seizures,

8.6 | Statements

8.6.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

PMM2-CDG can present as either a neurological syndrome or
as a neurologic-multivisceral phenotype. The main neurological
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manifestations are global DD, cerebellar ataxia, hypotonia, dys-
arthria, peripheral neuropathy, seizures, and SLEs.

8.6.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

The most common differential diagnostic consideration are
mitochondrial disorders and disorders of phospholipid
synthesis.

8.6.3 | Diagnosis and follow-up (Statement #3:
grade of recommendation C)

The following investigations should be done at the time of
the diagnosis: neurological and psychological assessment,
Electroencephalography (EEG), neuroimaging and nerve
conductive study. Cerebellar biometry or volumetric mea-
sures should be performed. The ataxia can be evaluated
by clinical scales such as International Cooperative Ataxia
Rating Scale (ICARS).'®

8.6.4 | Treatment: (Statement #4: grade of
recommendation D)

There is no specific treatment for the neurological manifesta-
tions of PMM2-CDG and the management is per standard
protocols for each manifestation.

8.7 | Stroke-like episodes

SLE are a potential complication of PMM2-CDG, reported
in at least 36 patients.'>**>° They can present before the
age of 2 years with no episodes in adulthood.?® The age of
presentation for 28 patients was detailed: 89.3% were youn-
ger than 10 years at the first episode, 68% have suffered one
or two SLE episodes. Some underwent more than two epi-
sodes. The cause of the SLE has not yet been identified.
However, different SLE triggers have been described, in par-
ticular febrile illnesses (n = 12) and head trauma (n = 8).
Alcohol ingestion and invasive cerebral studies, that is, angi-
ography have each been reported once. No clear trigger has
been identified in 47% of the patients.

The most reported symptoms are: somnolence, stupor
and/or irritability (n = 13), mono or hemiparesis (n = 10), sei-
zures (n = 8), and other (n = 3; dysphasia, cortical blindness,
headache, vomiting). Hyperthermia or fever is reported in all
the patients for whom the body temperature is reported (from
37.4°C to 38.9°C) with or without an infectious context.

Full recovery was reported to be achieved from 1 hour
to 6 months post SLE, and complete recovery was
achieved by all the patients. EEG data were detailed in
13 patients with EEG abnormalities in 69%. The main

reported finding was an abnormal background in all the
patients and focal abnormalities in some patients. Neuro-
imaging studies (cranial MRI), described in 19 patients,
showed in the majority CA. In five MRI studies (5/19
patients) a hemispheric edema combined with a focal
abnormality was found.**4>:48:49

Acute treatment was reported only in 28%. The most fre-
quently reported drugs used are the antiepileptic drugs, both
for the acute phase and the prophylactic phase.

Benzodiazepines were used during the acute phase in at
least eight SLE patients, phenytoin in five patients, midazolam
and lorazepam in continuous infusion each in four patients,
levetiracetam in three patients, and valproic acid, carbamaze-
pine, oxcarbazepine and topiramate in single patients each.

8.8 | Statements

8.8.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

SLE are among the acute neurological complications in
PMM2-CDG patients. They could be underdiagnosed as they
require a high index of suspicion. Vascular events such as
migraine can clinically mimic SLE and are also more prevalent
in PMM2-CDG patients due to coagulation abnormalities.

The main SLE symptoms are irritability, stupor, mono-
or hemiparesis, epileptic seizures and sometimes vomiting
and other focal deficits.

8.8.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

Broad metabolic screening is necessary to rule out disorders
of small molecules and energy metabolism.

8.8.3 | Diagnosis (Statement #3: grade of
recommendation C)

In order to rule out other acute events deserving special man-
agement, neurophysiological studies (EEG), neuroimaging
(MRI) and hemostatic studies are recommended.

8.8.4 | Acute management (Statement #4:
grade of recommendation D)

There is no specific treatment for the SLE in PMM2-CDG
patients. Antiepileptic drugs are the most widely used and
reports described an improvement in seizures and focal deficits.
Benzodiazepines (midazolam, lorazepam) are recommended.
The use of antiaggregants or anticoagulants during the acute
phase of SLE should be considered in every single situation.
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8.8.5 | Long term therapies (Statement #5:
grade of recommendation D)

There is no evidence for the safe continuous use of antiag-
gregants to prevent SLE except in recurrent SLE (unpub-
lished observations about acetylsalicylic acid). Review of
the literature does not support nor refute a vascular origin of
SLE. Most common antiepileptic drugs such as levetirace-
tam, valproic acid, carbamazepine, and oxcarbazapine have
been used. However, there is no evidence for efficacy in pre-
venting new SLE.

8.9 | Ophthalmological presentation

The ophthalmological manifestations have been documented
in 535 PMM2-CDG patients. Strabismus was the common-
est reported ophthalmological finding (84%). The type of
strabismus was specified (esotropic) only in half of them.
Strabismus is frequently present since birth. Later infantile
presentation has been reported.’**® Pigmentary retinopathies
were reported in 22% of patients. Although it is usually asso-
ciated with the adolescence/adulthood form, three individ-
uals with the early infantile presentation have been
reported.*®>! Other less common retinal anomalies included
retinal hypopigmentation (n = 2), retinopathy without pig-
mentary alterations (n = 1) tapetoretinal degeneration
(n = 1). Abnormal electroretinography (ERG) was reported
in 10%. In two independent studies,”** patients were found
to have more severely affected rod driven-responses, while
cone responses were only slightly reduced.”®>* Nystagmus
was seen in 9.5%. The frequency of oculomotor apraxia and
abnormal eye movements is 4% and 3%, respectively. Myo-
pia was reported in 8.7%. Less frequent refractive errors
have been described including astigmatism, hyperopia and
amblyopia. Six percent of the patients exhibited either
reduced visual acuity or visual impairment. Legal blindness
was reported in only one patient. Abnormal visual evoked
potentials (VEP) have been reported in 11 patients. Sponta-
neously corrected visual inattention has been reported.’*
Cortical blindness has been rarely described and was tran-
sient in two patients.*® Other less common reported ophthal-
mological manifestations included night blindness, narrow
retinal vessels, macula hypoplasia or aplasia, optic nerve
involvement, optic disc pallor, ptosis, enophthalmos, iris
coloboma and cataract.>

8.10 | Statements

8.10.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

The main ophthalmological manifestations in PMM2-CDG
are strabismus, pigmentary retinopathy (due to progressive

photoreceptor
reduced visual acuity.

degeneration), nystagmus, myopia and

8.10.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation C)

A broad metabolic screening is necessary to rule out disor-
ders of energy metabolism and complex molecules, and
attenuated forms of organic acidemias.

8.10.3 | Diagnosis and Follow up: (Statement
# 3: grade of recommendation D)

Since ocular anomalies are frequent in PMM2-CDG and can
involve the structural components as well as the ocular
mobility, initial and annual ophthalmology evaluation for
PMM2-CDG patients is recommended, particularly to assess
the progression of the retinopathy.

8.10.4 | Treatment: (Statement #4: grade of
recommendation D)

There is no disorder-specific management for the ophthal-
mological manifestations in PMM2-CDG patients. Ophthal-
mologist's intervention (as strabismus treatment or
correction of myopia) in early life is important to preserve
vision through glasses, patching or surgery.

8.11 | Cardiological presentation

Cardiac involvement in PMM2-CDG has been reported in
141 PMM2-CDG patients, with a frequency of 21%.%" It is
always part of the multivisceral presentation of
PMM2-CDG. Early presentation of the cardiac manifesta-
tions was reported in 45% of the patients.

The most common cardiac manifestations are pericardial
effusions/pericarditis, different forms of cardiomyopathy,
mostly hypertrophic cardiomyopathy with or without
obstruction, cardiac failure and/or cardiac tamponade. Struc-
tural heart defects have been reported, particularly conotrun-
cal malformations.'®-7-26-60

Less common cardiovascular manifestations include sys-
temic hypertension, pulmonary hypertension, arrhythmia,
myocardial ischemia and pericardial fibrosis. Sudden cardiac
arrest and collapse including cardiac rupture have been
reported.®!®? Pericardial effusions and cardiomyopathy can
worsen, stabilize and improve. 16,62-66

Management of the cardiac manifestations includes medi-
cal, surgical, and supportive measures particularly with
regard to hydration and nutrition. Improvement of pericar-
dial effusion with steroids and salicylic acid has been
reported.®” Acute left ventricular outflow tract obstruction
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from non-obstructive hypertrophic cardiomyopathy was
reported due to dehydration.®®

Mortality due to cardiac involvement was estimated to be
34%, but, this could be an underestimate due to insufficient
data on outcome.

8.12 | Statements

8.12.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

Cardiac involvement can be part of the multisystem presen-
tation in PMM2-CDG. The age of onset is usually from
antenatal to the first year. Most common cardiac features are
pericardial effusion/pericarditis, cardiomyopathies particu-
larly hypertrophic cardiomyopathy with or without obstruc-
tion, cardiac failure and/or cardiac tamponade. Conotruncal
malformations are the most significant structural heart
defects.

8.12.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation C)

A broad metabolic screening is necessary to rule out disor-
ders of energy metabolism, complex molecules, and attenu-
ated forms of organic acidemias.

8.12.3 | Diagnosis and follow-up (Statement
#3: grade of recommendation D)

A referral to a cardiologist is recommended for cardiac
assessment. Baseline investigations should be done at the
time of diagnosis and include chest X-ray, echocardiogram
and electrocardiogram (ECG).

Regular cardiac follow-up should be done annually or
more frequently as deemed necessary by the cardiologist or
as indicated clinically. Antenatal cardiac assessment should
be considered for the foetus at risk in case of a positive fam-
ily history. Other cardiac investigations, for example, peri-
cardial biopsy for suspected pericardial fibrosis should be
considered in consultation with the cardiologist.

8.12.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation D)

Treatment of the cardiac manifestations should be guided by
the cardiologists. Hydration, nutrition and albumin transfu-
sions are important supportive measures, and conotruncal
heart defects of course need surgical correction.

8.13 | Gastroenterological presentation

Digestive symptoms have been described in 212 patients.
Failure to thrive in the first year of life is the most common
feature, reported in 66.5%. It is mostly associated with other
extra-neurological symptoms'®-21:23-31:51.57.62.65.69-78 " poeq.
ing difficulties are frequent in PMM2-CDG (45%). They are
probably mainly secondary to oral muscle dysfunction from
the hypotonia. Several patients required feeding assistance
via nasogastric tube feeding or gastrostomy feeding espe-
cially in the first years in association with severe enteropathy
and/or cardiac complications. In a series of 96 patients, half
of the patients who required enteral nutrition had cardiac
involvement.*’

Diarrhea was reported in only 27% of the patients. Data
about the duration and the type of the diarrhea were missing
in most reports. Malabsorption and enteropathy were diag-
nosed in a number of patients. Hypoalbuminemia was
reported at least in 58% of patients with severe diarrhea.

Vomiting was reported in 19% of the patients. The causes
were not well studied.

The reported electronmicroscopic findings of the intes-
tine mucosa in affected patients with chronic diarrhea were
non-specific. Four out of seven children had short villi,
increased inflammatory cells in the stroma, dilatation of
smooth ER and abnormal inclusions containing lipids that
did not respond to elimination of food containing proteins.
Moderate inflammation of the chorion (lamina propria) was
reported in two patients, intra-enterocyte fat accumulation in
two patients, and partial villous atrophy with lymphangiecta-
sia in one patient. The histology of intestinal biopsies in two
patients was normal.®> Growth and gastrointestinal symp-
toms improved spontaneously with age.

8.14 | Statements

8.14.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

The main digestive presentations in PMM2-CDG are failure
to thrive secondary to feeding difficulties, that is, vomiting;
diarrhea secondary to malabsorption or protein losing
enteropathy.

8.14.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

A broad metabolic screening is necessary to rule out disor-
ders of energy metabolism, small molecules, and protein/-
gluten intolerance disorders.
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8.14.3 | Diagnosis and follow up (Statement
#3: grade of recommendation D)

The following parameters/investigations should be measur-
ed/performed at the time of the diagnosis: anthropometric
parameters, body mass index (BMI), blood albumin, pre-
albumin, and electrolytes.

Follow-up investigations should include annual surveil-
lance of these parameters.

8.14.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation D)

There is no disorder-specific management for digestive dys-
function in PMM2-CDG patients. Nutritional support is
required in all the affected patients.

Special instructions include:

e Maximal caloric intake with any type of formula
(no special food required for PMM2-CDG patients)

e Feeding assistance by nasogastric tube or gastro-
stomy tube

o Anti-gastroesophageal reflux measures including thicken-
ing of feeds, maintenance of an upright position after eat-
ing, and antacids

e Evaluation by a gastroenterologist and nutritionist espe-
cially in the first year of life

e Continued speech therapy and oral motor therapy in the
patients with feeding difficulties

8.15 | Liver involvement

The description of the liver involvement in PMM2-CDG
was mostly vague. In the severe infantile type, liver failure
was often present in the setting of multi-organ failure often
associated with pericardial effusions. Postmortem histologic
examination can show cholestasis with prominent bile cana-
liculi, periportal fibrosis, portoportal bridging fibrosis or cir-
rhosis and steatosis.”*13-30-68.79-82

In the later presentation of the multivisceral type, hepato-
megaly is the most frequent clinical finding. This has been
associated with elevated serum transaminases (particularly
of ALAT) in 12.5% to 100%"'%2%4%83 more often than in the
neurological form.*' Usually, the transaminases become
more elevated during viral infections and seem to decrease
with age normalizing often in the second decade. Liver biop-
sies have rarely been performed. They mostly show liver
steatosis®' "% and lysosomal inclusions in the hepato-
cytes.® This liver presentation does not seem to be progres-
sive. Liver ultrasound often demonstrates steatosis. ®%%-%¢

Coagulopathy asks for special attention in CDG (see ded-
icated section) but is also considered as a marker of liver
Cholestasis and failure (International

function. liver

Normalised Ratio (INR) > 2) only occur in the severe infan-
tile type,26:31:40.69.76.83.87

Generally, in the severe infantile type, liver failure con-
tributes to demise, most often in the setting of multi-organ
failure. In the less severe multivisceral type, liver disease
manifests mainly as liver steatosis with or without hepato-
megaly and elevated serum transaminases.

8.16 | Statements

8.16.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

Liver involvement in PMM2-CDG presents as either severe
neonatal liver failure associated with multi-organ failure in
the setting of the severe neonatal multivisceral type of
PMM2-CDG, or (usually mild) hepatomegaly with mildly
increased serum transaminases and liver steatosis that often
improves with age.

8.16.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation C)

The list of differential diagnoses for neonatal liver failure,
cholestasis or increased serum transaminases is long and
age-dependent, and outside the scope of these guidelines.
Elevated transaminases can be the main presentation of
PMM2-CDG. Serum transferrin isoelectric focusing (IEF) in
“cryptogenic hepatitis” can lead to the diagnosis of
PMM2-CDG. PMM2-CDG should therefore be looked for
in unexplained hepatitis.

8.16.3 | Diagnosis and follow-up (Statement
#3: grade of recommendation D)

Liver tests (transaminases and coagulation) should be fol-
lowed yearly until normalization occurs. Liver ultrasound at
the time of diagnosis and every 3 to 5 years thereafter seems
justified. In patients with chronic increase of transaminases,
the development of liver fibrosis or cirrhosis can be moni-
tored with non-invasive elastography techniques. The identi-
fication of evolution to cirrhosis is important, given the
occurrence of potentially life-threatening complications (var-
iceal bleeding, hepatocellular carcinoma, ascites) associated
with cirrhosis.

8.16.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation C)

There is no disorder-specific management for liver disease
in PMM2-CDG. Elevated transaminases usually normalize
before puberty.
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8.17 | Renal involvement

Renal involvement in PMM2-CDG has been reported in
56 patients. In the severe infantile multisystem type there is
major renal involvement in about 85%. Presentation in the
late-infantile and childhood type has also been also reported.
Multicystic kidneys are the most common presentation fol-
lowed by nephromegaly. Hydronephrosis was less reported.
The most reported functional abnormality was tubulopathy,
mainly proteinuria, followed by aminoaciduria. Nephrotic
range proteinuria has been described in six patients''-!#8-
including the diffuse mesangial sclerotic type in one
patient.”® Abnormal renal ultrasound, including increased
echogenicity, increased or decreased corticomedullary dif-
ferentiation has also been reported.”!

8.18 | Statements

8.18.1 | Presentations (Statement #1: grade of
recommendation C)

PMM2-CDG can present with congenital renal anomalies
including bilateral multicystic kidneys, nephromegaly,
hydronephrosis and/or tubulopathy. Proteinuria can be an
isolated feature in PMM2-CDG. Nephrotic range proteinuria

is a rare presentation of PMM2-CDG.

8.18.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

Screening for other disorders including metabolic tubulopa-
thy, that is, energy metabolism and complex molecules.
Genetic syndromes with multiscystic kidneys and nephrotic
syndrome should be also considered.

8.18.3 | Diagnosis and Follow up (Statement
#3: grade of recommendation C)

The following investigations should be done at the time of
diagnosis: blood pressure measurement, urine analysis for
proteins and amino acids, serum creatinine and renal ultra-
sound (looking for microcysts, nephromegaly, hyperecho-
genicity, abnormal corticomedullary differentiation).

Follow-up investigations should include annual surveil-
lance with blood pressure measurement, urine analysis/ dip-
stick, and serum creatinine/urea.

8.18.4 | Treatment: (Statement #4: grade of
recommendation D)

There is no disorder-specific management for renal dysfunc-
tion in PMM2-CDG patients.

8.19 | Hematological involvement

Coagulation abnormalities were described in
344 PMM2-CDG patients. Both procoagulant and anticoag-
ulant factors are affected. Antithrombin deficiency was the
most reported abnormality followed closely by factor XI
(FXI) and protein C (PC) deficiencies respectively. Protein S
(PS) and FIX can also be decreased. Low factor II (FII), fac-
tor V (FV), factor VII (FVII) or factor X (FX) were reported
in a few patients as well as prolonged prothrombin time and
increased D-dimer levels.

PMM2-CDG is largely underdiagnosed and some cases
may have a mild phenotype with only coagulation abnormali-
ties such as antithrombin deficiency.”® These coagulation
abnormalities disturb the hemostatic equilibrium, which may
induce hemorrhagic or thrombotic events. A thrombotic event
was reported in 12.5% of patients, both venous and arterial.
Four cases of cerebral thrombosis were described. Tissue dam-
age such as due to surgery or catheterization was identified as
a risk factor for the occurrence of thrombotic events.” In four
PMM2-CDG patients, disseminated intravascular coagulation
was described, always occurring during thrombosis or a SLE.
in PMM2-CDG
patients are limited. There is one report of inefficient low
molecular weight heparin treatment (LMWH) in congenital
antithrombin deﬁciency.94 Rivaroxaban (factor Xa inhibitor)
has been successfully used as an alternative prophylaxis in
PMM2-CDG patients.””

Of note, fluctuations of coagulation abnormalities have
been noted with age,”® and with during fever, probably due
to thermolability of PMM2.*"-7

Other hematological abnormalities like thrombocytopenia
and neutropenia have rarely been reported. Thrombocytope-
nia has been described in only seven patients.?® Interest-
ingly, three of them presented with severe congenital
thrombocytopenia in the context of hydrops fetalis without
evidence of bacterial or viral infection.”* In PMM2-CDG
patients, platelet reactivity against all agonists was normal
but there was a spontaneous hyperreactivity. This causes
platelet hyperaggregability explaining the thrombotic ten-
dency in these patients.”® Complete bone marrow failure
was noted in only two patients (personal communication)
(for neutropenia see immunology section).

Data on antithrombotic treatment

8.20 | Statements

8.20.1 | Presentations (Statement #1: grade of
recommendation C)

The main coagulation disorders observed in PMM2-CDG
are antithrombin and FXI deficiencies which can be associ-
ated to PC, PS and FIX deficiencies and prolonged pro-
thrombin time. Because of these coagulation abnormalities
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affecting both procoagulant and anticoagulant factors,
patients exposed to thrombotic or hemorrhagic risk. Because
of the platelet hyperaggregability, the risk of thrombosis is
higher than the risk of bleeding.

8.20.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation C)

The differential diagnosis includes congenital coagulopathy
syndromes and liver failure or disseminated intravascular
coagulopathy.

8.20.3 | Diagnosis and follow up (Statement
#3: grade of recommendation D)

At diagnosis, a complete blood count and hemostasis study
should be performed, including prothrombin time, fibrino-
gen, FVIII, FIX, FXI, antithrombin, PC and PS. If prothrom-
bin time is prolonged, FII, FV, FVII, and FX should be
measured.

Coagulation studies should be conducted once a year and
before any surgery, invasive procedure or environmental
stress like fever, in combination with liver function tests. In
these situations, hemostasis studies should include prothrom-
bin time, fibrinogen, factor IX, factor XI, antithrombin, pro-
tein C and protein S.

8.20.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation D)

The following proposals should take into account the coagu-
lation profile and the history of bleeding and/or thrombosis
of the patient.

8.21 | Thrombotic event

In the absence of specific guidelines for PMM2-CDG
patients, we suggest to follow the guidelines of the Ameri-
can College of Chest Physicians for curative and prophylac-
tic use of antithrombotic therapy.””'*® Low molecular
weight heparin should be used by individualized dose. Use
of antithrombin concentrate in antithrombin deficiency can
be discussed if dose adjustment of heparin is difficult. Rivar-
oxaban can be used as an alternative prophylaxis in LMWH-
nonresponsive patients.

8.22 | Management of coagulopathy during
surgery

According to the levels of clotting factors and inhibitors and
the hemorrhagic risk of the procedure, we propose the pro-
phylactic use of fresh frozen plasma or prothrombin

complex concentrate (PCC). However, the use of PCC con-
taining protein C and protein S should be considered accord-
ing to PC and PS levels. Factor XI concentrate or
recombinant FVIIa (rFVIIa) infusion is not recommended
owing to the high risk of unbalancing the hemostasis.'*!

8.23 | Endocrinological symptoms

The endocrine system is one of the major systems affected in
PMM2-CDG. Four major domains are affected: growth, thy-
roid function, sexual development and blood glucose levels.
Data regarding height were available for 53 patients; 49%
presented with short stature. After a normal anthropometry at
birth, postnatal growth decline is common in PMM2-CDG
children. A prospective study of the prepubertal growth in
25 patients revealed a notable decline in length (standard
deviation score (SDS) 0-2.4) during the first 7 months of life.
Failure to thrive is a common feature of PMM?2-CDG and is
associated with growth failure (in 96% of the patients with
short stature).”! PMM2-CDG patients have lower serum
levels of IGF-1, IGFBP3 and acid-labile subunit (ALS)
despite normal or increased levels of growth hormone.>''%?
IGF-1 itself is not glycosylated. However, in serum, over 90%
of IGF-1 forms a protein complex formed by glycoproteins
IGFBP3 and ALS.'® Only one report regarding the use of
human IGF-1 (thIGF-1) therapy in a
PMM2-CDG patient with an excellent growth response.”
Thyroid function tests are frequently ordered in
PMM2-CDG, reported in 255 patients. TSH was the
most requested biochemical test. In 16%, TSH was above
the normal range, in which 29% of those were detected in
the newborn screening test while in the remaining,

elevated TSH was noticed after the neonatal
(.9-10.15.18.21.29.43,56,69.77.84.88,102,104-106

recombinant

perio

Partial deficiency of thyroxine-binding globulin (TBG) is
present in approximately 75% of CDG patients probably due
to increased TBG hypoglycosylation which reduces its half-
life by 15%. In general, TBG deficiency does not appear to
affect thyroid function.'"’”

FT4 is the most reliable marker for thyroid function and
indicator for treatment to avoid over-treatment based only on
a high TSH.'” Among 255 PMM2-CDG patients, 13% were
labeled as hypothyroidism. Levothyroxine therapy was begun
in all but was discontinued after few months in some patients
presenting with transient hypothyroidism. Hypothyroidism
related symptoms including low body temperature, low energy,
constipation, and lymphedema have rarely been reported.”’

Hypoglycemia has been reported in
24 patients.”11118:21:37.40.56.62.74.76.84.108.109  paianss  pre.
sented mostly with poor feeding, lethargy or seizures. It was
the main presentation in three patients.”'"'>® All of the hypo-
glycemia attacks occurred during the infantile period. There



RUQAIAH Ert AL.

WILEY [LoN

was no documented difference in the timing of the presenta-
tion between hyperinsulinemic vs normoinsulinemic hypo-
glycemia. Hyperinsulinemia was determined to be the cause
in 40% of the affected patients. The cause was not precisely
reported for the rest of patients, that is, no insulin, cortisol,
growth hormone or ketone levels
able,'0-!1:21-40-56.74.84.108 papcreatic biopsy (available for one
patient) revealed normal histology.'®® The hyperinsulinemic
hypoglycemia successfully responded to oral diazox-
ide.'0-20547078:99 qubtotal pancreatectomy was required in
only one patient with hyperinsulinemia who responded well
to diazoxide but developed severe hyponatremia as a side
effect.” The outcome of the hypoglycemia in the other
14 patients was not available. Literature review did not
reveal hyperglycemia in PMM2-CDG.

Gonadal function has been described in 29 adult females.
They presented either with delayed, incomplete or absent
puberty, amenorthea and hypergonadotropic hypogonad-
ism?®0>- 10210710 yeoardless of neurological or visceral symp-
toms. Three females have been described with normal puberty
and normal menstruation®™'""'? Additionally, one female
patient has been described with normal puberty and irregular,
scarce menstruations’' and one patient with lack of secondary
sexual development and two episodes of vaginal spotting
within 4 years post menarche.*” The pathogenesis of premature
ovarian failure in PMM2-CDG is not fully understood. Hypo-
glycosylation of gonadotropins, gonadotropin receptors or sex
hormones may result in hypergonadotropic hypogonadism.'®
At least 27 females were treated with estrogens to induce
puberty®*1217113 a4 although there is theoretically a risk
for thrombosis, no reports were found in the literature. Pubertal
abnormalities in males are less reported. Puberty and testoster-
one levels are mostly reported normal. Small testicular volumes
with or without hypogonadism have been described.*’7*19%
Other abnormalties include increased Follicle-stimulating hor-
mone (FSHY®%1%2, and cryptorchidism, 3084105109.110.114

were  avail-

8.24 | Statements

8.24.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

PMM2-CDG can present with short stature but have usually
an appropriate length at birth,

High TSH and low TBG levels with euthyroidism are
common findings in PMM2-CDG while hypothyroidism
is rare.

PMM2-CDG can show hypoglycemia, that can be a
presenting sign.

The main pubertal abnormalities in PMM2-CDG are pre-
mature ovarian failure with hypergonadotropic hypogonad-
ism in females, and hypogonadism with or without small
testicular volume and cryptorchidism in males.

8.24.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

Disorders such as glycogen storage disease, galactosemia,
mitochondrial disorders and autoimmune endocrinopathy
should be considered.

8.24.3 | Diagnosis and follow up (Statement
#3: grade of recommendation D)

The length/height of PMM2-CDG patients should be regu-
larly monitored. At the time of diagnosis IGF-1, IGFBP3
should be measured. If growth failure installs later, these
investigations should be repeated. PMM2-CDG patients
have mostly normal serum growth hormone levels and show
growth hormone resistance on IGF-1 stimulation.

Serum FT4, TBG and TSH should be measured at the
time of diagnosis and at follow-up.

The following investigations should be done in any
PMM2-CDG patient presenting with hypoglycemia: plasma
insulin, cortisol, growth hormone, lactic acid, ammonia,
beta-hydroxybutyrate, free fatty acids and urinary ketones.
Transferrin IEF as a screening test should be considered in
any neonate/infant with persistent hypoglycemia of undeter-
mined cause.

Gonadal function should be assessed in males and
females at the age of puberty, and the following parameters
should be measured: Tanner stage, growth curve, bone age,
FSH, luteinizing hormone (LH), estradiol in females and tes-
tosterone/Sex hormone binding globulin (SHBG) in males.

8.24.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation D)

There is no disorder-specific management for the endocrine
abnormalities in PMM2-CDG patients.

The diagnosis of hypothyroidism and L-thyroxine sup-
plementation should be reserved for those patients with con-
comitant elevated TSH and low free thyroxine especially in
the presence of clinical symptoms.

The management of hypoglycemia should include contin-
uous tube feeding, iv glucose infusion at a rate 8 to
10 mg/kg/min and inclusion of complex carbohydrates in
the diet standard treatments for hyperinsulinemic hypoglyce-
mia. Management with oral diazoxide as a first choice of
therapy is recommended in case of hyperinsulinemic
hypoglycemia.

Hormone replacement therapy should be started at a nor-
mal age of pubertal induction, and to reduce the risk of
venous thrombosis, treatment is preferentially natural estro-
gen by the dermal route.'"
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8.25 | Infections and immunological
abnormalities

Infections and or immunological abnormalities were
reported in 88 PMM?2-CDG patients. Recurrent infections
are a common manifestation in early life and childhood and
become less frequent and less severe in adolescence and
adulthood. Forty percent were reported with recurrent and/or
organ-specific infections (respiratory and gastrointestinal
tracts). In most of the reported patients, there was at least
single episode of severe infection, which was lethal in few
patients. Fifty-three percent of the patients who suffered
from infections were below 7 years of age. Antibiotic and
immunoglobulin infusions were the most frequently sug-
gested treatment with, in general, a good response.

Nine patients showed different types of leukopenia: pro-
gressive lymphopenia,''® persistent lymphopenia’® and neu-
tropenia.”® Low T cell levels have been rarely reported.''’
Leukocytosis was reported in a few patients including
increased Natural killer (NK) cell levels,"'” increased lym-
phocyte counts,""®"® and increased monocyte levels.”?

Reduced neutrophil chemotaxis was reported in one

paper.''®

Furthermore, a set of 12 PMM2-CDG patients with vary-
ing ages and disease severity, showed a decrease in the
CD16 marker in neutrophils of children as well as a general-
ized decrease in CD14 epitope in monocytes of both chil-
dren and adults.'*°

Hypogammaglobulinemia has
decreased IgA and IgG levels being the most common find-
ing followed by low IgM levels.””-¢%!1%

Cytokine levels were reported in only one patient, who
showed very high levels (Interleukins (IL-2), IL-4, IL-6, IL-

8, IL-10, gamma interferons (IFNYy), Tumor necrosis factor

been described with

(TNFa), IL-1p and Granulocyte-macrophage colony-stimu-
lating factor (GM-CSF)) in pericardial and ascites fluids
while presenting normal serum levels except for elevated IL-
6, IL-8 and IL-10.7°

Episodes of fever without apparent cause were reported
in 22% of the patients'>*>#+0%-118121 1y two patients, fever
was also associated with pericarditis and vasculitis.**""> Half
of the patients reported responded normally to vaccina-
tion."'” Age-appropriate vaccination is recommended.”®

8.26 | Statements

8.26.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

PMM2-CDG may present with infections, immunodefi-
ciency, lack of response to vaccination, and hypogammaglo-
bulinemia. Infection sometimes can progress to septic shock
and more frequent in younger children. Infections have also

been reported as a cause of death in a few young
PMM2-CDG patients.

8.26.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

Other disorders including immunodeficiency syndromes,
Glycogen storage disease (GSD) type Ib, lysinuric protein
intolerance, purine and pyrimidine disorders should be
evaluated.

8.26.3 | Diagnosis and follow-up (Statement
#3: grade of recommendation D)

The following investigations should be done at the time of
the diagnosis of PMM2-CDG, and in case of recurrent infec-
tions: leukocyte count (including neutrophil, lymphocyte
and NK cell count), and immunoglobulin count (including
IgA, IgG, and IgM counts). These investigations should be
repeated periodically, especially during infancy, and/or in
case of suspected or confirmed infection. Antibody titers
should always be tested after vaccination. Monitoring of
PMM2-CDG patients after infection is necessary to prevent
complications and eventual sepsis, especially in early life
and childhood.

8.26.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation D)

Infections in PMM?2-CDG patients must be managed accord-
ing to good standards of care, with appropriate antibiotic
administration, and patients should be followed closely until
infection remission. Intravenous administration of immuno-
globulins may be considered if infection is not responsive to
antibiotic therapy. Patients should be vaccinated, unless
medical history advises against it with the understanding that
adverse reactions and non-response are possible.

8.27 | Skeletal involvement

Skeletal involvement in PMM2-CDG is common but often
overshadowed by other organ involvement. The skeletal
manifestations of PMM2-CDG have only been reported as
part of a multisystem phenotype. Kyphoscoliosis was
reported in 53% (in series of over 10 patients ranging from
32%'? to 71%%°). This finding is more common in adult
patients but can start during childhood.'> Low bone mineral
density (BMD), in the range of osteopenia or even osteopo-
rosis, was seen in 60%. In one series, it was seen in all seven
patients older than 15 years of age.”® This finding can also
start as early as in childhood but becomes more frequent
after adolescence and has been associated with significant
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fractures.''> One large series reported fractures under mini-
mal trauma in 26%.'® Thoracic deformities in the form of
pectus carinatum or excavatum were seen in 84%. Various
types of foot deformities have been reported, including tali-
pes equinovarus, talipes equinus, pes varus, pes valgus/e-
verted feet, and pes planus. Atlantoaxial subluxation leading
to symptomatic spinal cord compression and laminectomy
was described.**'?* Changes reminiscent of dysostosis mul-
tiplex in the axial skeleton have been reported, including a
dorsolumbar kyphosis with a slight hook-like dysplasia of
L1, wide ribs, broad clavicles, thickened ischia and pubis,103
and anterior beaking of the vertebral bodies.'®!" Changes
reminiscent of a type II collagenopathy have been
reported,'! including hypomineralization of the pubic rami,
metaphyseal expansion of the long bones, and delayed
epiphyseal ossification. Other skeletal changes reported in
more than one patient shortening of long
bones,lo’1 L1513 pairs of ribs, and flared iliac wings.lo’63

include
10,11

8.28 | Statements

8.28.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

PMM2-CDG can present with skeletal involvement, most nota-
bly osteoporosis, scoliosis-kyphosis, dysostosis multiplex-like
changes, and a type II collagenopathy phenotype.

8.28.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

Screening for lysosomal storage disease, type II collageno-
pathy skeletal phenotype should be considered.

8.28.3 | Diagnosis and follow up (Statement
#3: grade of recommendation C)

The following investigations should be done at the time of
the diagnosis: cervical spine X-rays first in neutral position,
followed by flexion/extension to assess for atlantoaxial
instability.

Follow-up investigations should include annual clinical
assessment of scoliosis (X-rays obtained when needed) and
BMD by age-appropriate dual-energy X-ray absorption (DXA)
scan every 3 to 5 years starting in adolescence. In patients with
severe spinal and thoracic deformities, pulmonary function
should be tested (concern for restrictive lung disease).

8.28.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation D)

e There is no disorder-specific management for skeletal
abnormalities in PMM2-CDG patients.

e Atlantoaxial instability/cord compression is treated with
standard measures, including cervical spine stabilization
or surgical stabilization in patients with symptoms of spi-
nal cord compression.

e Scoliosis is also treated by standard care, with regular
monitoring, braces or surgery depending on severity.

e Standard treatment of pectus is recommended, which can
include external bracing for pectus carinatum or surgery
for severe pectus excavatum leading to cardiopulmonary
morbidity.

e Low BMD (Z-score < —2.0): encourage mobility in a
safe environment especially with the ataxic patient. Rec-
ognize and treat micronutrient deficiencies, such as vita-
min D deficiency. Recognize and treat hypergonadotropic
hypogonadism to maximize BMD. Standardized WHO
Fracture risk assessment tool (FRAX) guidelines for the
use of bisphosphonates for PMM2-CDG patients with
recurrent fractures.

8.29 | Lipid abnormalities

Hypocholesterolemia is a classic feature of
PMM2-CDG***76%8%123 More specifically, affected patients
can have decreased concentrations of total cholesterol, low-
density lipoprotein (LDL-cholesterol), and apolipoprotein B.'**
Hypotriglyceridemia has also been described.®

8.30 | Statements

8.30.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

PMM2-CDG can present with low concentrations of total
cholesterol, LDL-cholesterol, apolipoprotein B, and
triglycerides.

8.30.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

Screening for other disorders including abetalipoproteine-
mia, familial hypobetalipoproteinemias type 1 and 2, chylo-
micron retention disease, and Smith-Lemli-Opitz syndrome
should be considered.

8.30.3 | Diagnosis and follow up (Statement
#3: grade of recommendation C)

A fasting lipid panel is recommended at the time of the diag-
nosis (caution with hypoglycemic infants).

No recommended follow-up recommendation can be
established, as although it might be an important diagnostic
clue, it's unlikely that the particular lipid pattern would lead
to an increased cardiovascular risk.
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8.30.4 | Treatment (Statement #4: grade of
recommendation D)

There is no disorder-specific management required for lipid
abnormalities in PMM2-CDG patients, as it is unlikely to be
associated with an increased cardiovascular risk.

8.31 | Hearing loss

The exact frequency of sensorineural hearing loss in
PMM2-CDG is still unknown. A recent paper reported that its
frequency might not be increased over that of the general pop-
ulation, the latter varying from 3.2% to 13%.'* A literature
review of papers that reported sensorineural hearing loss
revealed this finding in 21% of patients In particular, there are
four cohorts of nine or more patients reporting sensorineural
hearing loss as a finding, and the reported frequency in those
series ranged from 8%'% to 33%.' Whether or not patients
with PMM2-CDG are at an increased risk of sensorineural
hearing loss, hearing assessment should be offered to children
with speech-language delay, or based on parental concerns.'*®

8.31.1 | Presentation (Statement #1: grade of
recommendation C)

Patients can present with
although it is still controversial if this finding is associated

sensorineural hearing loss,

with the disease or is incidental.

8.31.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation D)

Although sensorineural hearing loss is not a classic feature
of PMM2-CDG, its finding should not dissuade the clinician
from considering this diagnosis.

8.31.3 | Diagnosis and follow up: (Statement
#3: grade of recommendation C)

The following investigations should be done at the time of
the diagnosis: audiology evaluation.

Follow-up investigations should be performed depending
on the results of the initial evaluation, or on clinical concern.

8.31.4 | Treatment: (Statement #4: grade of
recommendation D)

There is no disorder-specific management for sensorineural
hearing loss in PMM2-CDG patients. Standard of care
should be provided, including therapeutic options such as
hearing aids.

8.32 | Adult presentations

Total number of reported adult PMM2-CDG patients is
93 (the oldest is 66 years old). The most common reported
neurological presentations in adults were the following: sta-
ble ataxia (95%), cognitive delay (87%) ranging between
mild to severe cognitive delay, peripheral neuropathy (50%),
seizures (27%), dysarthria (20%), and SLE (18%).

The seizure disorder, if present, was stable and respon-
sive to regular antiepileptic management in all of the
reported adult patients. None of the patients had SLEs
beyond adolescence.

The most common endocrinological abnormalities were
short stature, and delayed secondary sexual development
including ovarian failure and hypogonadism in both males
and females. No major thyroid abnormalities were reported
except for three patients reported with hypothyroidism, low
thyroid binding globulin, and thyroid nodules respectively.

The most common hematological abnormalities were
decreased coagulation factors; F IX, F XI and F XII, anti-
thrombin, PC, and PS. Deep vein thrombosis (DVT) was
reported in a few patients and bleeding in only two patients.
No clinical description of bleeding is reported. However,
bleeding associated with surgery and trauma has been
reported in affected children.

Bone abnormalities were common in adult patients (74%)
including osteoporosis (24%), osteopenia (13%) and kyphos-
coliosis (62%).

The main ophthalmological abnormalities in adults were
strabismus, non-specified retinopathy, retinitis pigmentosa,
myopia and nystagmus.

Psychological abnormalities have rarely been reported in
adult patients, aggressiveness was reported in six patients,
apathy in two patients and depression in one patient.'*2°

The functionality of adult PMM2-CDG patients was not
well documented, but it has been reported that affected adults
require variable levels of support in functional life skills due to
the progression of the neuropathy and the orthopedic issues.
Three patients were reported to live independently, two have
mild neurological involvement''® and one asymptomatic
homozygous individual with normal cognition was diagnosed
incidentally after carrier testing of affected offspring.*

8.33 | Statements

8.33.1 | Presentations (Statement #1: grade of
recommendation C)

Adult patients with PMM2-CDG present mainly with stable
neurological manifestations including cerebellar ataxia,
peripheral neuropathy, strabismus, retinopathy and retinitis
pigmentosa associated with endocrinopathies and/or
kyphoscoliosis.
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8.33.2 | Differential diagnosis (Statement #2:
grade of recommendation C)

Other disorders with multisystems involvement including
energy disorders, cerebrotendineous xanthomatosis and
complex molecule disorders should be evaluated.

8.33.3 | Diagnosis and follow-up (Statements
#3, 4: grade of recommendation D, D)

Statement #3 Diagnosis

Enzyme assay and/or molecular testing should be consid-
ered in any adult with suspected PMM2-CDG diagnosis.
(Caveat: serum transferrin glycosylation analysis can be
mildly abnormal or near normal in adult patients'?’.

Statement #4 Follow up

The following surveillance labs should be considered in
adults diagnosed with PMM2-CDG: yearly thyroid function,
liver function, coagulation factors including FIX, FXI, PC,
PS, and antithrombin quantification. Serum concentration of
gonadotropins in adolescent and adult women should be
monitored to identify hypogonadotropic hypogonadism.
Yearly ophthalmology follow-up for the retinitis pigmentosa
and myopia, and bone density testing should be done to
assess for osteopenia/osteoporosis every 3-5 years.

8.33.4 | Treatment (Statement #5: grade of
recommendation D)

Treatment of adults with PMM2-CDG requires care from a
multidisciplinary team including a metabolic specialist, oph-
thalmologist, endocrinologist, orthopedist, hematologist,
physical therapist and occupational therapist.

Specific considerations in treatment and follow up of
adults with PMM2-CDG:

e Management of increased coagulopathy risk for adults
with  PMM2-CDG undergoing surgery: Adults with
PMM2-CDG are prone to develop DVT; hematology con-
sultation prior to surgery with close monitoring of the
coagulation factors, pre-surgical anticoagulant prophy-
laxis and early treatment of DVT is warranted. DVT pre-
vention with low molecular weight heparins should be
considered, especially in case of prolonged immobiliza-
tion or orthopedic surgery.

e Treatment of the osteopenia and osteoporosis sequelae,
that is, fractures: calcium and vitamin D supplementation
and consideration of treatment with bisphosphonate in
case of vertebral compression fractures or recurrent low-
impact fractures.

e Orthopedic management for the scoliosis: supportive
management or surgical corrective intervention for severe
scoliosis

Physical therapy: therapy program directed to improve

strength, range of motion, and function.

e Clinical hypothyroidism with biochemical hypothyroid-
ism: correction of the thyroid hormone deficiency.

e Support of independent living: education and training
throughout the school years in functional life skills and
self-care to prepare the young adults for independence.

e Hypogonadism and delayed sexual development in

women: hormonal replacement therapy (HRT) can be ini-

tiated cautiously to decrease risk of osteoporosis, keeping
in consideration the thromboembolic risk with some
of HRT.

8.34 | Diagnostic tools, treatment and
follow up

8.34.1 | Biochemical diagnosis

IEF of serum transferrin was first introduced in 1984 and
remains the frontline test for the identification of a patient
presenting a deficiency in N-glycosylation. The main advan-
tage of using transferrin as a biomarker for CDG is its high
abundance in blood, allowing fast, detailed and sensitive
detection of N-glycosylation in small sample volumes. Simi-
larly, High Performance Liquid Chromatography (HPLC) or
by capillary electrophoresis (CE) are also techniques that
allow separation of transferrin isoforms on the basis of the
charge state determined by the number of terminal sialic acid
residues. Transferrin carries two identical complex N-
glycans harbouring each two terminal sialic acid residues.
Because those are negatively charged, the isoelectric point
of transferrin is determined by its glycosylation status. In
addition, although tetrasialotransferrin represents the major
glycoform is healthy controls, other glycoforms can be dis-
tinguished due to variable branching of the sugar trees.
Hypoglycosylation or altered processing of the glycan
chains will both result in a loss of negative charges of the
transferrin. PMM2-CDG is characterized by a type 1 transfer-
rin IEF pattern, with a decrease of tetrasialotransferrin and
an increase of di- and mostly also of asialotransferrin.

Surprisingly, only scarce detailed information is available
for transferrin analysis in literature, and results were only
reported in 155 patients. A type 1 transferrin pattern was
reported in 46% of the patients (n = 72), and a global increase
in both a- and disialotransferrin, together with a decrease in
tetrasialotransferrin was reported in 34% (n=155). In
29 patients, the different transferrin glycoforms were quanti-
fied by HPLC. Analysis of serum transferrin by CE has been
reponed.20 In most patients (70%, n = 108) was IEF per-
formed, and in the remaining 16 patients no information is
provided regarding the method used.

Besides IEF, N-glycan profiles of serum transferrin and
total serum proteins can also be analyzed by mass
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spectrometry (MS) in body fluids and cell lysates. The grow-
ing contribution of MS in the diagnosis of CDG is outlined in
a recent review by Sturiale et al'*® and Lefeber et al.'*® Fur-
thermore, the analysis of intact glycoprotein analysis of puri-
fied transferrin by MS has now been added to routine
diagnosis,”*® and very recently to therapy monitoring of
CDG."' Hypoglycosylation of serum transferrin has been
reported in 28 PMM2-CDG patients, by using either Electro-
spray ionization (ESI-MS),"**'*3 Liquid chromatography-tan-
dem mass spectrometry (LC-MS-MS) (Zhang et al 2016),155
or matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight-
Mass spectrometry (MALDI-TOF-MS).!**¢ Also purified
transferrin or isolated transferrin glycans can be used for the

analysis.'*?

Statement #1 (grade of recommendation: C)

Serum transferrin is a sensitive but non-specific bio-
marker for PMM2-CDG. The typical tf IEF pattern in
PMM2-CDG is type 1 (decrease of tetrasialotransferrin and
increase of di- and asialotransferrin.'**

8.34.2 | The sensitivity of the biochemical tests

The presence of transferrin polymorphisms can however com-
plicate the diagnostic interpretation of abnormal profiles, by
impacting its isoelectric point and generating isoforms that
can co-migrate with abnormally glycosylated transferrin iso-
forms."*> In case of an abnormal CDG pattern it is suggestive
to incubate the serum samples with neuraminidase prior to the
analysis. Removal of sialic acid residues will unmask rare
transferrin variants. Analysis of parental transferrin can also
rule out the presence of hereditary variants.'*® Noteworthy,
PMM2-CDG newborns and infants might present a normal
profile that later on becomes abnormal. Conversely, the trans-
ferrin pattern sometimes normalizes with age, without
improvement of the symptoms, as reported in one patient.**

Statement #1 (grade of recommendation: D)

In case of an abnormal serum sialotransferrin pattern the
presence of a transferrin polymorphism has to be excluded,
either by pre-incubation of the sample with neuraminidase
or by analysis of parental samples.

8.34.3 | Pre-analytical requirements for the
biochemical testing

The recommended blood sample handling for isolation and
purification of serum transferrin is as follows. Serum or heparin
plasma should be stored at —20°C. Extra care should be taken
when isolating the serum fraction to avoid contamination by
neuraminidase producing-bacteria.'*” Preferably, the serum
sample should not be taken in an acutely ill patient, a patient
presenting fever or infections, or a malnourished patient. If an

abnormal profile is obtained, we recommend repeating the test
on an independent sample and in an experienced lab.

Statement #1 (grade of recommendation: D)

Serum or heparin plasma should be stored at —20°C and
contamination by neuraminidase producing-microorganisms
avoided. An abnormal profile should be retested on an inde-
pendent sample in an experienced lab.

8.34.4 | False positive results of the
biochemical tests (other causes of a positive
Carbohydrate deficient transferrin
(CDT%) test)

Secondary glycosylation defects can also lead to abnormal Tf
IEF results. In patients with untreated galactosemia or fructo-
semia, accumulating intermediates inhibit N-glycosylation,
thereby causing an abnormal Tf IEF pattern. Chronic alcoholism
(>70 g per day), liver disease, severe infections, and chronic
inflammatory diseases can also lead to an abnormal pattern.

8.34.5 | Confirmatory enzymatic and
molecular testing

Conventionally, the follow-up after obtaining a type 1 pattern
consists of enzymatic analysis in fibroblasts or leukocytes to
look for PMM2-CDG and Phosphomannose isomerase
(PMI-CDG). Preferably the measurements should be per-
formed on freshly isolated leukocytes rather than on fibro-
blasts, since the latter might present a high residual PMM
activity.®> The cells should be lysed by sonication right
before analysis, and both enzymes spectrophotometrically
assayed at 37°C by the reduction of Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADP) to NADPH, according to
the procedure described by Van Schaftingen and Jacken.*
Abnormal PMM enzymatic activity is reported in
198 PMM2-CDG patients. In 53% of the reported cases
(n = 55), enzymatic activity was performed on skin fibro-
blasts, and on white blood cells (Ilymphocytes or leukocytes)
in 33 patients (32%). Enzymatic analysis was performed in
both cell types inl2 patients. In addition, decreased PMM
activity in amniocytes was also reported in three patients, in
the context of prenatal diagnosis'? (Kjaergaard et al 1998).
When intermediate PMM activities are found, mutations
should next be performed. Sanger sequencing of the eight
exons and flanking intronic sequences of the PMM?2 gene
(NCBI reference sequence NM_000303.2) allows to identify
mutations in >99% of patients with an enzymatically con-
firmed PMM deficiency. Deep intronic mutations and dele-
tions would however be missed using this approach.'*> The
standard reference sequence indicating reported variants
(ENSG00000140650) and a reference for exon numbering
(ENST00000268261) can be found at www.ensembl.org.
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Mutation analysis of PMM?2 has been reported in 475 patients,
with mutations mostly identified by direct Sanger sequencing.
In addition, three patients have been molecularly diagnosed
by whole exome sequencing,>*'*® one by autozygocyty
mapping,'*® and four by gene panel targeted sequencing.”®'*

Statement #1 (grade of recommendation: B-C).

PMM2-CDG should be confirmed by measurement of
phosphomannomutase activity in fibroblasts or leukocytes
and/or by mutation analysis of the PMM?2 gene.

8.34.6 | Genotype-phenotype correlations

PMM2 is the 246 amino acids product of the PMM?2 gene,
localized to chromosome 16pl13. Mutations have been
described throughout the gene. Some 117 mutations have
been reported to date, including 91 missense mutations,
5 nonsense mutations, 8 frameshift mutations, 11 splicing
defects, and 1 complete loss of exon 8 due to a Alu
retrotransposition-mediated deletion of 28 kb.'** The p.
R141H mutation (50 alleles) was the most frequent muta-
tion, reported in 60% of the patients. No patient homozygous
for this mutation has been reported, because this severe
mutation is lethal in the homozygous state.'*""'** A higher
frequency than average (approximately 1/72) of the R141H
allele is however observed in the Dutch and Danish popula-
tions” and has been attributed to a survival advantage in het-
erozygotes in whom the mutation may confer resistance to
hepatitis B and C viruses. ' (Tables S4 and S5).

Four patients'**~'%¢ were reported homozygous for the p.
F119L mutation (genotype prevalence 0.8%), three
patients'?*#7-148 for the p.P113L mutation (genotype preva-
lence 0.6%), and one patient (genotype prevalence 0.2%) for
either the p.C2418," the p.T237M'*® or the p.T237R>® muta-
tion. Despite being the second most frequent mutation for
PMM? with a prevalence of 10.3%, the variant p.V231M has
only been reported so far as compound heterozygote.

Based on the he crystal structure of the isozyme of
PMM2, for example, PMMI, it is possible to extrapolate on
how specific frequent mutations could impact PMM?2 protein
function and stability. For instance, the arginine residues at
positions p.R141 and p.R123 are hence assumed to be
involved in binding either the phosphate or the C2 hydroxyl
group of the substrate.'* On the other hand, the p.F119L
mutation might disrupt the hydrophobic core of PMM2
enzymes, which is assumed to mediate its homodimeric inter-
action."® No direct genotype/phenotype correlation can
strictly be established for PMM?2 deficiency, although it is
strongly speculated that milder phenotypes are associated to
mutations affecting the folding and/or stability of the PMM?2
homodimer. Moreover, no specific mutation appears to be
associated with a more severe clinical phenotype. Surpris-
ingly, the prevalence of the frequent variant p.F119L is

extremely low in phenotypes with predominant neurological
symptoms (2.6%), whilst its general prevalence for
PMM2-CDG is higher than 20%. Finally, it is very likely that
the highly variable phenotype of PMM2-CDG, as in other
monogenic diseases, is probably determined not only by the
PMM2 mutant alleles but also by the other genes modulating
the effect on the final functional enzyme activity.'>®

Statement #1 (grade of recommendation: C)

Over 117 disease causing genetic variants in PMM?2 gene
are known with no clear genotype/phenotype correlations.
R141H mutation is the most frequent mutation reported only
in compound heterozygous states.

8.34.7 | Common laboratory findings

The plasma concentrations of glycoproteins are often
decreased in PMM2-CDG patients, such as haptoglobin,
ceruloplasmin, TBG,**636%79.8L13.121 - Kana0lobulin, !
alpha-1 anti-trypsin (Sarar et al 2009) several clotting
and anticlotting factors, including factor XI (decreased in
193/197 investigated patients), antithrombin (decreased in

151,152

207/210 investigated patients), protein C (decreased in
191/194 investigated patients) and protein S (decreased in
158/162 investigated patients). Other coagulation factors can
be decreased as well, such as factor IX (decreased in 18/32
patients), factor II (decreased in 10/13 investigated patients),
factor X,24 and factor XIL>%'3 In addition, PMM2-CDG
patients often present increased and discordant levels of
ALT (elevated in 63/108 investigated patients) and AST
(elevated in 70/86 investigated patients), as well as low cho-
lesterol as reported in 10 patients®®’*8%121123 (Kjaergaard
et al 1999; Vabres et al 1998).

Statement #1 (grade of recommendation: D)

Plasma concentrations of cholesterol, haptoglobin, alpha-
l-antitrypsin, factors II, V, IX, X, and XI, antithrombin,
protein C, and protein S are usually decreased in
PMM2-CDG patients. Levels of these compounds may fluc-
tuate during follow-up.

8.35 | Prenatal testing

Prenatal diagnosis is possible by enzymatic analysis of
amniocytes'?; this should be combined with mutation analy-
sis of the PMM2 gene. Foetal transferrin IEF however leads
to false results.'** Prenatal diagnosis using short-tandem-
repeat-polymorphisms (STRP) of the PMM?2 gene has been
reported.'** Using a combination of linkage and mutation
analyses, they have been able to provide prenatal diagnostic
information for 15 PMM2-CDG families. Five of the ana-
lyses indicated an affected foetus, seven were carriers and
three tested as non-carriers.'** Besides, decreased PMM
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activity in amniocytes was also reported in three patients in
13,154

the context of prenatal diagnosis.

Statement #1 (grade of recommendation: D)

Molecular analysis is the preferred technique for the first-
trimester prenatal diagnosis if the mutations in both parents
are known. Alternatively, enzyme analysis can be performed
in cultured amniocytes but not in chorionic villi. Pre-
implantation genetic testing is feasible.
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CASE REPORTS

A mutation in the gene coding for the sialic acid
transporter SLC35A1 is required for platelet life span
but not proplatelet formation

Sialylation is known to regulate platelet clearance.'
Sialic acids are terminal sugar components of the
oligosaccharide chains of glycoproteins and glycolipids.
During platelet ageing, surface modifications such as the
loss of sialic acid (i.e., desialylation) expose B-galactose
residues. These senescence antigens facilitate platelet
clearance, influence the platelet life span, and stimulate
thrombopoietin (TPO) production.” Greater exposure of
non-sialylated glycan chains may be associated with
accelerated platelet clearance. Sialyltransferases consti-
tute a family of glycosyltransferases that transfer sialic
acid from the donor substrate (cytidine-5’-monophos-
phate (CMP)-sialic acid) to acceptor oligosaccharide sub-
strates.’ Mice in which the St3gal4 sialyltransferase gene
has been knocked out are thrombocytopenic; the absence
of sialic acid increases {3-galactose exposure and thus
results in the rapid clearance of platelets from the circula-
tion. In sialic acid metabolism, a specific transporter
[solute carrier family 35 member A1l (SLC35A1)] transfer
CMP-sialic acid to the medial- and trans-Golgi apparatus,
where it is used as a substrate for the sialylation of pro-
teins by various sialyltransferases (Figure 1).

Herein, we report on a congenital deficiency in
SLC35A1 in two siblings born to consanguineous parents

and who displayed moderate macrothrombocytopenia.
The sister (Il:1, born in 2001) and brother (I:2, born in
2005) shared similar clinical presentations from birth,
including delayed psychomotor development, epilepsy,
ataxia, microcephaly, choreiform movements, and
macrothrombocytopenia. This presentation was highly
suggestive of an inherited disease. The hemorrhagic
symptoms consisted of easy bruising for both siblings,
and menorrhagia (leading to iron deficiency) for II:1.
Persistent thrombocytopenia was observed in both sib-
lings, with a mean + standard error of the mean (SEM)
platelet count of 95 £10 G/L (n=31 analyses between
2002 and 2017) for II:1 and 60 + 6 G/L (n=21 analysis
between 2010 and 2015) for II:2. Comparative with nor-
mal values (6.5 to 12 fL), the platelet volume was high
(mean + SEM: 15.7 + 3.9 fL (n=31) for II:1, and 19.1 and
20.4 fL for II:2). A peripheral blood smear review
revealed the presence of giant platelets and
macroplatelets (Figure 2A). Fluorescence analysis of the
immature platelet fraction (on a Sysmex XE 5000 hema-
tology analyzer) indicated high levels of reticulated
platelets: 54% and 66% (n=2) for II:1, and 46% and 60%
(n=2) for II:2; the normal range is <5%). Bone marrow
aspirate smears of II:1 revealed an elevated megakary-
ocyte count (>2 megakaryocytes per low-power field),
with a predominance of immature forms (characterized
by small size, hypolobulation, and a basophilic cyto-
plasm, as observed in peripheral thrombocytopenia;
Figure 2B). The elevated proportion of immature platelets
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Figure 1. A simplified diagram of sialic acid metabolism in human. Biosynthesis of sialic acid (SA) mostly takes place in the cytoplasm, although the CMP-sialic
acid synthase (CMAS) reaction occurs in the nucleus. The synthesis of ManNAc (N-acetylmannosamine) is carried out in two steps by UDP-GLcNAc-2 epimerase
(GNE). NeuNAc synthase (NANS) generates phosphorylated forms of sialic acid, which must be dephosphorylated by a specific phosphatase (Neu5Ac-9-P-phos-
phatase, NANP) to yield free sialic acid in the cytoplasm. The free sialic acid can then reenter the biosynthesis pathway (indicated as “salvage” in the diagram).
The CMP-SA (produced in the nucleus) is transferred by SLC35A1 into the Golgi apparatus, where it is used as a substrate for sialylation by sialyltransferases.
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and the bone marrow analysis results were suggestive of
a compensatory mechanism for peripheral thrombocy-
topenia.

By combining whole-exome sequencing with the
genetic mapping of disease loci (assuming autosomal
recessive inheritance), we found that patient II:1 was
homozygous for a missense mutation in the SLC35A1
gene (NM_006416.4: c.439T>C: p.Ser147Pro, Figure 2C).
The presence of this variant in both siblings was con-
firmed by Sanger sequencing (Figure 2C). The variant
was absent from the dbSNP150, 1000Genomes or ExAC
Browser databases, and was predicted to be pathogenic
(Polyphen-2 score: 1).° Both parents were heterozygous
for the mutation (Figure 2C). The SLC35A1 protein com-
prises 10 transmembrane domains (TMDs), and a topol-

ogy analysis indicated that the p.Ser147Pro mutation was
located in TMD-5. Given that the insertion of a Pro
residue into a TMD is predicted to have a profound
impact on a protein’s activity, the mutation p.Ser147Pro
is expected to be deleterious. The cytoplasmic loo

between TMDs 4 and 5 is important for SLC35A1’s
transporter activity,’ and so a mutation in TMD-5 might
change the protein’s activity via a conformational change
in this loop and/or by destabilizing the transmembrane
helix. Capillary electrophoresis of patient II:1’s serum
transferrin (Figure 2D) showed elevated levels of
hyposialylated glycoforms (3-sialo to 1-sialo), which is
highly suggestive of a congenital disorder of glycosyla-
tion and thus the impaired maturation of protein-linked
N-glycans in the Golgi apparatus. SLC35A1 deficiency

Figure 2. Blood and bone marrow smears, char-
acterization of the SLC35A1 mutation in the
family, and the capillary electrophoresis trans-
ferrin profile. Blood (A) and bone marrow (B)
smears of patient Il:1 were stained with May-
Grinwald Giemsa reagent. The blood smear
showed the presence of large platelets (relative
to the size of red blood cells). The MKs from
patient 1l:1’s bone marrow were immature (ii), as
characterized by small size, hypolobulation and a
basophilic cytoplasm, and (ii) granular MKs. C)
The family’s pedigree, and Sanger sequencing
results. Arrows indicate the position of the mutat-
ed nucleotide. Genetic mapping of disease loci in
the family was carried out using an Affymetrix
GeneChip Human Mapping 250K Nspl SNP
microarray. Multipoint linkage analysis of single-
nucleotide polymorphism (SNP) data was per-
formed using Alohomora and Merlin software. We
performed homozygosity mapping of SNP data,
and found 18 candidate loci of at least 1 Mb in
size with a maximum logarithm of odds score
(Zmax) of 1.8. Whole exome sequencing (WES)
was performed in DNA from the index case (II:1),

l, using the Exome Capture Agilent SureSelect XT

V5 kit for library preparation and exome enrich-
ment. Sequencing was performed on a Genome
Analyzer lIx lllumina instrument in paired-end
mode with a read length of 2x100bp. The median
WES coverage was 60. Reads were aligned with
the human reference genome sequence (UCSC

D NM_006416.4:¢c.439T>C:p.Ser147Pro

i hg19, NCBI build 37.3) using the BWA software

package. Variants were selected using SAMtools,
and then annotated using Annovar software.
Variants in coding regions (including non-synony-
mous and nonsense mutations), intron-exon junc-
A tions or short coding insertions or deletions were
selected when the minor allele frequency was
less than 0.0030. The homozygous ¢.439T>C
mutation in SLC35A1 was confirmed by Sanger
sequencing, using primers flanking the mutations
(SLC960-F: 5’-GCCCGGCCATTATCAAATA-3’,

LY - Control

4-sialo

SLC960-R: 5'-AAATCAAAGAAATGTAGTCATGCTG-3’)
in both affected individuals. Both affected individ-
uals were homozygous for the mutation (Il:1 and

Patient

(11:1)

Normal
range

5-sialo

11:2, ¢.439T>C: p.Ser147Pro). The nucleotide and
amino acid changes are indicated with respect to

11-18 % 55 %

4-sialo

the reference sequences (Genbank:

78-86 %
? NM_006416.4 and NP_006407.1, respectively).

44.9 %

3-sialo

Open symbols: unaffected; filled symbols: affect-

-6 ©
0-6% ed. D) The capillary electrophoresis transferrin

30.7 %

Patient 11:1

2-sialo

profile for a control (top panel) and for patient Il:1

0-1.3 % 17.9% (bottom panel) was performed as previously

Optical density (200 nm)

1-sialo

described.* x axis: the migration time in arbitrary

0% 1% units. y axis: the optical density in arbitrary units.

0O-sialo

5-sialo, 4-sialo, 3-sialo, 2-sialo, and O-sialo:
penta-, tetra-, tri-, di- and asialotransferrin,
respectively. The isoform distributions for the con-

0% 0%

v

Retention time (arbitrary units)
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has been referred to as congenital disorder of N-linked
glycosylation IIf (CDG-IIf), with the new nomenclature
SLC35A1-CDG/

Given the recent discovery of sialylation’s importance
in senescent platelet clearance, a congenital deficiency in
the CMP-sialic acid transporter might account for the
thrombocytopenia identified in the two probands. Since
SLC35A1 is expressed in megakaryocytes and platelets
(data not shown), we analyzed platelets from patient II:1.
We performed a flow cytometry assay for platelet
B-galactose exposure by using the lectin Ricinus communis
agglutinin (RCA), which is specific for the f-galactose
exposed in the absence of sialic acid. The significant ele-
vation (P<0.001) in platelet surface RCA labeling for II:1

was highly suggestive of a sialylation defect (Figure 3A).
To take platelet size into account, we also measured the
ratio of the mean fluorescence intensity (MFI) of RCA to
the MFI of GPIIb. A significant elevation (P<0.01) in II:1
(relative to a control) was still observed (Figure 3B) - indi-
cating the presence of a qualitative defect in platelet sia-
lylation. This defect could not be attributed to anti-GPIb
antibodies [which have been reported elsewhere to
induce platelet desialylation in immune thrombocytope-
nia (ITP)]® because none were present in II:1’s plasma,
according to a conventional assay. Moreover, we con-
firmed the absence of a plasma effect on platelet sialyla-
tion; when normal platelets were incubated with either
normal plasma or patient II:1’s plasma, no difference in
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Figure 3. Effect of SLC35A1 mutation on platelet sialylation, life span and proplatelet formation. A) Left panel: the mean fluorescence intensity (MFI) of Ricinus
communis agglutinin | (RCA) for three healthy controls and patient II:1 in triplicate. Right panel: the histogram for FITC-RCA labeling on platelets from controls
and II:1. Platelet surface p-galactose exposure was determined using flow cytometry with FITC-conjugated RCA (12.5 ug/mL, Vector Labs). Platelet-rich plasma
(5 ulL) was incubated with 12.5 ug/mL RCA for 30 min at room temperature in a final volume of 100 uL. The reaction was terminated by adding PBS (400 uL),
and the samples were immediately analyzed in a flow cytometer (Beckman Coulter). For each sample, the MFI was determined for a total of 20,000 cells. GPIlb
glycoprotein was also quantified by using the PLT GP/Receptors® assay (Biocytex). B) The mean + SEM RCA/GPIIb ratio for three healthy controls and the patient
11:1 in triplicate (**P<0.01, ***P<0.001 in Student’s t-test). C) A lectin blot of washed platelets. Washed platelets (3x10%/mL) were completely desialylated (or
not) by treatment with 02-3,6,8 neuraminidase from Clostridium perfringens (0.2 U/mL, 15 min, Sigma-Aldrich, indicated as Neu). After 15 min, washed
platelets from the control and from II:1 were lysed in SDS denaturing buffer (50 mM Tris, 100 mM NaCl, 50 mM NaF, 5 mM EDTA, 40 mM p-glycerophosphate,
100 uM phenylarsine oxide, 1% SDS, 5 ug/mL leupeptin, 10 ug/mL aprotinin, pH 7.4). The proteins were subjected to SDS-PAGE, and were then transferred to
nitrocellulose membranes. The latter were incubated with biotinylated RCA (20 pg/mL, Vector Labs). A loading control was monitored by the expression of
14-3-3C. Immunoreactive bands were visualized using Enhanced Chemiluminescence Detection Reagents (Pierce). Images of the chemiluminescent signal were
captured using G:BOX Chemi XT16 Image Systems software and quantified using Gene Tools software (version 4.0.0.0, Syngene). MW: molecular weights of
the protein ladder. D) Measurements of platelet life span in mice. Washed platelets were first stained with 5-chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA, 10 uM),
washed and then intravenously injected in male NOD SCID gamma mice as a single bolus (10® CMFDA-labeled platelets). Human platelets were monitored by
flow cytometry of whole blood samples collected at 1 min and 90 min after injection. The proportion of fluorescent platelets at 90 min was calculated as a per-
centage of the fluorescent platelets at 1 min. Four mice were injected with 108 platelets from a control, and four other mice were injected with 10° platelets
from patient Il:1. In the scatter plot, each dot represents a mouse. E) Measurement of proplatelet formation. CD34* cells were isolated from peripheral blood
using an immunomagnetic technique (Miltenyi Biotec). Human TPO (50 nM) was added once to the culture medium on day O, followed by 20 nM TPO on day 6.
On day 12. The MKs were then observed and stained for o-tubulin (magnification: 600x, bottom panel). The coiled element diameters were then measured
(right panel). The quantitative data are presented in box and whisker plots; the lower hinge represents the 25" percentile, and the upper hinge represents the
75th percentile. The line within the box marks the median, and the mean is represented by a cross (+). The maxima and minima are at the ends of the whiskers
(n=65 MKs in control 1, 31 in control 2, 96 in control 3, and 53 for patient II:1).
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the mean + SEM RCA binding was observed (21552 +
1003 and 23080 + 1930 arbitrary units (AU), respectively;
n=3). In contrast, the incubation of normal platelets with
control plasma in the presence of botrocetin (a positive
control) induced greater RCA binding (38845 + 880 AU,
n=3; P<0.001), as expected.” Next, we investigated the
sialylation defect by Western blotting II:1’s platelet
lysate. The RCA intensity was four-fold higher in II:1’s
platelets than in a control sample (Figure 3C), and several
bands were only present in patient II:1 (at around 100
kDa, 70-72 kDa, and 56-58 kDa). Interestingly, treatment
with neuraminidase increased the RCA intensity in con-
trol experiments but not in experiments with patient
II:1’s platelets — indicating that the latter are already
markedly hyposialylated. Taken as a whole, our results
suggest that SLC35A1 has a major role in platelet sialyla-
tion.

Given that the sialic acid content and p-galactose expo-
sure at the platelet surface are highly relevant for platelet
clearance and platelet life span, we next measured the
clearance of patient II:1’s hyposialylated platelets in mice.
Platelet survival was evaluated in vivo after the injection
of washed platelets into the circulation of non-obese dia-
betic/severe combined immunodeficiency (NOD SCID)
gamma mice. As shown in Figure 3D, 46 + 15% of the
control platelets were detected in the circulation 90 min-
utes after platelet injection. In contrast, II:1’s platelets
were virtually undetectable - strongly suggesting that the
patient’s platelets had a very short life span. Given that
the circulating platelet count results from the balance
between platelet clearance and platelet production, we
next looked at whether a mutation in SLC35A1 disturbed
in vitro proplatelet formation in cultured human
megakaryocytes (MKs). Peripheral blood CD34* cells
from the controls and patient II:1 were differentiated
in vitro in the presence of TPO. We did not observe defec-
tive proplatelet formation in the patient’s MKs, which
contained normal-sized coiled elements (i.e., future
platelets) (Figure 3E). These results suggest that
SLC35A1-dependent sialic acid transport in MKs is not
involved in platelet formation. Macrothombocytopenia
has already been reported in two patients with (respec-
tively) a p.GIn101His mutation'’and a homozygous G>A
substitution in the donor splice site of intron 6 in the
SLC35A1 gene." Furthermore, mutations in the gene
coding for glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-epimerase/N-
acetylmannosamine kinase (GNE) (Figure 1) — an enzyme
involved in the CMP-SA pathway — has been linked to
macrothombocytopenia.”””® However, platelet sialylation
and life span were not investigated, and a link between
thrombocytopenia and defect in platelet sialylation was
not highlighted. Herein, we demonstrated that a severe
defect in the sialylation pathway resulted in (i) the
hyposialylation of platelet glycoproteins, and (i) a
severely shortened platelet half-life. Furthermore, our
results suggest that SLC35A1-regulated sialic acid trans-
fer is not involved in proplatelet formation in MKs or that
it is compensated for by another pathway. The presence
of giant platelets in patient II:1 was probably not directly
due to SLC35A1 dysfunction in MKs. The giant platelets
might correspond to a compensatory mechanism in a
context of thrombocytopenia, as suggested by elevated
reticulated platelet levels and a high MK count in the
bone marrow.

A better understanding of the mechanism of thrombo-
cytopenia will have consequences for patient care.
Indeed, patients with unexplained macrothrombocytope-
nia are often misdiagnosed with ITP (an exclusion diag-
nosis). Even though patient II:1 may have experienced

ITP in childhood, hyposialylation was responsible for her
basal thrombocytopenia. This knowledge will influence
the chosen treatment. Given that thrombocytopenia is
associated with a shorter life span for hyposialylated
platelets, one can legitimately expect the transfusion of
normal platelets to be clinically effective. This was con-
firmed by Willig et al. report on platelet transfusion."

Overall, our results demonstrated that sialic acid trans-
port by SLC35A1 is required for platelet life span and
sialic acid content in humans. A limitation in our study
resides in the fact that due to lack of parental consent for
additional blood sampling, megakaryocytes and in vivo
platelet clearance experiments could only be performed
once. The present case report establishes a link between
progress in understanding platelet physiology on one
hand and patient care on the other.
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Long-term follow-up in PMM2-CDG: are we ready to start
treatment trials?
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Purpose: PMM2-CDG is the most common congenital disorder of
glycosylation (CDG), which presents with either a neurologic or
multisystem phenotype. Little is known about the longitudinal
evolution.

Methods: We performed data analysis on PMM2-CDG patients’
clinical features according to the Nijmegen CDG severity score and
laboratory data. Seventy-five patients (28 males) were followed up
from 11.0 £ 6.91 years for an average of 7.4 £ 4.5 years.

Results: On a group level, there was no significant evolution in
overall clinical severity. There was some improvement in mobility
and communication, liver and endocrine function, and strabismus
and eye movements. Educational achievement and thyroid function
worsened in some patients. Overall, the current clinical function,
the system-specific involvement, and the current clinical assessment

INTRODUCTION
Congenital disorders of glycosylation (CDG) are a family of
diseases. The common denominator is that they all affect the
most important posttranslational modification of proteins
and lipids: glycosylation.! CDG were initially described by
Jaak Jaeken and currently comprise a group of some 135
distinct genetic entities." The most abundant type is PMM2-
CDG (initially called CDG-1a, or phosphomannomutase 2
deficiency). This subtype affects N-linked protein glycosyla-
tion, and leads to either a primarily neurological condition, or
to a multisystem disease. So far more than 900 patients have
been reported with PMM2-CDG, with varying disease
severity. The infantile neurovisceral form is associated with

remained unchanged.On follow-up there was improvement of
biochemical variables with (near) normalization of activated partial
thromboplastin time (aPTT), factor XI, protein C, antithrombin,
thyroid stimulating hormone, and liver transaminases.

Conclusion: PMM2-CDG patients show a spontaneous biochem-
ical improvement and stable clinical course based on the Nijmegen
CDG severity score. This information is crucial for the definition of
endpoints in clinical trials.

Genetics in Medicine (2019) 21:1181-1188; https://doi.org/10.1038/s41436-
018-0301-4

Keywords: PMM2-CDG; CDG severity scale; long-term follow-
up; coagulation; liver function test

hepatogastrointestinal disease (failure to thrive, protein losing
enteropathy, liver disease), cardiac disease (e.g., pericardial
fluid collection, cardiomyopathy), renal disease, and labora-
tory alterations including abnormal endocrine function and
coagulopathy.” PMM2-CDG can be lethal, but if patients
reach the age of 3-4 years, CDG follows a more stable course,
or may reportedly even improve.” The neurological type is
characterized by psychomotor disability, hypotonia, muscle
weakness, cerebellar ataxia, strabismus, retinitis pigmentosa,
spasticity, dystonia, and neuropathy.

The most characteristic clinical signs in PMM2-CDG are
the abnormal fat distribution on the buttocks (fat pads) and
inverted nipples. Screening is usually performed by serum

'Pediatrics and Metabolic Center, University Hospitals Leuven, Leuven, Belgium; *Department of Development and Regeneration, Faculty of Medicine, KU Leuven, Leuven,

Belgium; *Department of Pediatrics, First Faculty of Medicine, Charles University and General University Hospital, Prague, Czech Republic; *AP-HP, Necker University Hospital,
French National Reference Centre for Inborn Errors of Metabolism, Paris, France; *Medical Genetic Department, Montréal Children Hospital, McGill University, Montreal, Canada;
°Department of Pediatrics, University Hospitals Leuven, Leuven, Belgium; 7Department of Medical Genetics, King Faisal Specialist and Research Hospital, Riyadh, Saudi Arabia;
SAP-HP, Hopital Necker, Service d’Hémato]ogie Biologique, Paris, France; 9UMR_SH76, INSERM, Univ. Paris-Sud, Université Paris—Saclay, Le Kremlin-Bicétre, France;
'%Biochemistry Department, AP-HP, Bichat Hospital, Paris, France; "'UMR INSERM 1193, Faculty of Pharmacy, Paris-Sud University, Paris, France; '*Biochemistry Department,
Paris Descartes University, Bichat Hospital, Paris, France; 3Center for Human Genetics, KU Leuven, Leuven, Belgium; “Metabolic Center, University Hospitals Leuven, Leuven,
Belgium; 15Department of General Internal Medicine, Faculty of Medicine, KU Leuven, Leuven, Belgium; 16Gastroenterology—Hepatology and Metabolic Center, University
Hospitals Leuven, Leuven, Belgium; '"Department of Clinical Genomics, Mayo Clinic, Rochester, MN, USA. Correspondence: Peter Witters (peter.witters@uzleuven.be)

Submitted 13 June 2018; accepted: 31 August 2018
Published online: 8 October 2018

GENETICS in MEDICINE | Volume 21 | Number 5 | May 2019 1181



ARTICLE

sialotransferrin isoelectric focusing/capillary electrophoresis,
or by mass spectrometry, which typically display a so-called
type 1 pattern (decreased tetrasialo- and increased di- and
asialo-transferrin).

Currently, there is no effective treatment for PMM2-CDG.
In the past, trials with oral or intravenous mannose did not
show any clinical benefit,*” in spite of the clear biochemical
improvement in vitro in patients’ fibroblasts.*® Upcoming
clinical trials aim at chaperone therapy, liposomal or
chemically camouflaged mannose-1-phosphate supplementa-
tion, antisense therapy using morpholino oligonucleotides, or
inhibition of connecting pathways, as possible therapeutic
approaches.”

Little is known about the long-term follow-up of CDG
patients. Due to highly variable clinical manifestations and
laboratory abnormalities, and even intrapersonal variability of
laboratory results, it is not easy to make predictions on the
outcome or natural history of an individual patient, or to
define relevant endpoints for clinical trials. Quite recently
natural history studies were initiated (clinicaltrials.gov
identifier NCT03173300) to prepare for upcoming clinical
trials.

As there is no formal guideline for follow-up of PMM2-
CDG patients, data on patients are collected sporadically, and
not well-structured. The purpose of the current study is to
describe the long-term follow-up of a large cohort of CDG
patients with emphasis on laboratory data and a validated
clinical score, the CDG progression score.”

MATERIALS AND METHODS

Patient selection

Through the EURO-CDG network, we collected patients from
centers with larger PMM2-CDG patient populations. Patients
were included from the Reference Center for Inherited
Metabolic Disease, AP-HP, Necker-Enfants Malades Hospital,
IMAGINE Institute affiliate, University Paris Descartes-
Sorbonne Paris Cité, Paris, France; the Department of
Pediatrics, First Faculty of Medicine, Charles University and
General University Hospital, Prague, Czech Republic; and the
Department of Pediatrics and Metabolic Center, University
Hospitals Leuven, Leuven, Belgium. All patients had geneti-
cally confirmed PMM2-CDG.

Retrospective data collection

Current work was approved by the local ethics committee at
University Hospitals Leuven, Leuven, Belgium. Data was
collected in Excel files on demographic and biometric
variables (age, gender, height, weight, head circumference).
Information was retrieved on biochemical variables such as
coagulation (international normalized ratio [INR], activated
partial thromboplastin time (aPTT), factor IX, factor XI,
antithrombin, protein C, protein S); hormones (insulin-like
growth factor [IGF], IGF binding protein 3 [IGFBP3], thyroid
stimulating hormone [TSH], free thyroxine [T4], adrenocor-
ticotropic hormone [ACTH], cortisol, follicle-stimulating
hormone [FSH], luteinizing hormone [LH]), glucose;
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cholesterol; high-density lipoprotein; triglycerides; aspartate
and alanine transaminases (AST and ALT); creatine kinase;
and lactate dehydrogenase.

The clinical characteristics and disease progression score of
the patients were documented and followed by the Nijmegen
CDG rating scale® (Online supplement 1). Age-appropriate
scales were used at different evaluation time points. This score
collects information on (1) current function over the last
4 weeks (based on an interview with the patient or caregiver
regarding vision, hearing, communication, feeding, mobility);
(2) system-specific involvement (history in the last 6 months
on seizures, encephalopathy, bleeding diathesis or coagulation
defect; and gastrointestinal, endocrine, respiratory, cardiovas-
cular, renal, liver function, and blood anomalies); and (3)
current clinical assessment as per clinical examination
(growth, development, vision, strabismus, and eye movement;
myopathy, ataxia, pyramidal and extrapyramidal symptoms,
and neuropathy). Higher scores are associated with worse
clinical state.® Treatments with medication like anticoagula-
tion therapy or supplementation with levothyroxine were
recorded.

Statistics

SPSS 22 for windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and R
version 3.4.3 were used for statistical analysis. All results were
expressed as means + standard deviation. For differences
between repeated measurements in the same individual the
Wilcoxon signed rank test was used. Correlations were
performed using the Pearson correlation, double sided. A p
value < 0.05 was considered statistically significant. Graphs
were constructed using R.

A sample size of 34 patients was calculated to achieve a
power of 80% and a level of significance of 5% (two-sided) for
detecting a medium effect size of 0.5 between paired
observations (http://statulator.com).

Due to the retrospective nature of this study, observations
in patients with incomplete data were treated as not available
for that specific graph, or descriptive or statistical analysis
(pairwise exclusion). Every effort was made to collect a
complete data set, including contacting local referring
hospitals.

RESULTS

Patient cohort
We collected data on 75 patients with a mean age of 11.02 +
6.91 years. There were 28 male and 47 female patients, most
likely a chance finding as no difference is to be expected. On
61 patients longitudinal follow-up data were available. They
were followed up for 7.4 £ 4.5 years. Overall, there were 268
observations (mean of 2.85 observations per patient [range
1-9]). One patient died during the follow-up due to
multiorgan failure and invasive aspergillosis at the age of
11.8 years.

There were two patients with homozygous pathogenic
variants (L32R/L32R and, T231M/T231M; the remainder of
the patients had compound heterozygous pathogenic
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Fig. 1 Biometric charts: growth curves of PMM2-CDG patients. (a) Growth curve (cm for age) by gender. (b) Growth z-score. (c) Weight curve (kg for
age) by gender. (d) Weight z-score. (e) Head circumference curve (cm for age) by gender. (f) Head circumference z-score. All data points represent individual
measurements. Data collected from the same individual is connected by lines.

variants). The most frequently encountered pathogenic
variants were R419H (n=45), P113L (14), F119L (10),
E139K (9), C241S (7), and T237M (6). The most common
compound heterozygous pathogenic variant was P113L/
R419H (n=9).

Patients who had feeding problems, gastrointestinal comor-
bidity, bleeding diathesis, coagulation abnormalities, anemia or
cytopenia, endocrine abnormalities, respiratory issues, or
cardiovascular, liver, renal problems, or growth delay, as
evidenced by the Nijmegen CDG severity score, were
considered to have a multisystem disease (i.e., neurovisceral
form) and not the isolated neurological form of PMM2-CDG.
Using this definition there were 68 (90.7%) patients with the
neurovisceral form and 7 patients (9.3%) with the isolated
neurological form. Moreover, there were 9 additional patients
(12%) with the neurovisceral form that at some point during
their follow-up had only neurological symptoms. This was due
to the appearance (n = 3), disappearance (n = 4), or both (n =
2) of multisystem features such as renal, endocrine, and liver
findings; cytopenia, coagulation disorders, or growth issues.

The patients with the neurologic form all had strabismus
and global developmental delay (with continued develop-
mental progress in 6/7) and most had ataxia (6/7). A seizure
disorder was present in 4/7.
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During the follow-up (totaling 449 patient years), there
were 11 stroke-like episodes in 5 patients (1 per 70.8 years).
Interestingly, there was 1 patient with 5 stroke-like episodes
and 2 patients with 2 stroke-like episodes each. All these
patients had the neurovisceral type of PMM2-CDG. They had
normal prothrombin time, aPTT but decreased levels of factor
IX, XI, and antithrombin (AT). Interestingly, 3 of these
stroke-like episodes did also occur in adults (ages 21, 21, and
24 years).

There was a clear delay in growth (height z-score —1.21 +
1.48), weight (weight z-score —1.62+1.71) and head
circumference (—1.10+1.58). During follow-up there was
no significant improvement in these findings. In fact, there
was no catch-up growth but rather a deterioration to —2.02 +
1.83, p<0.001 (see Fig. 1). There were no significant
biometric differences (expressed as z-scores) between males
and females.

Clinical evolution assessed by the CDG severity score
The initial values for the Nijmegen CDG severity score are
shown in Table 1. The CDG severity score can be found in the
online supplement 1.

Regarding the current clinical function over the preceding
4 weeks (subscore 1, see online supplement 1), the median
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Table 1 Distribution of initial scores in %

Current clinical function 0 1 2 3
Vision (n = 68) 471 368 118 44
Hearing (n=71) 88.7 70 28 1.4
Communication (n=73) 274 329 205 19.2
Feeding (n=72) 65.3 250 56 4.2
Self-care (n =67) 204 269 149 373
Mobility (n =73) 5.5 11.0 233 603
Educational achievements (n = 70) 5.7 243 329 371
System-specific involvement 0 1 2 3
Seizures (n =75) 80.0 173 13 13

Encephalopathy (n = 74) 94.6 1.4 14 27

Bleeding diathesis or coagulation defects 48.6 493 29 43
(n=70)

Gastrointestinal (n =73) 699 260 14 27
Endocrine (n = 70) 586 229 186 0

100.0 O 0 0
89.2 4.1 54 14

Respiratory (n =72)
Cardiovascular (n = 74)

Renal (n =68) 81.3 9.3 0 0
Liver (n=72) 58.3 403 14 0
Blood (n=70) 82.9 157 0 1.4
Current clinical assessment 0 1 2 3
Growth (n=71) 33.8 549 42 7.0
Development (n = 68) 1.5 0 3.0 0
Vision (n = 64) 50.0 31.1 141 47

Strabismus and eye movement (n = 73) 6.8 54.8 37 1.4
Myopathy (n = 68) 83 59 74 19
Ataxia (n=73) 2.7 219 356 39.7
Pyramidal (n = 65) 81.5 169 0 1.5
Extrapyramidal (n = 64) 95.3 4.7 0 0

Neuropathy (n = 70) 443 514 29 1.4

Distribution of the scores according to the Nijmegen CDG severity score. Each
item is scored from 0 to 3 according to the current clinical function (based on
patient and/or caregiver interview over the preceding 4 weeks), system-specific
involvement (based on patient and/or caregiver interview and clinician’s knowl-
edge of the patient and clinical notes over the preceding 6 months), and the cur-
rent clinical assessment (based on the clinical examination at the time of visit).
Development is scored from 0 to 6.

A score of 0 indicates age-appropriate findings. The higher the score the more
abnormal. For instance for vision the scoring is as follows (0= Normal: no par-
ental/patient concerns;

1=Mild: inattention to small objects in visual field or parent concerned about
abnormality of visual behavior; 2 = Moderate: visual impairment not fully cor-
rected with glasses or inattention to large objects in visual field; 3 = Severe: not
recognizing faces or registered blind or using additional visual aids. The complete
scoring detail can be found in the online supplement 1.

patient had mild visual problems (such as inattention to small
objects), normal hearing, impaired verbal communication,
normal feeding, moderate self-care issues (requiring help with
all age-appropriate tasks), severely impaired mobility (being
wheelchair/carrier dependent), and moderately severe educa-
tion achievement issues (attending special school or nursery)
(see Table 1). The mean total of all elements of subscore 1 was
8.63+3.99 on a maximum of 21 (a higher score indicates a
worse clinical state, n=71). During follow-up the vision,
hearing, feeding and self-care showed neither improvement
nor deterioration (p=NS). (see spaghetti plots in online
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supplement 2). There was a decrease in score, indicating
clinical improvement, in communication over time (from
1.32+1.08 to 1.26+1.03, p=0.027, amelioration toward
intelligible verbal communication) and mobility (from 2.38 +
0.89 to 2.28+0.92, p=0.007, evolution towards mobility,
albeit age-inappropriate). Interestingly, three patients evolved
from wheelchair dependency to ambulation with only
difficulty in climbing stairs or walking uphill. There was an
increase in educational score, indicating evolution from
attending special school toward not attending school primarily
due to illness (from 2.01 +£0.93 to 2.22 +0.81, p = 0.002).

Overall, the current function (subscore 1) did not change over
time (8.77 +4.22 at the end of follow-up, p = 0.45) (see Fig. 2).

Regarding the system-specific involvement over the last
6 months (subscore 2, see online supplement 1) the most
often encountered issues were bleeding diathesis or coagula-
tion defects, mainly as laboratory abnormalities, without a
need for therapy. Other frequently encountered abnormalities
were mild constipation or unexplained vomiting or diarrhea
(<1 week) and mildly impaired liver function tests, without
evidence of hepatic failure (see Table 1). On follow-up the
latter appeared to improve (score evolving from 0.43 + 0.53 to
0.31+0.5, p=0.033). All the other findings remained stable,
except for a slight deterioration in endocrine score (from 0.60
£0.79 to 0.82+0.833, p=10.033). There were no significant
changes in the total subscore 2 over time (from 2.73 +2.52 to
3.29+£2.89, p=0.44, NS) (see Fig. 2).

Regarding the current clinical assessment (subscore 3, see
online supplement 1) the average patient had a mildly
impaired growth (height or weight less than the 2nd centile
but growing parallel to it), impaired development (global
developmental disability with continued developmental pro-
gress), normal or mildly affected vision, intermittent strabis-
mus, ptosis or impaired eye movement at extremities, no
clinical neuropathy, moderate ataxia (gait abnormality
requiring assistance or severe upper limb dysmetria, no
pyramidal or extrapyramidal signs, with mild neuropathy
[only areflexia]) (see Table 1). The mean scores were 11.17 +
3.60 out of a maximum of 31. On follow-up there was slight
improvement of the strabismus and eye movements (score
from 1.33+£0.63 to 1.21 £ 0.71, p = 0.046). All the other items
remained stable. Overall there were no significant changes of
the subscore over time (at the end of follow-up 11.48 + 3.70,
p=0.707, NS) (see Fig. 2).

Combination of the different subscores gives a total maximal
score of 82. The mean score at the start was 22.27 +9.09. The
lowest score was 7, the highest score 50. This score remained
surprisingly stable over time (score at the end 23.52 +9.44,
p=0.64, NS). There was no evidence for global improvement
or significant deterioration in the current cohort.

The maximal scores obtained in our cohort at any time
were 16/21 in section I, 9/30 in section II, and 18/31 in section
III. There was just one patient who ever scored positive for
respiratory involvement. For every element of the score there
were patients who scored the minimum (0), demonstrating
the variability of disease presentation (see Fig. 2).
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The detailed age-related evolution of individual elements of
the score in individual patients can be seen in online
supplement 2.

Evolution of biochemical characteristics
The biochemical characteristics of the patients can be found
in Table 2.

Coagulation abnormalities were the most striking. Patients
had on average, abnormal coagulation studies demonstrated
by prolongation of aPTT (38.1 s [normal values: 25.1-36.5 s]),
and decreased levels of factor XI (43.5% [70-130%]). Also
anticoagulation was disturbed with decreased levels of
antithrombin (51.5% [80-130%]) and protein C (59.7%
[60-150%]). On follow-up there was a normalization of the
aPTT (34.4s) and protein C (67.1%) in most patients. Factor
XI also improved significantly (55.6%) and there was a trend
toward improvement of antithrombin (59.6%).

Liver tests (AST and ALT) also improved significantly over
time. In infancy/childhood, transaminases were frequently
elevated several-fold (AST 84.9 IU/L [<37 IU/L], ALT 98/78
IU/L (<40 IU/L]). However, on follow-up they nearly normal-
ized (see Fig. 3). Creatine kinase was only intermittently
elevated. Cholesterol (total and high-density lipoprotein
[HDL]) and triglycerides were wusually (low)-normal.
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Cholesterol significantly increased over time but remained in
the normal range. Hypoglycemia was surprisingly common in
some patients, mostly in prepubertal age (13 patients, 17%).
However, at the group level, glycemia was not significantly
low. Missing data for lactate dehydrogenase (LDH), copper,
and ceruloplasmin precluded comprehensive analysis.

TSH was often elevated in childhood (13 patients, 17%).
However, on follow-up this significantly improved in 4
patients (1 treated, 3 untreated by elthyroxine). T4 levels were
mostly normal. Fifteen patients were on T4 supplements at
some stage during follow-up. In 6 patients this was started at
the age of 1, 1, 1, 13, 15, and 15 years. In only two patients,
supplements were stopped at the age of 14 and 20 years old.

IGF shows an age-related increase as can be expected. Due
to paucity of data we cannot comment on IGFBP3 levels and
ACTH. LH and FSH showed puberty-related changes.

The spaghetti plots on the individual patients for all the
above-mentioned variable can be found in online
supplement 3.

Correlations between clinical data and biochemistry

There was a significant correlation between the CDG severity
score (total score) and numerous coagulation variables such
as factor XI (R=-0.581, p<0.001, n=48), antithrombin
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Table 2 Biochemical measurements at the initial inclusion
and at the end of follow-up

Variable (nl Inclusion End of follow-up p value
values) (mean *stdev. (mean = stdev. [n])
[n])
INR (0.8-1.2) 1.07 £0.90 (37) 1.05 +0.09 (40) 0.538
aPTT 38.09 + 27.40 34.39+8.31 (44) %0.013
(25.1-36.55) (50)
Factor IX 72.05+1.00 (37) 82.84+23.11 (40) 0.153
(70-130%)
Factor XI 43.45 +1.00 (39) 55.63 +32.50 (42) 20.022
(70-130%)
Antithrombin Il 51.52 + 1.00 (46) 59.47 + 26.50 (43) 0.053
(80-130%)
Protein C 59.65+1.00 (45) 67.07 £25.26 (45) ?0.037
(60-150%)
Protein S 71.62 +30.00 71.95 + 19.66 (40) 0.549
(60-150%) (42)
AST (<37 IU/L) 84.78 + 12.00 39.15 + 19.09 (46) 9<0.001
(52)
ALT (<40 1U/L) 98.78 + 5.88 (50) 40.57 +30.27 (46) 9<0.001
Creatinine 130.75+19.00 122.10+£60.96 (29) 0.224
kinase (<1801U/ (27)
B)
Triglycerides 0.76+£0.25(33) 0.71+0.44 (36) 0.936
(<1.69 uM)
Total 3.31+1.19 (40) 3.46+0.71 (38) 20.005
cholesterol
(<4.92 uM)
HDL cholesterol  1.43+0.64 (11) 1.55+0.37 (16) 0.446
(>1.16 uM)
Glucose 456+1.00 (40) 4.71+1.03 (36) 0.116
(3.9-6.1 uM)
TSH (0.27-4.20 2.70+0.02 (54) 2.32+1.29 (41) 90.003
miU/L)
T4 (5.1-14.1 12.46+1.00 (53) 12.70+£3.13 (41) 0.550
Hg/dL)
IGF1 (age- 166.80 + 7.00 173.99 + 104.45 (25) 0.088
dependent, pg/  (24)
(B)
ACTH (10-60 24.26+10.80 (8) 33.06+26.67 (5) 0.593
ng/L)
Cortisol 163.57 +2.00 174.84 +133.48 (21) 0.148
(2.8-496 mM) (28)
LH (2.4-95/61U/ 12.15+0.00 (19) 22.66x 13.86 (19) 0.182
B
FSH (1.2-134.8 46.04+1.10 (19) 81.19+42.90 (20) 0.064

1U/L)

Bold type indicates a mean outside the normal range, ®statistically significant.

ACTH adrenocorticotropic hormone, ALT alanine transaminase, aPTT activated
partial thromboplastin time, AST aspartate transaminase, FSH follicle-stimulating
hormone, HDL high-density lipoprotein, /GF insulin-like growth factor, INR interna-
tional normalized ratio, LH luteinizing hormone TSH thyroid stimulating hormone.
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(R=-0.516, p<0.001, n=>55), protein C (R=-0.478, p<
0.001, n = 55). No other significant correlations were found.

DISCUSSION
Information on the natural history of PMM2-CDG is virtually
absent from the literature. With the exception of case reports
or small series, this is the first article documenting clinical
follow-up in a standardized fashion by using the validated
Nijmegen CDG severity score, which has low interobserver
variability.®

We showed that over a period of more than 7 years, there is
indeed very little change in the clinical condition. There is no
real progression or improvement of the disease as a whole.
However, there are improvements in communication, mobi-
lity, liver disease, strabismus, or eye movements while other
disease aspects deteriorate such as educational achievements
and endocrine abnormalities. These findings balance out
so that the total CDG severity score and even the three
subscores (i.e., the current function, system specific involve-
ment, and current clinical assessment) remain unchanged
over time.

This stable clinical state can only be interrupted by stroke-
like episodes. These were described in 7% of patients.
However, even after suffering a stroke-like episode, there
were no significant changes in CDG severity score. In
contradiction to previous publications, there were also adult
patients suffering from these stroke-like episodes (oldest at 24
years in current series). Mortality in PMM2-CDG has been
described in the multisystem (neurovisceral) form and occurs
mainly before the age of 4 years.” In our mainly older cohort,
there was only one demise on follow-up, due to multiorgan
failure. This indicates a favorable vital prognosis.

Regarding the biochemistry, we do see several variables
improving over time. To our knowledge, there has been only
one very small follow-up study on biochemical values in 25
patients.” In our cohort, we see the most striking changes in
serum  transaminases and  coagulation/anticoagulation
abnormalities.

With regard to liver involvement, hepatomegaly is the most
frequent clinical finding.” Biochemically, this has been
associated with elevated transaminases in a high proportion
of patients (12.5-100%) (refs. >'°"'?) more often than in the
neurological form.> Usually, the transaminases become more
elevated during viral infections. In our series, there was a
several-fold elevation of transaminases that normalized
mainly before the 2nd decade. This is consistent with the
findings reported in a smaller cohort.” Liver ultrasound can
demonstrate steatosis.'*”'® Liver biopsies have rarely been
performed. They mostly show liver steatosis'’ ™" and
lysosomal inclusions in the hepatocytes.” The mechanism
for the development of liver steatosis remains unknown.

Coagulation disorders and thrombosis are real concerns in
PMM2-CDG. These might require specific measures in case
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of surgery (plasma transfusion for coagulation disorders) or
when recovering from surgery (early mobilization and
adequate hydration to minimize risk for deep venous
thrombosis or abnormal clotting). Coagulation abnormalities
have been described in 344 PMM2-CDG patients so far. Both
procoagulant and anticoagulant factors are affected. Antith-
rombin deficiency was the most reported (160 patients)
followed closely by factor XI and protein C deficiency (128
and 123 patients respectively). Protein S and factor IX can
also be decreased (40 and 17 patients respectively). We show
for the first time that there is a gradual normalization of
aPTT, protein C, and a clear improvement in antithrombin
levels, and confirm the previously reported improvement in
factor XI.” This implies that the risk in adults could be less
than expected, however, parents and caregivers should be
educated on symptoms of thrombosis so they can be treated
quickly and appropriately. Careful follow-up of coagulation
and laboratory variables over several years is hence
informative.

Failure to thrive in the first year of life is a commonly
reported feature (141 individuals with PMM2-CDG). It is
mostly associated with other extraneurological symp-
toms.”' >89 In our series, there are decreased mean z-
scores for weight, height, and head circumference. Surpris-
ingly, there is no catch-up growth as is normally seen. It is
unclear whether this is a primary problem, or due to
insufficient caloric intake. Maybe aggressive nutritional
support early in life (circumventing issues with hypotonia
and oral muscle dysfunction) could make a difference.

In the clinical follow-up of PMM2-CDG patients with the
neurological type, one has to remain vigilant for the
appearance of other multisystemic features. We have shown
that 12% (9/75) can evolve over time from a neurological
form to the multisystem form or vice versa. Most like these
are not clearly delineated entities. Because of this overlap,
PMM2-CDG could present a clinical spectrum from asymp-
tomatic over isolated neurological involvement to hydrops
fetalis.”"
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Overall our study adds two new insights in PMM2-CDG.
First, clinicians making a new diagnosis of PMM2-CDG, or
following up patients with PMM2-CDG, can counsel the
parents that a stable clinical state can be expected in the age
range we studied (1 month to 40 years). They can also be
reassured that a lot of the biochemical abnormalities, more
specifically the coagulation and liver tests, will ameliorate if
current findings can be replicated in a prospective natural
history study.

Second, for the upcoming therapy trials in PMM2-CDG, it
is paramount to take into account the clinical condition of
patients, because on follow-up we see a spontaneous
improvement of biochemical variables. Therefore, future
nutritional therapeutic trials will ideally be double blind
randomized controlled trials.
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Résumé : L’objectif de ce travail de these était d’évaluer le role des N-glycosylations sur I’hémostase, a la fois sur les protéines de
la coagulation et sur I’endothélium. Le role des chaines glycanniques des protéines de I’hémostase a été€ principalement étudi¢ a ’aide
des méthodes de déglycosylation enzymatique et de mutagenése dirigée. Afin d’étudier le role des N-glycannes sur I’hémostase dans
un systeéme global, nous nous sommes intéressés aux déficits héréditaires de glycosylation (CDG). Les patients atteints de CDG
présentent fréquemment des anomalies de ’hémostase principalement caractérisées par des déficits en facteurs de la coagulation et
en inhibiteurs physiologiques. Ces anomalies de I’hémostase s’accompagnent de complications neurologiques aigues appelées stroke-
like (SL) dont le mécanisme physiopathologique n’est pas complétement élucidé. Afin d’évaluer de facon globale I’impact de
I’ensemble des anomalies rencontrées chez les patients sur la coagulation nous avons choisi d’utiliser le test de génération de
thrombine (TGT) en absence et en présence de thrombomoduline soluble (TMs) de mani¢re a mobiliser le systeme de la protéine C
(PC). Sur notre série de 35 patients atteints de CDG, les déficits en antithrombine et facteur XI sont les plus fréquents (71% et 57%
des patients respectivement), suivi des déficits en PC et protéine S (29% et 26% respectivement). Seulement 11% des patients
présentent un déficit en FIX. En 1’absence de TMs, le TGT révéle un profil hypercoagulant. Aprés addition de TMs on observe une
résistance a la mobilisation du systéme de la PC, ce qui renforce I’hypercoagulabilité observé sans TMs. Afin d’étudier les propriétés
de I’endothélium affecté par un défaut de glycosylation, nous avons également développé un modéle cellulaire inactivé pour PMM2
a partir d’une lignée endothéliale cérébrale hCMEC/D3. L’endothélium est doté de propriétés anticoagulantes en exprimant entre
autres les récepteurs impliqués dans 1’activation de la PC, la TM et I’endothelial protein C receptor (EPCR). Nous avons montré que
les cellules inactivées pour PMM?2 présentent un défaut d’activation de la PC dG a une diminution des transcrits des génes codant
pour la TM et I’EPCR et donc une diminution de I’expression de la TM et de I’EPCR concourant a une perte du potentiel anticoagulant
de I’endothélium. Par ailleurs nous avons mis en évidence une hyperperméabilité de la barriere endothéliale a 1’état basal en partie
expliquée par la perte d’intégrité des jonctions adhérentes. De plus, nous avons montré que la barriére formée par les cellules
inactivées pour PMM2 est plus sensible a un stimulus déstabilisateur comme la thrombine. En revanche les effets cytoprotecteurs de
la protéine C activée (PCA) sont conservés. La dysfonction endothéliale ainsi mise en évidence pourrait jouer un réle dans le
développement de ’hyperperméabilité rencontrée dans les épisodes de SL. De plus, malgré 1’absence de mise en évidence de
thrombus au cours des SL, I’hypothése de la formation de micro-thrombi et d’ischémie transitoire favorisés par les anomalies de la
coagulation observées chez les patients atteints de CDG ne peut étre exclue.

Title : Study of hemostasis and endothelium in congenital disorder of glycosylation (CDG)
Keywords : hemostasis, endothelium, glycosylation, CDG, thrombin generation assay

Abstract: The aim of this study was to evaluate the role of N-glycosylations on hemostasis, both on coagulation proteins and on the
endothelium. In order to study the role of glycans on hemostasis in a global system, we were interested in congenital disorder of
glycosylation (CDG). Patients with CDG have hemostasis abnormalities mainly characterized by deficiencies in coagulation factors
and physiological inhibitors. These abnormalities are accompanied by acute neurological complications called stroke-like (SL) whose
pathophysiological mechanism is not fully understood. In order to assess the overall impact of all the abnormalities encountered in
patients on coagulation, we used the thrombin generation assay (TGA) with or without soluble thrombomodulin (sTM) in order to
mobilize the protein C (PC) system. In our series of 35 patients with CDG, antithrombin and factor XI deficits are the most frequent
(71% and 57% of patients respectively), followed by PC and protein S deficits (29% and 26% respectively). Only 11% of patients
have a FIX deficiency. In the absence of sTM, the TGA revealed an hypercoagulant profile. After addition of sTM, resistance to the
mobilization of the PC system was observed, which reinforced the hypercoagulability state observed without sTM. In order to study
the properties of endothelium affected by glycosylation defect, we developed a PMM?2 knock-down (KD) endothelial model
hCMEC/D3. The endothelium has anticoagulant properties by expressing, the receptors involved in PC activation, TM and endothelial
protein C receptor (EPCR). We have shown that PMM2 KD cells have a lack of PC activation due to a decrease in transcripts of genes
encoding TM and EPCR and thus a decrease in TM and EPCR expression contributing to a loss of endothelium anticoagulant potential.
In addition, we have demonstrated a hyperpermeability of the endothelial barrier in the basal state, partly explained by the loss of
integrity of the adherens junctions. In addition, we have shown that the barrier formed by PMM2 KD cells is more sensitive to a
destabilizing stimulus such as thrombin. On the other hand, the cytoprotective effects of activated protein C (APC) are maintained.
The endothelial dysfunction that we have highlighted could play a role in the development of hyperpermeability encountered in SL
episodes. In addition, despite the absence of evidence of thrombus during SL, the hypothesis of the formation of microthrombi and
transient ischemia favoured by coagulation abnormalities observed in patients with CDG cannot be excluded.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France




	Résumé
	Table des matières
	Liste des abréviations
	Liste des figures
	Liste des tables
	Partie I - Introduction bibliographique
	1. Biosynthèse des glycoprotéines
	1.1 Principes généraux
	1.2 Rôles des chaînes glycanniques dans le développement
	1.2.1 Rôle des N-glycannes
	1.2.2 Rôle des O-glycannes de type mucine
	1.2.3 Rôle des glycosphingolipides


	2. Les défauts de glycosylation : congenital disorder of glycosylation (CDG) syndrome
	2.1 Définition et classification
	2.2 Epidémiologie
	2.3 Diagnostic
	2.3.1 Dépistage
	2.3.2 Confirmation
	2.3.3 Génétique

	2.4 Phénotype des CDG
	2.4.1 Phénotype général des CDG
	2.4.2 Phénotype du PMM2-CDG


	3. Anomalies de l’hémostase chez les patients atteints de CDG
	3.1 Rappels sur la physiologie de l’hémostase
	3.1.1 L’hémostase primaire
	3.1.2 La coagulation
	a) La cascade de la coagulation
	b) La régulation de la coagulation


	3.2 Le rôle des glycosylations dans l’hémostase primaire
	3.2.1 Le rôle des glycosylations sur le facteur von Willebrand
	3.2.2 Le rôle des glycosylations sur les glycoprotéines plaquettaires
	3.2.3 Les anomalies de l’hémostase primaire rencontrées dans les CDG

	3.3 Le rôle des glycosylations dans la coagulation
	3.3.1 Le rôle des glycosylations sur les protéines de la coagulation
	a) Le rôle des glycosylations sur les facteurs procoagulants
	b) Le rôle des glycosylations sur les inhibiteurs de la coagulation

	3.3.2 Les anomalies de la coagulation rencontrées dans les CDG
	3.3.3 Conséquences cliniques de la coagulopathie observée dans les CDG


	4. Étude du profil global de coagulation en test de génération de thrombine
	4.1 Exploration usuelle des coagulopathies au laboratoire
	4.2 Principe de la thrombinographie (ou test de génération de thrombine)
	4.3 Les applications du test de génération de thrombine


	Objectif I
	Article I : Étude du profil de coagulation des patients atteints de CDG par thrombinographie
	Partie II - Introduction bibliographique
	1. Le système de la protéine C
	1.1 La protéine C
	1.2 Les récepteurs du système de la protéine C
	1.3 L’activation de la protéine C

	2. Les effets anticoagulant et cellulaires de la protéine C activée
	2.1 L’activité anticoagulante de la protéine C activée
	2.2 Les effets cellulaires de la protéine C activée
	2.2.1 Les effets anti inflammatoires de la protéine C activée
	2.2.2 Les effets anti-apoptotiques de la protéine C activée
	2.2.3 Les effets stabilisateurs de barrière
	a) Rappels sur la physiologie des jonctions inter-cellulaires et la signalisation induite par des stimuli stabilisateur ou perturbateur
	b) Les effets stabilisateurs de barrière de la protéine C activée
	c) Le rôle des PAR’s sur la stabilisation de la perméabilité endothéliale



	3. Le rôle des glycosylations sur le système de la protéine C
	3.1 Les rôle des glycosylations sur les récepteurs du système de la protéine C
	3.2 Le rôle des glycosylations sur les effets cellulaires de la protéine C activée

	4. Évaluation thérapeutique de la protéine C activée

	Objectifs II
	Article II : Étude de l’endothélium et du système de la protéine C à l’aide d’un modèle de cellules endothéliales cérébrales inactivées pour la phosphomannomutase (PMM2)
	Discussion et perspectives
	Annexes
	Annexe I : Classification des CDG par localisation cellulaire : état des lieux en 2017
	Annexe II: Revue “International clinical guidelines for the management of phosphomannomutase 2-congenital disorders of glycosylation: Diagnosis, treatment and follow up”
	Annexe III: Article “A mutation in the gene coding for the sialic acid transporter SLC35A1 is required for platelet life span but not proplatelet formation”
	Annexe IV: Article “Long-term follow-up in PMM2-CDG: are we ready to start treatment trials?”

	Références bibliographiques


