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RIASSUNTO

Le distrofie muscolari sono un gruppo di malattlmicamente e genotipicamente eterogenee,
caratterizzate da debolezza muscolare progressiva.

Il quadro istopatologico e vario ed include formerdopatia lieve o forme di distrofia muscolare
severa con degenerazione, rigenerazione e sostiriibro-adiposa.

L’eziopatogenesi di molte distrofie muscolari calge alterazione degli elementi costituenti la
membrana basale e il citoscheletro della fibra mkase. Un ruolo prominente di stabilizzazione
della membrana é svolto dal complesso di glicomet@associate alla distrofina (DGC). Questo
complesso multimerico (DGC) e formato da distraofisarcoglicani, distrobrevine, sintrofine,
sarcospan, e distroglicano. Il distroglicano é gleoproteina, codificata da un unico gebAGL,

il cui prodotto viene post-traduzionalmente clivat@® subunitap-distroglicano e3-distroglicano.

Il distroglicano garantisce la connessione e Ihilitia tra gli elementi del citoscheletro e la niger
extracellulare ed & espresso in un'ampia variettesbuti, quali muscolo scheletrico e cardiaco,
sistema nervoso centrale e periferico ed epiteli.

L’ a-distroglicano € una proteina periferica di memhbraftamente glicosilata, che lega diverse
molecole (laminina, agrina, perlecani, neurexingli¢ani) e che interagisce intimamente con la
porzione extracellulare d@kdistroglicano. Quest’'ultimo e in grado di connedienel citoplasma
con la distrofina, la caveolina-3 e ancora altretgine coinvolte nella trasduzione del segnale. I
peso molecolare previsto pesddistroglicano € di circa 72 kDa, ma vi € una cetierogeneita in
questa misura, poiché ad esempio nel tessuto nawscdhk-distroglicano, a causa della
glicosilazione, presenta un peso molecolare appacdi56 kDa.

Mentre non si conoscono malattie neuromuscolanaate a mutazioni dirette del distroglicano, e

ormai evidente limportanza dei processi post-traoiali coinvolgenti tale proteina nella



patogenesi di molte distrofie muscolari. In partee la glicosilazione del-distroglicano ha una
funzione critica per il mantenimento dell’integrdalle proteine della matrice extracellulare.
Alterazioni di glicosilazione deli-distroglicano danno origine ad un gruppo di disgronuscolari
autosomiche recessive, definite come distroglicatiep

Le distroglicanopatie presentano forte eterogerfeitatipica: si passa dalle forme piu severe ad
esordio congenito come Walker-Warburg Syndrome (WWWhiscle-Eye-Brain (MEB), Fukuyama
congenital muscular dystrophy (FCMD), MDC1C, a ferpiu lievi come le distrofie muscolari dei
cingoli (LGMD). Geneticamente, le distroglicanopasiono causate da mutazioni in almeno 6 geni
fino ad oggi conosciutiPOMT1, POMT2, POMGNT1, Fukutin, LARGE, FKRP. Tutti codificano
per glicosiltransferasi putative o accertate.

Scopo del presente lavoro € la caratterizzazionendivasto gruppo di pazienti con distrofie
muscolari congenite e dei cingoli ad eziopatogersesinosciuta, nel tentativo di ampliare le
correlazioni tra il rapporto tra genotipo e fenotifed infatti una corretta diagnosi molecolare

rappresenta la base di ulteriori studi volti altdificazione di nuove strategie terapeutiche.

Criteri di selezione

Il gruppo di pazienti da analizzare e stato seletio dalla banca dati delle biopsie muscolari del
Centro delle Malattie Neuromuscolari, DipartimemtioNeuroscienze, Universita di Padova, che
comprende oltre 8000 campioni. | 234 pazienti dslloeening rispondono ad uno dei seguenti
criteri: a) presentano distrofia muscolare congeaitei cingoli ad eziologia sconosciuta, b) valori

di CK fluttuanti, debolezza durante stati febbriésponsivita agli steroidi.

Immunoistochimica
L'immunoistochimica é stata effettuata su 234 bi@pauscolari. Le sezioni di tessuto sono state
tagliate al criostato ed e stato utilizzato un@onfio diretto contro un epitopo deltdistroglicano

(IIH6C4 - Upstate Biotechnology).



Immunoblot
L'immunoblot e stato eseguito sui 94 campioni sl deficitari di o-distroglicano in
immunoistochimica. L’analisi ha evidenziato la fledecorrispondenza tra i dati di

immunoistochimica e di immunoblot.

Studio di mutazione

| pazienti analizzati sono stati 94, ed in questicsstate identificate 26 mutazioni patogenetiche
totali. Il 73% dei pazienti risultava possederaleficit parziale du-distroglicano, mentre il 27%
dei pazienti evidenziava un deficit totaleodilistroglicano (pattern immunoistochimico e di
immunoblot). Il dato finale che si ricava dalloditudi mutazione esprime un tasso di mutazione
pari al 28% (26 pazienti mutati su 94 pazienti deficit di a-distroglicano), che puo essere
suddiviso in a) 24% se si esamina il tasso di mom&zall'interno del gruppo di pazienti

parzialmente deficitari, o in b) 46% se si consadégruppo di pazienti totalmente deficitari.

Concludendo negli ultimi anni € diventato sempregiidente comed-distroglicano sia una
molecola chiave nel complesso di glicoproteine ess® alla distrofina (DGC), che permette la
connessione e garantisce la stabilita tra gli efgnakel citoscheletro e la matrice extracellulare.
Inoltre laO-glicosilazione delli-distroglicano € un processo altamente strategmmprendendo |l
guale sara possibile lo sviluppo di nuovi appraecapeutici. Infatti i processi post-traduzionddec
alterano la glicosilazione di questa proteina salfeobase della patogenesi di molte distrofie
muscolari ed in particolare delle distroglicanogali tasso di mutazione trovato nel gruppo di
pazienti con deficit dir-distroglicano e di circa il 26%, mentre sale @aill 50% nei pazienti con
deficit totale dia-distroglicano. Il presente lavoro conferma I'elevaterogeneita genotipica e

fenotipica caratteristica delle distroglicanopatieamplia lo spettro fenotipico ad esse legato.



SUMMARY

Muscular dystrophies are a group of diseases gpiwally and clinically heterogeneous,
characterized by progressive muscular weakness.

The histopathologic profile can vary from mild ®vsre myopathy, with degeneration, regeneration
and adipose-fiber substitution.

Muscular dystrophy etiopathogenesis involves bamahbrane elements and muscle fiber
cytoskeleton alterations. A prominent role is pthg the dystrophin glycoprotein complex
(DGC), which provides a strong stabilization linktleen the intracellular cytoskeleton and
extracellular matrix. The DGC is composed by dysitin, sarcoglycans, distrobrevins, sintrophins,
sarcospan and dystroglycan. Dystroglycan is a gisatein, encoded by one geDAG1, that is
post-translationally cleaved into 2 subunétsjystroglycan an@-dystroglycan. The dystroglycan
ensure connection and stability and is expressadange variety of tissue, including skeletal and
cardiac muscle, central and peripheral nervouesysissue and epithelia.

o-DG is a highly glycosylated peripheral membrarn&gin, which binds to several molecules
(laminin, agrin, perlecan, neurexin, biglycan) aigthtly interacts with the extracellular portion of
B-DG. B-DG has the ability to connect to the cytoplasnmomdin of dystrophin, to caveolin-3 and
other proteins implicated in signal trasductione finedicted molecular weight atdystroglycan is
about 72 kDa, but can vary due to glycosylatiorfabt a-dystroglycan has an apparent molecular
weight of 156 kDa in skeletal muscle.

So far no pathogenic mutations have been identifiegtnes encoding for dystroglycan. It is clear
that the pathogenesis of in muscular dystrophyliespost-translational processing events that are
important for the interaction of dystroglycan witk ligands. In particulam-dystroglycan

glycosylation has a critical role in maintainingagrity of extracellurar matrix proteins.



Alterations ina-dystroglycan glycosylation lead to a particulaogy of recessive autosomic
muscular dystrophy called dystroglycanopathies.

The dystroglycanopathies show strong phenotypierbgeneity: in fact at the most severe end of
the clinical spectrum are Walker-Warburg SyndrokV&\(S), Muscle-Eye-Brain (MEB),
Fukuyama congenital muscular dystrophy (FCMD), M@CALt the mild end there is Limb-Girdle
muscular dystrophy (LGMD). Genetically, dystroglgopathies are caused by mutations in 6
known genesPOMT1, POMT2, POMGNT1, Fukutin, LARGE, FKRP. All these genes encode for
putative or known glycosyltransferases.

This present work intends to characterize a largagof patients affected by congenital or limb-
girdle muscular dystrophy with unknown etiopathaggs, trying to extend genotype and
phenotype correlations. In fact a precise moleatiagnosis will provide an essential basis for

further studies leading to identification of nevetapeutic strategies.

Selection criteria

Patient groups are sorted from the muscular bidpsgbase “Centro delle Malattie
Neuromuscolari”’, Department of Neuroscience, Ursitgrof Padova, which comprises over 8000
samples. In order to be selected, each patient mest one of these criteria: a) be affected by
congenital muscular dystrophy or limb-girdle muscuystrophy with unknown etiopathogenesis,
b) have floating CK values, weakness during fevesteroid responsiveness. 234 patients were

selected for screening.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on 234 musditgssies. Cryosections were incubated with

an antibody directed to tleedystroglycan epitope (IIH6C4 - Upstate Biotechmyylp

Immunoblot



Immunoblot was performed on 94 samples, with redecdystroglycan glycosylation in
immunohistochemistry. The analysis shows exact m@rge between immunohistochemistry and

immunoblot data.

Mutation analysis

Of 94 analyzed patients, 26 were idenfied as hapaigogenic mutations. 73% of patients showed
reducedn-dystroglycan glycosylation, while 27% of patieetdibited total absence af
dystroglycan glycosylation (in immunohistochemisand immunoblot). The data set obtained by
mutation analysis lead to a general mutation rag88&o (26 patients out of 94 patients with
dystroglycan deficit) and can be subdivided as48p & mutation rate is examined inside partially

deficit patient group, or in b) 46% if mutationeas considered inside totally deficit patient gyou

In conclusion, in the last few years it has beconoee and more evident thatdystroglycan play a
pivotal role in the dystrophin glycoprotein compl®GC), permitting connection and assuring
stability between the intracellular cytoskeletowl @xtracellular matrix. Moreover a better
understanding ofi-dystroglycanO-glycosylation could lead to the development of rnibarapeutic
approaches. In fact, post-translational processssatter dystroglycan glycosylation are the basis
of muscular dystrophy pathogenesis, principallytiaygycanopathy. The mutation rate found in
our patients (witha-dystroglycan deficit) is about 26%, which an irende of 50% in patients with
total absence ad-dystroglycan. This work confirms high genotypidgrhenotypic heterogeneity

of dystroglycanopathy and the wide phenotypic spectrelated to these disorders.



INTRODUZIONE

Le distrofie muscolari sono un gruppo di malattimicamente e genotipicamente eterogenee,
caratterizzate da debolezza muscolare progressiva.

Il quadro istopatologico e vario ed include formerdopatia lieve o forme di distrofia muscolare
severa con degenerazione, rigenerazione e sostiriibro-adiposa.

L’eziopatogenesi di molte distrofie muscolari catge I'alterazione degli elementi costituenti la
membrana basale e il citoscheletro della fibra mlase. Una funzione prominente in questo senso
e svolta dal complesso multimerico DGC (dystropdmseciated glycoprotein complex), tra cui si
ritrova il distroglicano, che numerose evidenzeaigpentali indicano agire come stabilizzatore della
membrana durante la contrazione muscolare, in ndadoonnettere la matrice extracellulare con il
citoscheletro. Questo complesso multimerico e feonta distrofina, sarcoglicani, distrobrevine,
sintrofine, sarcospan, e distroglicano (Endo e2803, Barresi et al., 2005) (Fig. n°1).

Il distroglicano & una glicoproteina, codificata uwta unico gendAGL, il cui prodotto viene post-
traduzionalmente clivato in 2 subunitadistroglicano 3-distroglicano. Il distroglicano garantisce
la connessione e la stabilita tra gli elementi débscheletro e la matrice extracellulare ed é
espresso in un’ampia varieta di tessuti, quali migsscheletrico e cardiaco, sistema nervoso
centrale e periferico ed epiteli (Sciandra et2003).

L’ a-distroglicano € una proteina periferica di memhbraftamente glicosilata, che lega diverse
molecole (laminina, agrina, perlecani, neurexinglidani) e che interagisce intimamente con la
porzione extracellulare d@kdistroglicano. Quest’'ultimo e in grado di connedienel citoplasma
con la distrofina, la caveolina-3 e ancora altretgine coinvolte nella trasduzione del segnale. Il
peso molecolare previsto pesddistroglicano € di circa 72 kDa, ma vi € una ceterogeneita in
guesta misura, poiché ad esempio nel tessuto nawmecdl-distroglicano, a causa della

glicosilazione, presenta un peso molecolare appaBri56 kDa (Barresi et al., 2005).



Mentre non si conoscono malattie neuromuscolanaate a mutazioni dirette del distroglicano, e
ormai evidente limportanza dei processi post-traoiali coinvolgenti tale proteina nella
patogenesi di molte distrofie muscolari. In partce la glicosilazione del-distroglicano ha una
funzione critica per il mantenimento dell'integrdalle proteine della lamina basale.

Alterazioni di glicosilazione deli-distroglicano danno origine ad un gruppo di disgronuscolari
autosomiche recessive, definite come distroglicatiep

Le distroglicanopatie presentano forte eterogerfeitatipica: si passa dalle forme piu severe ad
esordio congenito come Walker-Warburg Syndrome (WW,Whiscle-Eye-Brain (MEB), Fukuyama
Congenital Muscular Dystrophy (FCMD), Congenital $dular Dystrophy type 1C (MDC1C), a
forme piu lievi come Limb-Girdle Muscular DystrophfLGMD). Geneticamente, le
distroglicanopatie sono causate da mutazioni ineabm6é geni fino ad oggi conosciuROMT]1,
POMTZ2, POMGNT1, fukutin, LARGE, FKRP. Tutti codificano per glicosiltransferasi putatige

accertate (Godfrey et al. 2007).

Il distroglicano e il complesso multimerico DGC (dgtrophin-associated glycoprotein complex)

Il distroglicano & una glicoproteina espressa intimessuti, tra cui epitelio, sistema nervoso e
muscolo cardiaco, e naturalmente nel muscolo stlwgleQuindi, oltre ad avere un fondamentale
ruolo nel mantenimento e nella formazione del mlgscla sua presenza risulta indispensabile
anche in altri distretti dellorganismo. E costituida un complesso di 2 subunitd, e
distroglicano ed ha la funzione principe di coni@ss tra citoscheletro e matrice extracellulare,
con l'a-distroglicano che fa da ponte tra la laminina aldédlmina basale e con Bkdistroglicano
(proteina transmembrana) che lega la distrofinaciescheletro (Ervasti et al., 1993; Bowe et al.,
1994; Peng et al., 1998).

In letteratura state trovate diverse mutazioni acocadi vari componenti del complesso del

distroglicano, ma non sono attualmente riportatéaziani coinvolgenti il gene del distroglicano.



Infatti esperimenti condotti su modelli animali nanevidenziato come il topo knockout @E2AG1

arresti il suo sviluppo ai primi stadi embrionaNifliamson et al., 1997).

Il complesso multimerico DGC (Fig. n° 2) (dystroptaissociated glycoprotein complex) e formato

da diverse proteine (Ohlendieck et al., 1993, deosbal., 1997, Blake 2002, Banks et al., 2003):

a)

b)

d)

f)

distrofina - connessa intracellularmente [&Histroglicano, alla ossido nitrico sintetasi
(nNOS) e all'actina F del citoscheletro - la cusesza o riduzione e implicata nella distrofia
muscolare di Duchenne o di Becker;

sarcoglicani - ossia-sarcoglicanof-sarcoglicanoy-sarcoglicanod-sarcoglicano, associati
anche alla distrofina formano a loro volta un coespb multimerico - sono imputati nelle
sarcoglicanopatie;

distrobrevine - proteine omologhe alla distrofican cui interagiscono - suddivise
distrobrevina, di cui si conoscono 5 isoforme3-glistrobrevina, espressa in tessuti non
muscolari;

sintrofine - anch’esse associate alla distrofinalle distrobrevine - espresse in periodi
specifici dello sviluppo e non sempre in tuttoatelemma;

sarcospan - che si lega strettamente al complesissagcoglicani - formato da 4 eliche
transmembrana;

distroglicano, che costituisce il nucleo del corspte

a e distroglicano

Il distroglicano e un propeptide di 895 aminoagklg. 3), codificato da un unico gernm@AG1) che

viene rapidamente separato in 2 subumig. Il taglio post-traduzionale del precursore aneial

residuo Ser 654 (Ibraghimov-Beskrovnaya et al. 1992i-distroglicano € una proteina

extracellulare, a cui si legano numerose altre ooddeextracellulari, quali laminina (nella lamina



basale), agrina e perlecano nel muscolo (2 pratargleparan-solfati), biglicano nella matrice
extracellulare (un proteoglicano condroitin-soljataneurexina nel cervello. E una proteina
altamente glicosilata, la cui forma ricorda un ntainy che puo essere strutturalmente suddivisa in
3 porzioni: il dominio N-terminale e il dominio @#minale - entrambi a struttura globulare - e un
dominio centrale mucinico (mucin-like domain). Unazione fondamentale e svolta da
guest’ultimo dominio (ricco in prolina, serina ednina), a cui si legano le catene
oligosaccaridiche, che a loro volta mediano i legamn le molecole extracellulari sopra ricordate.
Recentemente inoltre e stato evidenziato come ahdbeninio N-terminale, benché sia escisso
nella proteina matura, sia comungue indispensakeilél riconoscimento da parte di LARGE
(glicosiltransferasi putativa) del distroglicanam® substrato. |l dominio C-terminale € invece unito
non covalentemente Bldistroglicano grazie ad una porzione di 36 amiradtamente conservati
(Chiba et al. 1997, Sciandra et. al., 2001, Botzai.e2001, Kanagawa et al. 2004).

L’atteso peso molecolare deifFdistroglicano si aggira attorno a 72 kDa e in inmaliot si ha un
peso variabile da 156 kDa nel muscolo scheletact0 nel cuore a 120 kDa nel cervello e nervo
periferico (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992méala et al., 1994, Leschziner et al., 2000).
Questa alta variabilita della massa molecolaré alistroglicano risulta probabilmente una
conseguenza della diver€aglicosilazione nel dominio mucinico dei tessutisietrico, cardiaco e
cerebrale, oltre che conseguenza della specidafdsé di sviluppo dell’organismo (Ervasti et al.,
1991, Sasaki et al., 1998).

Oltre alla mera funzione strutturale, si e inotisservato chedi-distroglicano possiede un ruolo
come recettore cellulare ed infatti puo agire coevettore comune per virus e batteri (come
Arenavirus eMlycobacteriumleprae), solo pero se la proteina nativa si conservderata. Al
contrario, la proteina ricombinante non ha la stegsvita, poiché non € mantenuta la naturale
glicosilazione delkx-distroglicano (Cao et al., 1998, Rambukkana etLa98).

In pit € associato alla progressione di tumorieiii (prostata e seno), dove il gebAG1 e

normalmente espresso, ma la glicosilazione alallstroglicano e ridotta e correla con un piu alto



grado di malignita. E evidente che la perturbazidelto stretto legame formato dal distroglicano e

la matrice cellulare non solo facilita I'azione ldatellule tumorali, ma concorre anche allo sviloipp

di severe malattie congenite, quali le distrofiespalari (Henry et al., 2001, Muschler et al., 2000,

Sgambato et al., 2003).

Il B-distroglicano e una proteina transmembrana coa pedecolare di 43 kDa che si lega

intracellularmente, grazie ai numerosi residui ipioi che facilitano I'interazione proteina-protain

a (Henry et al., 1999, Banks et al., 2003, Haya6bi):

a)
b)
c)

d)

f)

distrofina, la quale a sua volta si connette alscheletro per mezzo dell’actina;

utrofina, proteina omologa della distrofina, neisigti non muscolari;

rapsina, una proteina post-sinaptica deputatastillalizzazione e promozione dei clusters
di AChR;

a-distrobrevina, che contiene una dominio EF-hatrdftsrra ritrovata in una grande
famiglia di proteine che legano il calcio;

caveolina-3, proteina localizzata nel muscolo ah#&ribuisce alla formazione delle
caveolae, microscopiche strutture la cui funziotegata al trasporto attraverso la
membrana cellulare di sostanze necessarie petaboismo della cellula;

Grb2, una proteina coinvolta sia nella comunicazicellulare che nella trasduzione del

segnale.

A livello di membrana, iB-distroglicano si connette con il suo unico domimansmembrana con i

sarcoglicani, mentre extracellularmente si conradtta-distroglicano. La sua coda C-terminale

ricca in prolina contiene un motivo PPXY (prolin@lina X tirosina) che si lega a un dominio

contenente triptofano (WW domain) presente nebtralfiina, stabilizzata da 2 domini EF-hamd

leganti il calcio. Inoltre iB-distroglicano sembra essere coinvolto nella trasche del segnale a

causa della presenza nella sequenza aminoacidicpatenziali domini non catalitici SH2 e SH3, il

primo implicato nella trasformazione cellulare danaormale trasduzione del segnale (si lega a



polipeptidi con gruppi tirosinici fosforilati), Becondo modula invece le interazioni tra citosdhele

e membrana (Kock et al., 1991, Jung et al. 1998e3eet al., 2000, Sotgia et al., 2001).

Glicosilazionedell’alfa-distroglicano

La maggior parte delle proteine degli esseri viveohtiene catene glucidiche, biosegnali
fondamentali per la comunicazione intra ed extiatzek, per il targeting citoplasmatico di proteine
e per il ripiegamento dei peptidi. E evidente cajueste porzioni glucidiche risultino di
conseguenza coinvolte in numerosi processi cellame possono essere la differenziazione
cellulare, lo sviluppo, ecc. Per gestire la glita@bne delle proteine, la cellula si appoggiaadia
controllo dell’espressione delle glicosiltransfef@$ enzimi direttamente coinvolti nel montaggio
dei residui glucidici) che dei loro substrati sfiieci Tra i glucidi osservati nelle glicoproteine s
annoverano diverse specie chimiche come il glugdsialattosio, il mannosio, il fucosio, I'acido
sialico, la glucosammina, la galattosiammina, eillesio (Endo et al., 2003).

Per semplicita si possono suddividere le catengdjtihe legate alle proteine in 2 grandi
raggruppamenti:

a) N-glicani, catene glucidiche connesse al gruppo tiéll'aminoacido asparagina. D
glicosilazione (nome del processo attraverso ilejgalegano questo tipo di zuccheri) inizia
nel reticolo endoplasmatico rugoso ed ha come gkosana nuova catena peptidica in
corso di traduzione. Il legame riguardg-#cetil glucosamina (GIuUNAc), con lo zucchero in
configurazioneB, e il corretto sito per questo legame é segnalatona serina o una
treonina di un aminoacido a valle rispetto all'aagaa del legame glicosidico. La prima
fase consiste nel montaggio di una catena di 1dhanc(9 di mannosio, 3 di glucosio e 2 di
N-acetilglucosammina) sulla proteina (gli oligosaatissono assemblati a partire da singoli
carboidrati). In un secondo tempo la catena dikzec@ trasferita sulla proteina dall’enzima

glicosiltransferasi, grazie al trasportatore ddbdosfato. Infine la proteina viene



completata nell'apparato di Golgi dove viene riceriata e modificata, con aggiunte o
rimozioni di singoli zuccheri o di catene glucidéchiu lunghe, in base alla futura funzione
(Muntoni et al., 2004);

b) O-glicani, catene glucidiche connesse a residulrmissilisina, idrossiprolina, serina o
treonina. LaD-glicosilaziong(lhome del processo attraverso il quale si legamstguipo di
zuccheri) € un processo altamente specifico,fardiiza dellaN-glicosilazione, e non
prevede I'aggiunta in stretta e definita sequenzaatheri alla proteina in processazione. Il
legame riguardaNl-acetil galattosamina (GalNAc), che é attaccatr@bpo idrossilico
degli aminoacidi sopra menzionati, ed avviene cetaphente nell’apparato di Golgi con lo
zucchero in configurazioree (Peter-Katalint, 2003, Barresi et al., 2005).

Tra i processi dO-glicosilazione si ritrovano |1®-fucosilazione, la&D-mannosilazione, |®-
glucosilazione e altri ancora. Gxmannosilazione € un raro processo post-trascaiorhe
coinvolge direttamente la glicosilazione del digticano. Inizialmente |®-mannosilazione era
stata limitata ai lieviti e ad alcuni funghi. Sqdm recentemente si € scoperta la sua importanza
anche tra i mammiferi, relativamente ad alcuneginetdel muscolo scheletrico, del cervello e dei
nervi. Una fondamentale protei@amannosilata e ¢i-distroglicano, il cui dominio mucinico viene
aggiunto di diversi residui glucidici terminantircéucosio o acido sialico (Fig. n°4). La struttura
glucidica piu presente e caratterizzata di quesidui € un tetrasaccaride (Neus®e-3Gap1-
4GIcNAB1-2Maro-Ser/Thr, descritto nei mammiferi solo saldistroglicano), che possiede un
ruolo fondamentale nel gestire l'interazione cofahainina. Esistono comunque diverse varianti
strutturali del tetrasaccaride sopra descritto.-tlistroglicano € provvisto, oltre che delle catdne
mannosio sopra citate, anche della piu conhaeetilgalattosamina (G3l-3GalNA@-Ser/Thr)

(Endo 2005, Sciandra et al., 2007).



Meccanismomolecolaredelle a-distroglicanopatie

Le a-distroglicanopatie sono un gruppo eterogeneocagmente e geneticamente di distrofie
muscolari autosomiche recessive, definite da rdothssente glicosilazione daHldistroglicano.
Cosi nominate per la prima volta nel lavoro di T¢Oada et al. 2003) sono caratterizzate da
enzimi, la cui funzione di glicosilazione a livelliel substrato risulta alterata, in grado di
modificare direttamente o indirettamente le catdimaannosio delti-distroglicano.
L’ipoglicosilazione del distroglicano comporta nssariamente delle notevoli trasformazioni a
livello del complesso multimerico DGC. Queste mmdizioni danno come risultato a livello
molecolare una minore affinita con i suoi natuligindi (laminina, argina, ecc.), e di conseguenza
una minore stabilita dell'intera struttura di coasiene tra citoscheletro e lamina basale.

La destabilizzazione di questa fondamentale stattausa I'ingresso degli ioni Eael

mioplasma, che a loro volta innescano una caseattiva che conduce alla necrosi cellulare
(Ohlendieck et al., 1993, Ohlendieck, 1996).

Fenotipicamente le alterazioni si manifestano aomampio range di segni clinici, passando da
forme relativamente miti senza coinvolgimento ditde cervello, LGMD, a forme piu severe
come WWS, MEB, FCMD (Godfrey et al. 2007).

La corretta glicosilazione del distroglicano tragnibiscata enzimatica e la specifica funzione delle
sue catene glucidiche nelle interazioni con i ldjaono ancora oggi oggetto di intenso studio.
L’aberrante glicosilazione del distroglicano dovatdifetti genetici nei geni codificanti per
glicosiltransferasi puo comportare difetti musciodeanomalie cerebrali. Si & a conoscenza che le
glicosiltransferasi, coinvolte nell'aggiunta diies glucidici sull'a-distroglicano, che agiscono
tramiteO-mannosilazione e di cui si conoscono i substsato 3: POMT1, POMT2, POMGnNT1.
Questi enzimi presenti nel reticolo endoplasmadmoo stati caratterizzati molecolarmente e
biochimicamente (Yoshida et al., 2001, Manya et24l03, Akasaka-Manya et al., 2004). Esistono
poi altre 3 glicosiltransferasi putative, i cui geonofukutin, FKRP, LARGE. Gli enzimi fukutin,

FKRP, LARGE sono stati scoperti per omologia diuggga, ma attualmente mancano conoscenze



approfondite circa il o i loro substrati molecoléde Paula et al., 2003, Brown et al., 2004,

Brockington et al., 2005, Xiong et al., 2006).

| 6 geni coinvolti nellea-distroglicanopatie

Le mutazioni nei 6 geni oggi conoscilB@MT1, POMT2, POMGNT1, fukutin, LARGE, FKRP)
danno origine a varie forme di distrofie muscotigi cingoli e a varie forme di distrofie muscolari
congenite. Nella prima letteratura si riteneva lehmutazioni in ogni singolo gene fossero connesse
ad un determinato fenotipo clinico. Piu recentermaint capito che le mutazioni in quasi tutti
guesti geni generano fenotipi che si sovrappondacibmente, sia per quanto concerne la loro
severita clinica che il loro quadro clinico (Mar2005).

I genePOMT1 (proteinO-mannosyltransferase 1) é responsabile di diveedattie, in particolare
mutazioni nella sua sequenza nucleotidica originAves, MEB, FCMD, CMD e LGMD. Anche i
geni mutatiPOMT2, FKRP, POMGNT1 presentano la stessa eterogenicita clinica evidienda
POMT1, essendo coinvolti nelle varie distrofie muscolaprs ricordate (WWS, MEB, FCMD,
CMD e LGMD). Diversamente il gerfakutin sembra dare luogo solo ai fenotipi WWS, FCMD e

LGMD2L e il geneLARGE a WWS e MDC1C (Barresi et al., 2005, Godfrey gt2007).

Distrofie muscolari congenite

Gia dall'inizio del ventesimo secolo sono statiat#s casi di miopatia congenita, ma a causa della
carenza delle indagini anatomo-patologiche. Sold &7 Banker e colleghi descrissero 2 casi
affetti da distrofia muscolare congenita con antipagsi, avvalendosi di idonee indagini anatomo-
patologiche che rivelavano degenerazione delle fibuscolari, variabilita della dimensione delle
fibre, fibrosi e sostituzione adiposa, mentresteana nervoso centrale e periferico erano intatti

(Banker et al., 1957).



Le distrofie muscolari congenismnoun gruppo di malattie autosomiche recessive clmaate
eterogenee, caratterizzate da debolezza muscdffureag spesso simmetrica e prevalentemente
prossimale con vari gradi di severita. L’evoluziagneariabile, cosi come I'interessamento
dell’apparato respiratorio del cuore. Spesso ptaserritardo mentale e difetti dell’'anatomia
cerebrale e dell'occhio. Esordiscono solitamenteoal primo anno di vita e sono relativamente
frequenti nella popolazione (Miyagoe-Suzuki e8I00). Tra le distrofie muscolari congenite
ritroviamoFCMD (Fukuyama congenital muscular dystrophy), MgRIscle-eye-brain disease) e
WWS (Walker-Warburg Syndrome).

WWS é una distrofia che condivide con FCMD e MEBforenazioni cerebrali e oculari, a causa
di un difetto nella migrazione neuronale. | genitatiworiginariamente in associazione con WWS
eranoPOMT1 e POMTZ2, i cui prodotti enzimatici formano un eterodimefwe catalizza |&©-
mannosilazione delli-distroglicano (de Berbabé et al. 2002).

MEB e una malattia che rispecchia fortemente lattenistiche di WWS, benché MEB sembri
essere la piu letale, poiché i pazienti affetti saperano i 3 anni di vita. Fu originariamente
descritta in una popolazione fillandese in assommEzcon mutazioni del gemOMGNTL, il cui
prodotto & un enzima coinvolto nel trasferimentdldicetilglucosamina sul residuo di mannosio
tramiteO-mannosilazione delli-distroglicano (Yoshida et al., 2001).

FCMD simile fenotipicamente a WWS e MEB, é previdamente comune in Giappone (€ la
seconda distrofia muscolare piu frequente dopaéskaadia muscolare di Duchenne), paese nel quale
e stato evidenziato I'effetto fondatore. FCMD észta dalla destabilizzazione prodotta
dall'inserzione di un retrotrasposone nella regi8heon tradotta del gedieCMD, che non puo

originare la glicosiltransferasi putativa FKNT (Kafashi et al., 1998).

Distrofie muscolari dei cingoli



Benché gia individuate alla fine del diciannovessegolo, le distrofie muscolari dei cingoli sono
state classificate provvisoriamente solo nel 1gbando Walton e Nattrass coniarono il termine di
“distrofia muscolare dei Cingoli” (LGMD) per defi@ pazienti con debolezza muscolare e atrofia
dei muscoli prossimali del cingolo scapolare e gelvsenza coinvolgimento della muscolatura
facciale e con progressione moderatamente rap@gpresentavano esordio tardivo della malattia
(Walton et al., 1954). La difficolta di una clags#zione univoca di distrofia dei cingoli e present
sia nel passato, dove ci avvaleva solo di indaiatomo-patologiche, che ai giorni nostri, dove
I'eterogeneita della malattia, che include formesadrdio al cingolo scapolare o pelvico,
progressione rapida e lenta, & evidente anchelkboligenetico (Bushby et al, 1995; Bushby, 1996).
Le distrofie muscolari dei cingoli (LGMD) sono umpio gruppo di distrofie muscolari
caratterizzate da debolezza muscolare con diveksait clinica e sono accomunate da un
interessamento prevalente dei muscoli del cingeleigo e scapolare. L’evoluzione é piuttosto
variabile, passando da forme con inizio nell'infaredecorso rapidamente progressivo fino a
forme pit miti dell’eta adulta, con andamento lemtate progressivo nel corso di molti anni. Sono
causate da anomalie genetiche che non permett@uorktta codifica di proteine essenziali per la
contrazione muscolare. In letteratura sono presenforme autosomico dominanti (LGMD tipo 1)
che autosomico recessive (LGMD tipo 2) (Hewittlet2003). Si conoscono ben 19 forme di
LGMD e non e facile distinguere i vari sottotipnche perché i geni che codificano per i vari
componenti del DGC appartengono a classi differf@shby 1999, Lo et al., 2008). Infatti la
diagnosi € una sintesi tra i dati di laboratormartiunoistochimica, immunoblot, analisi di
mutazione) e i dati clinici.

Tra le recessive € presente la forma mite LGMD&lsata da mutazioni nel gelRERP e quindi
ricollegabile a un deficit nella glicosiltransferasitativa FKRP (Fukutin-related protein), che
sembra portare ad una diminuzione della glicositazidello-distroglicano. E interessante notare
come il gend-KRP sia anche responsabile per la forma allelica MDGi@ distrofia muscolare

congenita severa, con insorgenza subito dopo lEtaagpotonia, debolezza muscolare incapacita di



deambulazione. Inoltre la LGMD2I € anche una vaeatelica delle MEB e WWS, distrofie
congenite sopra ricordate (de Bernabé et al, 2@D3@sto esempio mostra come i geni codificanti
per le distrofie muscolari qui in esame diano oréga fenotipi differenti, sia miti che severi,
diversamente da quanto riportato in letteraturgoneni lavori (Brockington et al., 2001, Balci et

al., 2005, Godfrey et al., 2006). La LGMD?2I e unalattia caratterizzata da ipotonia ad insorgenza
nella prima infanzia. Talvolta c’é ipertrofia delambe e della lingua, cardiomiopatia e perdita
della deambulazione in giovane eta. In comune c®CHNC, si evidenzia nei pazienti intelligenza e
RMN del cervello normale (de Paula et al., 2008m§re il gruppo di Muntoni ha identificato una
mutazione ricorrente nel geR&RP, la mutazione missenso C826A: risulta pero degno d
attenzione il fatto che pazienti omozigoti per daesriazione possiedono un fenotipo pitu mite
rispetto a pazienti eterozigoti per la stessa zaiee che manifestano un fenotipo piu severo
(Brockington et al., 2001). Anche altre forme resves di LGMD vedono I'esistenza di un deficit di
a-distroglicano. Ad esempio LGMD2K, € dovuta ad amio genetico riconducibile alla
glicosiltransferasi; invece LGMD2L sembra dovuta g@lutativa glicosiltransferasi FKNT che
mappa anch’essa sul cromosoma 9 (9931-933); LGMB2idusata da difetti genetici ascrivibili
alla glicosiltransferasi POMGnNTL1 (protédxmannose-betal,2-N-acetylglucosaminyltransferase 1)
che mappa sul cromosoma 1 (1p34.1); infine LGMD2kedninata da anomalie genetiche nella
glicosiltransferasi POMT?2 (protei@-mannosyltransferase 2) che mappa sul cromosoma 14

(14924).

Nuovi approcci terapeutici
Attualmente non esistono terapie in grado di cuoaserestare I'evoluzione delle distroglicanopatie,
nonostante i vari approcci tentati. Oggi la curezjade dei sintomi € ancora l'unica terapia

realizzabile dal punto di vista pratico (terapmtematica).



Tra i vari metodi sperimentati, un’interessanteiope terapeutica prevede il ripristino del
complesso multimerico del distroglicano modulanidedr-espressione delle glicosiltransferasi
coinvolte nella glicosilazione dedi-distroglicano. Per esempio I'over-espressioneadalitativa
glisosiltransferasi Large nel modello murino Ldteermette la sintesi di-distroglicano
altamente glicosilato, che migliora I'aspetto d@dmidel fenotipo distrofico. Anche l'over-
espressione diARGE in mioblasti e fibroblasti di pazienti affetti #WS, MEB e FCMD puo
ripristinare la funzionalita delli-distroglicano, facilitando le connesione con iidigandi. Questo
effetto e specifico pdrtARGE, infatti I'over-espressione ¢HOMGNTL1 in cellule “FCMD” non ha lo
stesso esito (Barresi et al., 2004).

E stato inoltre dimostrato che LARGE?2 (LARGE-relatiGYLTL1B), paralogo di LARGE, & in
grado di stimolare l'iperglicosilazione delfFdistroglicano piu efficacemente di LARGE,
rendendolo quindi un potenziale candidato per nuerapie e dimostrando I'alta flessibilita delle
vie di glicosilazione delti-distroglicano (Brockington et al., 2005, Fujimtaal., 2005).

| buoni risultati ottenuti tramite terapia geniearaodelli animali e in vitro fanno sperare per una

futura cura definitiva delle distrofie muscolareditarie.



SCOPO

| lavori presenti in letteratura mostrano comeiidtipo clinico delle malattie associate alle
mutazioni nei 6 geni conosciuPQMT1, POMT2, POMGNT1, fukutin, LARGE, FKRP) coinvolti

nella glicosilazione delii-distroglicano sia piuttosto esteso, diversameatgunto sospettato nel
passato. Il tentativo di espandere questa conoaa@maserisce quindi nell’ambito di un processo
piu ampio destinato a caratterizzare il rapporteogjpo/fenotipo nelle distrofie muscolari dei

cingoli e nelle distrofie muscolari congenite. Lasbmetodologiche da cui partire prevedono lo
studio immunoistochimico e di immunoblot sul’ampeid eterogenea popolazione di pazienti affetti
da distrofia muscolare congenita o distrofia mus@blei cingoli ad eziologia sconosciuta, oppure
con sofferenza miopatica, selezionati dalla Baratadtlle biopsie muscolari del Centro delle
Malattie Neuromuscolari di Padova (comprende @@@0 campioni). Questo studio permette la
valutazione dell’alterazione della glicosilazioredld:-distroglicano e di conseguenza analizza il
grado di questa alterazione, che puo originare aazioni nei geni coinvolti nella glicosilazione.

Si affianca a questo compito I'analisi di mutazialee 6 geni sopra ricordati, volta a caratterizzare
genotipicamente quei campioni risultati interesisa@lt primo screening. Approfondire e espandere
il rapporto genotipo/fenotipo ammette la possiaiti effettuare una precisa diagnosi molecolare in
pazienti non sempre facilmente caratterizzabikeemette di offrire una consulenza genetica
adeguata, e se richiesta, la diagnosi prenatadaatiiglie degli affetti. Ancora, se si rivolge lo
sguardo al futuro, sara possibile selezionare pam®ienti, in base alle loro rilevanze genetiche, cu

saranno di beneficio trattamenti medici specifioi &rapia genica.



MATERIALI E METODI

Il gruppo di pazienti da analizzare e stato selegtio dalla Banca dati delle biopsie muscolari del
Centro delle Malattie Neuromuscolari, DipartimedidNeuroscienze, Universita degli Studi di
Padova, che comprende oltre 8000 campioni. | pazrestusi nello screening rispondono ad uno
dei seguenti criteri: a) presentano distrofia miggeocongenita o distrofia muscolare dei cingoli ad
eziologia sconosciuta, b) sono affetti da soffesemzopatica con valori di CK fluttuanti, debolezza
durante stati febbrili e responsivita agli sterofflilla base di questi criteri sono stati selezid2@4
pazienti, che possedevano normale espressionsthfiha,a-sarcoglicano, calpaina, e disferlina

nella biopsia muscolare.

Immunoistochimica

L’'immunoistochimica é stata effettuata sulle biepsiuscolari di tutti i 234 pazienti inclusi nello
screening. La metodica prevede il taglio di unasezsottile (1Qum) al criostato della biopsia e la
sua deposizione su vetrino pre-trattato (eletttasta gelatinati). Si incuba la sezione per tldta
notte con I'anticorpo primario (1:100) (IIH6C4 - klate) (Ervasti and Campbell, 1991) che
riconosce un epitopo dali*distroglicano (é diretto contro la porzione glitais dell'a-
distroglicano). L’anticorpo secondario utilizzaterwisualizzare la reazione & un anticorpo anti-
topo IgM coniugato con TEXAS RED (1:100) (CalbioohelInfine si valuta il risultato al
microscopio a epifluorescenza e si registranoiifdadgrafici ottenuti su supporto informatico. Le
immagini al microscopio sono state esaminate da&mdntre investigatori indipendenti. L’intensita
della reazione viene valutata in relazione ai @it viene classificata come: ++, assenzea-di

distroglicano, + riduzione di-distroglicano, - normale presenzaoddistroglicano.



Inoltre durante ogni esperimento si e utilizzatowsi controllo positivo (biopsia di paziente noto

con assenza di-distroglicano) che un controllo negativo (biopdigaziente sano).

Immunoblot

L’immunoblot € stato effettuato su 94 pazientiliptzhe in immunoistochimica risultavano
deficitari dia-distroglicano. La procedura prevede il taglio dddiopsia muscolare (circa 20/30
sezioni) al criostato e la loro solubilizzaziondampone SDS, per ottenere una concentrazione
finale di circa 4Qug di proteine totali. | campioni sono caricati im gel di poliacrilamide a
gradiente (3.5%-12%) e separati grazie al camptriete In seguito sono trasferiti su membrana di
nitrocellulosa, che viene saturata tutta la nettiaite, dopo che le membrane hanno subito un
trattamento dissecante all’aria. Il giorno sucaassi incuba con I'anticorpo primario (1:500)
(IIH6C4 - Upstate) (Ervasti and Campbell, 1991) pe'ora. Il secondario utilizzato € un anticorpo
anti IgM biotinilato (Sigma-Aldrich), diluito 1:10D La reazione e stata visualizzata con
streptavidina coniugata con HRP (Amersham) (sistavidina-biotina) e chemioluminescenza

(ECL — Amersham).

Analisi del DNA

I DNA utilizzato nello screening di mutazione atst estratto da biopsia muscolare (GenElute
Mammalian Kit, SIGMA), oppure € stato ottenuto deligvo di sangue periferico raccolto in
EDTA (Miller et al, 1988) oppure € gia presentda8anca del Centro per le Malattie

Neuromuscolari.

Analisi di mutazione dei geniFKRP, LARGE, POMT1, POMT2, fukutin, POMGnT1



Al fine di coprire l'intera regione codificante tlitti i 6 geni coinvolti nella glicosilazione dedi
distroglicano sono state disegnati i primers bassinglll’utilizzo del programma gratuito Primer3

(www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.kdia sequenza di riferimento per ogni gene &

stata ottenuta da NCBI Nucleotid&tp://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/entrez?db=nucgore

basandosi sui seguenti numeri di accesso a GeneBa@hkT1l; NM_007171.2POMT2;
NM_013382.3POMGNT1; NM_017739.1fukutin; NM_006731.1L ARGE; NM_133642.2 e

FKRP; NM_024301.3. Il genOMT1 contiene 20 esoni di cui 19 codificanti, il geP@MT2
contiene 21 esoni tutti codificanti, il geROMGNTL contiene 22 esoni di cui 21 codificanti, il gene
fukutin contiene 10 esoni di cui 9 codificanti, il gelt®RGE contiene 16 esoni di cui 14 codificanti,
e infine il gened=KRP contiene 4 esoni di cui 1 solo codificante.

L’amplificazione dei prodotti di PCR (che includkre alla regione codificante anche la regione
confinante tra esone ed introne) e stata eseguitdl termociclatore GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystem). Le reazioni erano compostecitaa 50 ng di DNA genomico, 0.25 mM di
dNTPs, 0.2uM di ciascun primers, unita di Taq DNA polimeraSiGLD Taq, Applied Biosystem),
e il magnesio cloruro 25 mM (Applied Biosystem).

Le condizioni di amplificazione sono: 10 minuti 8°€, 35 cicli di; 30 secondi a 94C°, 30 secondi a
60°C, 30 secondi a 72°C, e estensione finale anib@iti a 72°C. Naturalmente la temperatura di
appaiamento di alcune coppie di primers differiaa@D°C standard utilizzati, cosicché si e trovata
una temperatura di appaiamento migliore. Gli angaitf sono stati controllati in gel d’agarosio e
successivamente analizzati con la tecnica SSCRBIES8trand Conformation Polymorphism)
(Orita, M., et al. Detection of Polymorphisms aiirdan DNA by Gel Electrophoresis as SSCPs.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America; 1989, (86):
2766-70). Questa tecnica permette di valutaresgdali migrazione del DNA in un gel non-
denaturante di poliacrilamide, paragonando il cam@idi interesse con un DNA di controllo
(Sunnucks et al., 2000). La procedura riesce aagpadiversi frammenti a singola elicalRiNA

in base alla loro diversa mobilita elettroforetiombilita dovuta ad una differente conformazione



assunta nel gel e conseguentemente alla loro digeipuenza nucleotidica (Wagner John, Accessed
2003 February 17). La metodica prevede la prepamazili un gel di poliacrilamide allestito in una
ampia struttura di vetro. | campioni vengono derata 95°C e rapidamente raffreddati in
ghiaccio, successivamente sono caricati nel getarsa dura in genere 4 ore, a cui segue la
colorazione del gel con nitrato d’argento e lowglo in soluzione basica con formaldeide. Infine i
risultati sono valutati visivamente e conservatsgpporto informatico con I'acquisizione del
bandeggio caratteristico tramite scanner.

| conformers evidenziati con SSCP sono stati rig#fiopti usando gli stessi set di primers originari
e poi purificati (purification kit GE Healthcare)pertati al servizio di sequenziamento del CRIBI-
BMR Genomics (Via Redipuglia 22, 35131 Padovajnknf files con i risultati del sequenziamento
sono analizzati con il programma Segman |l (Patclssiquenze DNASTAR), paragonando la

sequenza di interesse con la sequenza di riferonent

Conferma delle mutazioni
Se e stata trovata una variazione nei risultatsdglienziamento, si deve procedere per gradi:
a) sicontrolla la presenza in letteratura della \aoiae. Puo trattarsi di un polimorfismo noto,
di una mutazione silente, o di una mutazione giartata. Nel primo caso si fa riferimento

al database on-line Entrez - SNRt://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entremnel secondo

caso si controlla la sequenza aminoacidica detitepra in esame e nell’ultimo caso si
riporta il dato di letteratura, facendo riferimemtdhe Human Gene Mutation Database

(HGMD®) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.phpeiden Muscular Dystrophy pages©

LOVD (http://www.dmd.nlf oppure direttamente agli articoli pubblicati;

b) se la variazione non e presente in letteraturarces@lidare questa nuova possibile
mutazione. Si rende necessario confermare il dataioa seconda metodica indipendente.

Si procede quindi all’analisi dei polimorfismi deammenti di restrizione. Questo metodo



consiste nel digerire con un adeguato enzima thizese il prodotto di PCR di interesse.
Successivamente si analizza il risultato su gedalasio e si conserva il risultato con
fotografia Polaroid. Al fine di determinare la freenza della nuova mutazione si testa la
digestione dell’amplificato di interesse su di ungpo di almeno 50 pazienti sani (100
cromosomi di controllo). Se la variazione nucleigidn esame € presente in 1 o piu
cromosomi di controllo viene definita come polimsnfio, diversamente si tratta di
mutazione. |l metodo descritto € il piu utilizzatea non sempre € applicabile a causa della
possibile mancanza di acquisizione o perdita ditondi restrizione. Si puo
alternativamente utilizzare la tecnica tetra-prsn@RMS PCRche € basata
sull’allestimento di 2 reazioni di amplificazionerc4 primers specifici, una coppia dei quali
ha all'estremita 3’ terminale una base normalakrf la mutata. Se si ottiene un prodotto
sia con il primer normale che con il primer mutaiaileva la presenza di una variazione in
eterozigosi, se invece I'amplificazione avvieneosadn uno dei 2 primers, o ci si riferisce
ad una variazione in omozigosi oppure all’assemtia dariazione di interesse (Ye et al.,

2001)

Classificazione clinica dei pazienti
| 234 pazienti analizzati sono clinicamente suddlivi: 146 pazienti con distrofia muscolare dei
cingoli (LGMD), 38 pazienti con distrofia muscolarengenita (CMD) e 50 pazienti con elevato

valore di CK il cui fenotipo clinico suggeriva unadistroglicanopatia.



RISULTATI

Caratterizzazione clinica dei pazienti

Il gruppo di pazienti selezionato dalla Banca datle biopsie muscolari del Centro delle Malattie
Neuromuscolari, € composto da 234 campioni. Di §284%, 146 pazienti sono affetti da LGMD,
38 da CMD e 50 da miopatia con fenotipo mite. balesono risultati deficitari di-distroglicano
94 pazienti cosi suddivisi: 57 presentano distrdéiacingoli (LGMD), 19 distrofia muscolare

congenita (CMD) e 18 miopatia con fenotipo mite.

Studio immunoistochimico

Questo studio e stato condotto su 234 biopsie nlrsctestate con I'anticorpo IIH6C4 (Upstate
Technology) per valutare il deficit relativo allhcgproteinaa-distroglicano. Ben 94 campioni, cioe
il 40% (94/234) dei pazienti analizzati, viene nogciuto come deficitario d-distroglicano. In
particolar modo il 34% (79/234) presenta deficiizgle dia-distroglicano, mentre il 6% (15/234)
mostra una totale assenzauetlistroglicano. Nella foto IHC1 viene visualizzakpattern reattivo di
un controllo, nella foto IHC2 e IHC3 il pattern 2ipazienti con deficit parziale dtdistroglicano e
nella foto IHC4 un paziente con deficit totale.

Per guanto concerne il fenotipo clinico correlatpuasti risultati, si evince che il 39% (57/146) de
pazienti deficitari & affetto da LGMD, il 50% (1®)3dei pazienti deficitari & affetto da CMD e il

56% (18/32) dei pazienti deficitari e affetto deopatia con fenotipo mite (tabella 1).

Normale Deficit parziale  Deficit totale TOT
LGMD 89 48 9 146
CMD 19 13 6 38




miopatia 32 18 0 50
TOT 140 79 15 234

Tabella 1. Relazione tra la reattivita dell'antiporlH6C4 verso ki-distroglicano e il fenotipo

clinico dei pazienti.

Studio di immunoblot

L'immunoblot é stato eseguito sui 94 campioni tatildeficitari dia-distroglicano in
immunoistochimica. L’analisi ha evidenziato la fedeorrispondenza tra i dati di
immunoistochimica e di immunoblot. Infatti sia izbenti parzialmente deficitari pernF

distroglicano che i pazienti con assenza-distroglicano rispecchiano questo valore anche su
nitrocellulosa. Grazie all'anticorpo IIH6C4 direttontro la porzione glicosilata delf

distroglicano, e risultato che 79 pazienti eranzipémente deficitari per la proteina in esame,
mentre 15 apparivano come totalmente deficitarm€asi puo notare dalla foto esemplificativa WB
alcuni pazienti (n°1, 3, 5) hanno un bandeggiordtette quello evidenziato nei controlli, altri
invece (n°6, 7) hanno una diminuzione netta delistroglicano e altri ancora (n°2, 4, 8)

possiedono una mancanza totale del pattern casttterdell’'a-distroglicano.

Studio di mutazione

Lo screening di mutazione é stato svolto su 6 g@OMT1, POMT2, POMGNT1, fukutin, LARGE,
FKRP. Senza lo studio del’lRNA e I'analisi biochimiaanizionale non & possibile determinare la
patogenicita delle nuove mutazioni scoperte neadrfi,goprattutto in relazione alle nuove variazioni
missenso ritrovate. E comunque possibile discringisa queste variazioni nucleotidiche siano rari
polimorfismi o possibili mutazioni basandosi suliédisi dei frammenti di restrizione, testando la

mutazione su almeno 100 cromosomi di controllo.dSamece state considerate patogenetiche le



mutazioni nonsenso, le inserzioni, le alteraziamigiti di splicing, nonché le mutazioni gia
classificate in letteratura. Le variazioni nucldathe considerate come polimorfismi, sia esoniche
che introniche, erano presenti nei database SNRIESNucleotide Polymorphism,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) e Leid®pen Variation Database (LOVD,
http://www.dnd.nl). Di conseguenza anche le sagbiu aminoacidiche sono state valutate come
patogenetiche se in relazione ad un'altra mutazaeikente o se i cambiamenti ipotetici
comportavano sostituzioni aminoacidiche in regaltamente conservate. Di alcuni pazienti e stata
scoperta solo una singola alterazione, di cui nsta& determinata la eventuale patogenicita.

| pazienti analizzati sono stati 94, ed in questicsstate identificate 26 mutazioni patogenetiche
totali (26 pazienti appartenenti a 26 famiglie ds&). Il 73% (19/26) dei pazienti risultava
possedere un pattern immunoistochimico e di immlotaon parziale deficit di-distroglicano,
mentre il 27% (7/26) dei pazienti evidenziava ufiaitetotale dia-distroglicano. Il dato finale che
si ricava esprime un tasso di mutazione pari al Z384pazienti mutati su 94 pazienti), che
suddiviso tra i vari fenotipi clinici diventa: paxiti affetti da LGMD 28% (16/57), pazienti affetti
da CMD 26% (5/19) e pazienti affetti da miopatia éenotipo mite 28% (5/18). In quest’ultimo
gruppo, tutti i pazienti presentano mutazioni rene~KRP.

Se invece si esamina il tasso di mutazione alfimdelel gruppo di pazienti parzialmente deficitari
si evince una cifra pari al 24% (19/79), diversaydalla del gruppo di pazienti totalmente
deficitari, pari al 46% (7/15).

| tipi di mutazione scoperti sono stati: 25 mutazimissenso, 2 mutazioni nonsenso, 2 inserzioni, 2
mutazioni nel sito di splicing. Nel gel&KRP e presente 8 volte la mutazione ricorrente C826A
(Leu276lle) sia in omozigosi (in 7 pazienti) cheeterozigosi (1 unico paziente, associata a
C1384T).

Sono state scoperte 6 mutazioni non presentiterégtira, di cui 5 nel gerlOMT1. Queste sono:
a) 280+1G>T, mutazione in omozigosi nel sito doreath splicing di cui non é stato possibile

valutare I'effettiva patogenicita a causa della ozanza di sufficiente materiale bioptico;



b) C1864T, (R622X) mutazione non-senso in eter&igoe causa un prematuro codone di stop;
c) A430G, (Asnl44Asp) mutazione missenso in etgasitestata su oltre 100 cromosomi di
controllo;

d) C1241T, (Thr414Met) mutazione missenso in eigos testata su oltre 100 cromosomi di
controllo;

e) C1545T, (Tyr515X) mutazione non-senso in etgasiiche causa un prematuro codone di stop.
Nel genePOMT2 e stata trovata una sola mutazione nuova C130834@4 Trp), mutazione
missenso in eterozigosi testata su oltre 100 cromodi controllo.

Nei geniLARGE, fukutin, POMGNT1 non si evidenziano variazioni nucleotidiche pataiehe.

Correlazione genotipo-fenotipo

E importante sottolineare come sia presente uria cennessione tra il fenotipo clinico e il pattern
caratteristico di mancanza di glicosilazione detistroglicano osservato in immunoistochimica e
in immunoblot. Infatti ad un deficit totale di gtisilazione delli-distroglicano si associa una
maggiore severita sintomatologia nella distrofigpetto ad un deficit parziale. Diversamente, il
fenotipo clinico dei pazienti, che presentavanoaniaini in uno dei 6 geni coinvolti, non era
diverso da quei pazienti in cui non e stata troe#tana mutazione. Cio sta ad indicare come lo
spettro fenotipico dei pazienti sia significativarteepiu ampio di quanto sospettato inizialmente e

non sia in diretta correlazione con il genotipdasiinte.



DISCUSSIONE

Grazie agli studi compiuti negli ultimi anni, & divtato sempre piu evidente che perturbazioni nella
glicosilazione delli-distroglicano danno origine a differenti distrofieuscolari. 1l ruolo centrale
dell'a-distroglicano nella patogenesi di queste malagbtolinea la sua posizione cruciale nel
distroglicano. Quest’ultimo € una struttura indispebile di connessione, coordinazione e
stabilizzazione fra gli elementi del citoscheletrta matrice extracellulare. k-distroglicano e una
proteina periferica di membrana, legata ad altrdeombe, che risulta altamente glicosilata.
Alterazioni di glicosilazione deli-distroglicano originano un gruppo di distrofie roakri
autosomiche recessive, come le distrofie muscdiiricingoli e le distrofie muscolari congenite,
definite complessivamente come distroglicanopatie. distroglicanopatie presentano forte
eterogeneita fenotipica: si passa dalle forme puee ad esordio congenito come Walker-Warburg
Syndrome (WWS), Muscle-Eye-Brain (MEB), Fukuyama n@enital Muscular Dystrophy
(FCMD), Congenital Muscular Dystrophy type 1C (MDD)1 a forme piu lievi come Limb-Girdle
Muscular Dystrophy (LGMD). Geneticamente, le digtimanopatie sono causate da mutazioni in
almeno 6 geni fino ad oggi conoscilROMT1, POMT2, POMGNT1, fukutin, LARGE, FKRP. Tutti
codificano per glicosiltransferasi putative o atater.

Nel gruppo di pazienti mutati si € evidenziata tidatta glicosilazione deléi-distroglicano assai
variabile, che non modifica pero I'espressionealploteine della matrice extracellulare, quali la
lamininaa?2, il perlecano, e il collagene IV o le proteinextkmbrana, qualidi-sarcoglicano o la
distrofina, poiché I'analisi di routine effettugieesso il laboratorio del Centro delle Malattie
Neuromuscolari non ha evidenziato variazioni sigaifve per gli anticorpi diretti verso queste

molecole. La ridotta glicosilazione evidenziatanmmunoblot e immunoistochimica nei 94 pazienti



sembra mettere in correlazione la severita feraaipon la quantita di epitopo @idistroglicano

glicosilato.

Non sempre € stato possibile determinare il secafidie mutato all’interno della casistica di
pazienti, e cido puo essere imputabile alla serntsililella metodica di analisi impiegata, che non é
del 100%, oppure al fatto che le regioni non cadiiiti dei geni (come zone promotore o intere
regioni introniche, escludendo le regioni fianchiagy gli esoni) non sono state analizzate. La
relativa sensibilita della metodica puo eventualimeandere ragione del fatto che la percentuale di
mutati trovati non sia come l'atteso, che dai datetteratura si aggirerebbe sul 33%. Il tasso di
mutazione trovato tra i pazienti che presentavaseraza di glicosilazione delfdistroglicano
(totalmente deficitari) € risultato piu alto di dluehe presentavano parziale glicosilazione dell’
distroglicano (deficit parziale). Mentre nel priroaso il valore e di circa il 46% (7/15), nel second
caso del 24% (19/79)

Il fatto che dall’analisi di mutazione dei 6 gerarso risultati mutati il 26% dei pazienti, indicaau
frequenza compatibile con i dati di letteraturdatn il gruppo di Muntoni (Godfrey et al., 20073 h
evidenziato una frequenza di mutazione pari al 329,92 pazienti analizzati, contro i 94 pazienti
del presente lavoro. Il loro studio non & completata sovrapponibile al nostro, poiché nell'analisi
non ammettono tutti quei pazienti risultati positito screening di mutazione nel gafeRP,
valutando esclusivamenBROMT1, POMT2, POMGNT1, fukutin, LARGE. Ciononostante questo
lavoro rappresenta un buon punto di riferimentolpealutazione della frequenza di mutazione
all'interno delle distroglicanopatie, poiché atmeahte nessun altro gruppo € in grado di fornire un
dato statistico simile.

Se si considera inoltre le mutazioni nel genefdaRP, si pud osservare come siano presenti nel
59% dei pazienti mutati, e sono tutte distribugdlanporzione codificante del gene peFlRP,

non interessando alcuno dei domini funzionali idieaiti, fondamentali per I'attivita enzimatica,

quali il dominio transmembrana e il motivo DxD (Raset al., 2002; Esapa et al., 2005, Boito et al.,



2005). Tuttavia I'analisi della frequenza dellegaite mutazioni mostra che la mutazione Leu276lle
(C826A) € presente nel 47% degli alleli mutati pezienti affetti da mutazioni IBKRP, mentre in
totale questa percentuale scende al 28%. Si ptizdpee che questa elevata frequenza sia dovuta
ad un hotspot mutazionale, ossia la citosina 826lkca in una regione ad elevata frequenza di
mutazione, come suggerito dal fatto che questazimurta sia stata identificata in gruppi etnici
diversi con differente background genetico (Brogkam et al., 2001; Mercuri et al., 2003, Walter et
al., 2004). Tutte le mutazioni rilevate nel géi€RP sono di tipo missenso, dato che sembra
suggerire come le mutazioni associate a complethtpeali funzione della FKRP siano
incompatibili con la vita (quindi mutazioni nonsensmutazioni frame-shift, inserzioni/delezioni), e
vengano selezionate precocemente durante lo swlapybrionale. Inoltre € interessante notare
come le mutazioni che generano un fenotipo piursevgiali WWS o CMD1C o MEB, si
localizzino nella porzione C-terminale della menmaravicino al motivo DxD, mentre i fenotipi piu
lievi LGMD siano causati da mutazioni piu prossiatia regione N-terminale.

Per guanto concerne le mutazioni nel ge@MT1, non si sono trovate mutazioni ricorrenti, e anzi
le mutazioni presenti appartengono a diverse tgeltunzionali, come mutazioni missenso,
nonsenso, inserzioni, e mutazioni nel sito di apjjcbenché non tutte nella porzione codificante
del gene. Questa eterogenicita genetica rispetani@io spettro fenotipico osservato nei pazienti
con mutazioni appartenenti a questo gene, che vdamarme severe di distrofia muscolare
congenita (come WWS) a forme meno aggressive cardesirofia muscolare dei cingoli di tipo

2K. L’ipotesi quindi di correlare direttamente gmptipo con un fenotipo peculiare non sembra
essere sostenibile.

Per guanto concerne la scoperta di mutazioni nubpegsente lavoro riporta 6 nuove mutazioni (5
nel genedPOMT1 e 1 nel gen®OMT2) espandendo ulteriormente il fenotipo clinico asso a
gueste mutazioni.

Questo lavoro inoltre suggerisce che altri genspas essere imputabili nella patogenesi delle

distroglicanopatie. L'identificazione di nuovi gatira maggiore impulso alla ricerca nel campo



delle distrofie muscolari e fornira maggiori infoamoni sul processo di glicosilazione deil’

distroglicano.
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FIGURA n°1. Schema delle localizzazioni delle protee coinvolte in distrofie muscolari dei cingoli elistrofie muscolari
congenite (Gualieri et a.l, 200¢
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FIGURA n°2. Complesso multimerico DGC (dystrophin-asociated glycoprotein
complex) Al centro e visibile il complesso del distroglicaw e  distroglicano)
(Sciandra et al., 2007)
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FIGURA n°3. Organizzazione dei domini del distrogicano.

| cerchi in nero indicano i residui glucidici O4ed, mentre le ramificazioni indicano
le catene glucidiche N-linked. SP=peptide segn@M=dominio transmembrana,

PPXY, sito di legame per la distrofina. | pesi nool@ri indicati in basso si

riferiscono all’assenza e presenza di glicosilazipost-traduzionale (Barresi et al.,
2005)
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FIGURA n°4. Glicosilazione dell'a-distroglicano. Sono indicate le localizzazioni
delle glicosiltransferasi coinvolte nellaO-glicosilazione delli-distroglicano
all'interno della cellula. (Barresi et al., 2005)



Foto IHC: studio di immunoistochimica dell’a-distroglicano in alcuni pazienti

rappresentativi.

Sezioni di biopsia muscolare marcati con anticolld6C4 contro I'epitopo
glicosilato dellu-distroglicano, proteina che presenta una colorezinormale nel
controllo IHC1, una totale assenza in IHC4 e unaipke riduzione in IHC2 e IHC3.

FOTO IHC3 FOTO IHC4



FOTO WB: studio di immunoblot dell’ a-distroglicano in alcuni pazienti
rappresentativi.

Il pannello superiore indica I'analisi di immunoblatilizzando I'anticorpo 1IH6C4
contro I'epitopo glicosilato deli-distroglicano. Nel pannello inferiore il gel caddo,
dopo trasferimento, con Coomassie Blue visualiazadtena pesante della miosina
utilizzata per normalizzare la quantita di protedaeicate.
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