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RIASSUNTO



Le distrofie muscolari sono un gruppo di malattidnicamente e
genotipicamente eterogenee, caratterizzate daetaomuscolare progressiva.

Il quadro istopatologico € vario ed include formeriopatia lieve e forme di
distrofia muscolare severa con degenerazione, ergeione e sostituzione fibro-
adiposa.

L’eziopatogenesi di molte distrofie muscolari caige I'alterazione degli
elementi costituenti la membrana basale e il citetro della fibra muscolare. Un
ruolo prominente di stabilizzazione della membranavolto dal complesso di
glicoproteine associate alla distrofina (DGC). Qae®pmplesso multimerico (DGC)
e formato da distrofina, sarcoglicani, distrobrevinsintrofine, sarcospan e
distroglicano. Il distroglicano (DG) e una glicofeima, codificata da un unico gene
DAGL, il cui prodotto viene post-traduzionalmente dovain 2 subunita,a-
distroglicano e3-distroglicano.

L’ a-distroglicano ¢-DG) € una proteina periferica di membrana altament
glicosilata, che lega diverse molecole (laminingyire, perlecani, neurexina,
biglicani) e che interagisce intimamente con lazmore extracellulare dep-
distroglicano §-DG). Quest’ultimo € in grado di connettersi nabplasma con la
distrofina, la caveolina-3 e altre proteine coiteahella trasduzione del segnale. I
peso molecolare previsto pesdDG e di circa 72 kDa, ma la glicosilazione modific
il peso molecolare in maniera tessuto dipenderde dpempio nel tessuto muscolare
il peso molecolare é di 156 kDa).

Il DG garantisce la connessione e la stabilitagtr@lementi del citoscheletro
e la matrice extracellulare ed € espresso in unmaavarieta di tessuti, quali muscolo

scheletrico e cardiaco, sistema nervoso centrpkziterico ed epiteli.



Mentre non si conoscono malattie neuromuscolaro@ate a mutazioni
dirette del DG, € ormai evidente limportanza debgessi post-traduzionali
coinvolgenti tale proteina nella patogenesi di mdlstrofie muscolari.

Mutazioni in geni coinvolti nella glicosilazione Ide-DG danno origine ad
un gruppo di distrofie muscolari autosomiche reieess definite come
distroglicanopatie.

Le distroglicanopatie presentano forte eterogentstiotipica. Lo spettro
fenotipico include distrofie muscolari ad esordmngenito con coinvolgimento di
occhi e cervello (Walker-Warburg Syndrome (WWS), 9de-Eye-Brain (MEB),
Fukuyama congenital muscular dystrophy (FCMD)) emi® piu lievi di distrofia
muscolare dei cingoli (LGMD). Geneticamente, ldrdiglicanopatie sono causate da
mutazioni in almeno 6 gemKRP, POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN e LARGE.
Tutti codificano per glicosiltransferasi putativeaccertate.

Scopo del presente lavoro € la caratterizzazionéeguolare di un vasto
gruppo di pazienti affetti da distrofia muscolarengenita (CMD) e distrofia
muscolare dei cingoli (LGMD) ad eziopatogenesi s&soiuta, derivare le
correlazioni tra genotipo e fenotipo e contribuir@l’ampliamento della

comprensione dei meccanismi patogenetici di malatti

Criteri di selezione

Il gruppo di pazienti da analizzare e stato seletio dalla banca dati delle
biopsie muscolari del Centro delle Malattie Neursoulari, Dipartimento di
Neuroscienze, Universita di Padova, che comprettde 800 campioni. Criteri di
inclusione sono stati: a) CMD o LGMD ad eziologieososciuta (distrofinag-
sarcoglicano, disferlina, calpaina, caveolina, enarlamininae2 nella norma), b)

valori di CK fluttuanti, debolezza durante statbleili, responsivita agli steroidi.



Sono stati selezionati su questa base 234 pazietgii,con diagnosi di LGMD, 38

con diagnosi di CMD, 50 con miopatia/iperCKemia.

Immunoistochimica

Sezioni tagliate al criostato di biopsia muscolaomo state colorate con
anticorpi diretti contro un epitopo glicosilato etDG e contro il core peptidico
dell'a-DG. In 94 pazienti (94/234; 40%) e stato idendifec un difetto parziale o
totale di glicosilazione deli-DG. Di questi 84% (79/94) aveva un difetto paziati

il 16% (15/94) aveva un difetto totale.

Immunoblot

L'immunoblot per la-DG € stato eseguito sulle biopsie muscolari di 47
pazienti in cui era stato riscontrato un deficit dDG in immunoistochimica.
L’analisi ha consentito di quantificare il dato imnoistochimico ed ha evidenziato

una discreta corrispondenza tra i dati di immumwaisimica e di immunoblot.

Studio di mutazione

L’analisi di mutazione € stata condotta sui 94 @aiziin cui era stato
identificato un difetto di glicosilazione dtDG. Mutazioni patogenetiche sono state
identificate in 29 pazienti (29/94; 31%). In tugiono stati identificati 47 alleli mutati
(7 nuove mutazioni) su 58 (47/58; 81%): 2&KRP, 12in POMTL, 4 in POMT2, 3
in POMGNT1. Non sono state identificate mutazioni nei geARGE e FKTN.

Undici pazienti (11/29; 38%) presentavano un defatiale di glicosilazione
dell'a-DG e 18 (18/29; 62%) parziale.

Concludendo, negli ultimi anni e diventato sempre evidente il ruolo

chiave del complesso delle glicoproteine asso@#ite distrofina nella patogenesi



delle distrofie muscolari. Il nostro lavoro confexrohe le distroglicanopatie sono
clinicamente e geneticamente eterogenee ed anopfipdttro fenotipico associato a
mutazioni nelle diverse glicosiltransferasi. Il pagasso di mutazione osservato nel
nostro gruppo di pazienti suggerisce che ultegeni possano essere coinvolti nella

glicosilazione deli-DG.



SUMMARY



Muscular dystrophies are a group of diseases gatigtiand clinically
heterogeneous diseases, characterized by progressscular weakness.

The histopathologic profile can vary from mild mybpy to severe muscular
dystrophy, with degeneration, regeneration andfiagy substitution.

Muscular dystrophies etiopathogenesis involves upleations of various
extracellular matrix, sarcolemmal and subsarcolehpraeins of the muscle fibres.
A prominent role to stabilized muscle fibres isygld by the dystrophin glycoprotein
complex (DGC). The DGC is composed by dystrophem¢c@glycans, distrobrevins,
sintrophins, sarcospan and dystroglycan. Dystr@giy®G) is glycosylated protein
encoded by a single ger@AGL, that is post-translationally cleaved into 2 sutsyn
a-dystroglycan an@-dystroglycan..

a-dystroglycan ¢-DG) is a highly glycosylated peripheral membrangtqin,
which binds to several molecules (laminin, agrietlg¢can, neurexin, biglycan) and
tightly interacts with the extracellular portion @tdystroglycan §-DG). B-DG
interacts with the cytoplasmic domain of dystroptoaveolin-3 and other proteins
implicated in signal trasduction. The predicted ecolar weight ofx-DG is 72 kDa,
but it can be modified by glycosylation:DG has in skeletal muscle a molecular
weight of 156 kDa.

DG forms a link between the extracellular matrixd aactin-associated
cytoskeleton and stabilizes muscle fibres. DG ipressed in a large variety of
tissues, including skeletal and cardiac muscletrakand peripheral nervous system
and epithelia.

Primary mutations in the gene encoding DG have miegen reported but the
central role of post-traslational modifications thfe protein is emerging in the

pathogenesis of muscular dystrophies.
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Alterations ina-DG glycosylation are responsible of a group ofessive
autosomal muscular dystrophies called dystroglypatioes.

The dystroglycanopathies show strong phenotypierbgeneity. Phenotypic
spectrum includes muscular dystrophies charactétigecongenital onset with eye
and brain involvement (Walker-Warburg Syndrome (WW8Sluscle-Eye-Brain
(MEB), Fukuyama congenital muscular dystrophy (FOMRnd mild late-onset
muscular dystrophies (LGMD). Mutations in 6 diffetegenes:FKRP, POMT]1,
POMT2, POMGNT1, FKTN andLARGE have been identified in these disorders. All
these genes encode for putative or known glyc@swterases.

The aim of this thesis is the molecular characétion of a large group of
patients affected by CMD and LGMD with unknown ptthogenesis, in order to
extend genotype and phenotype correlations andidennvthe knowledge of the

pathogenetic mechanisms underlying muscular dyisiesp

Selection criteria

Patients were selected from the muscle biopsy databhosted in
Neuromuscular Centre of University of Padova. Théabase contains over 8000
samples. Inclusion criteria were: a) CMD and LGMDthwunknown etiology
(normal dystrophing-sarcoglycan, dysferlin, calpain, caveolin, emelaminin-u2),
b) hyperCKemia, deteriorations of muscle strengtlring fever or steroid
responsiveness. 234 patients were selected 14@&edfby LGMD, 138 affected by

CMD, 50 by myopathy/hyperCKemia.

Immunohistochemistry
Cryosections of muscle biopsies were immunostaingth an antibody

directed against a glycosylated epitope oDG and another antibody directed

11



against the DG peptidic core @fDG. Partial or totab-DG glycosylation defect of
were identified in 94 patients (94/234; 40%). 84P8/94) of these patients showed

variable recuction and 16% (15/94) complete absehaeDG glycosylation.

Immunoblot
a-DG immunoblotting was performed on 47 patientshwdefectivea-DG
glycosylation in order to quantify the deficient sale biopsies. This analysis

confirmed the immunohistochemestry data in moshefcases.

Mutation analysis

Mutation analysis was performed on the 94 patientyhich we previously
identified a defect ofi-DG glycosylation. Pathogenetic mutations were fidiex in
29 patients (29/94; 31%). We identified 47 mutad#eles (7 novel mutations) out of
58 (47/58; 81%): 28 iFKRP, 12 in POMTL, 4 in POMT2, 3 in POMGNT1. No
mutations were identified iIhbARGE andFKTN genes.

Eleven patients (11/29; 38%) showed total absefiaeDG glycosylation
and 18 (18/29; 62%) showed partiaDG glycosylation defect.

In conclusion, the pivotal role e-DG glycosylation in the pathogenesis of
muscular dystrophies has become evident in theféastyears. Our study confirms
the clinical and genetical heterogeneity of dydiyrognopathy and widens the
phenotypical spectrum associated to mutations endiverse glycosyltransferases.
The low mutation rate found in this study suggésss other still unknown genes can

be involved ino-DG glycosylation.
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INTRODUZIONE
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Le distrofie muscolari sono un gruppo di malattidnicamente e
genotipicamente eterogenee, caratterizzate daetaomuscolare progressiva.

Il quadro istopatologico € vario ed include formemiopatia lieve e forme di
distrofia muscolare severa con degenerazione, ergeione e sostituzione fibro-
adiposa.

L’eziopatogenesi di molte distrofie muscolari caiige I'alterazione degli
elementi costituenti la membrana basale e il citeltro della fibra muscolare. Una
funzione prominente di stabilizzazione della memhra svolta dal complesso
multimerico delle glicoproteine associate allamiha (DGC; dystrophin-associated
glycoprotein complex). Questo complesso multimeb¢aC e formato da distrofina,
sarcoglicani, distrobrevine, sintrofine, sarcospamlistroglicano (Endo et al., 2003,
Barresi et al., 2005) (Figura 1). Ruolo chiave chplesso DGC ha il distroglicano
(DG), che agisce come stabilizzatore della membrdoeante la contrazione
muscolare, connettendo la matrice extracellulareilcdtoscheletro.

Il DG e una glicoproteina, codificata da un uniemgDAGL, il cui prodotto
viene post-traduzionalmente clivato in 2 subuniigjistroglicano ¢-DG) e B-
distroglicano §-DG). Il DG € espresso in una ampia varieta diugsgquali muscolo
scheletrico e cardiaco, sistema nervoso centrgderiéerico ed epiteli (Sciandra et
al., 2003).

L’ a-DG e una proteina periferica di membrana altamglitesilata, che lega
diverse molecole (laminina, agrina, perlecani, aguna, biglicani) e che interagisce
intimamente con la porzione extracellulare AdDG. Quest'ultimo € in grado di
connettersi nel citoplasma con la distrofina, laexdina-3 e altre proteine coinvolte
nella trasduzione del segnale. Il peso molecolaegigto per I6-DG e di circa 72

kDa, ma e modificato dalla glicosilazione in maaiéessuto-specifica. Per esempio
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nel tessuto muscolareafDG presenta un peso molecolare apparente di 156 kD
mentre nel sistema nervoso centrale di 120 kDar€Bget al., 2005).

Attualmente non si conoscono malattie neuromusicatmociate a mutazioni
del gene che codifica per il DG, probabilmente pérali mutazioni sono letali nelle
prime fasi di sviluppo embrionale (Williamson et &D97), tuttavia stemergendo
'importanza dei processi post-traduzionali che ngolgono questa proteina
nell'eziopatogenesi delle malattie muscolari. Imtigalare la glicosilazione det-
DG ha una funzione critica per il mantenimento 'oeéigrita delle proteine della
matrice extracellulare.

Anomali pattern di glicosilazione delfDG causati da mutazioni in diverse
glicosilatransferasi danno origine ad un gruppdalidirofie muscolari autosomiche
recessive, definite come distroglicanopatie.

Le distroglicanopatie presentano forte eterogerfenatipica: si passa dalle
forme piu severe ad esordio congenito e coinvolgimanulti-organo come la
Walker-Warburg Syndrome (WWS), la malattia MuscietBrain (MEB), la
distrofia muscolare congenita di Fukuyama (FCMDiprane di distrofia muscolare
congenita senza alterazioni del Sistema Nervosdr&len(MDC1C), a forme piu
lievi cingolari (distrofie muscolari dei cingoli &MD2L-0)). Geneticamente, le
distroglicanopatie sono causate da mutazioni ineabm6 geni che codificano per
glicosiltransferasi putative o che agiscono su sabsioti: FKRP, POMT1, POMT2,

POMGNT1, FKTN, LARGE (Godfrey et al. 2007).

Il distroglicano (DG)
Il complesso multimerico DGC (Figura 2) € formata diverse proteine

(Ohlendieck et al., 1993, Crosbie et al., 1997kBI2002, Banks et al., 2003):
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a) distrofina - connessa intracellularmentefaDG, alla ossido
nitrico sintetasi (hNOS) e all’actina F del citost#tro - la cui assenza o
riduzione e implicata nella distrofia muscolaréddichenne o di Becker;

b) sarcoglicani:a-sarcoglicanof3-sarcoglicanoy-sarcoglicano e
o-sarcoglicano che formano un complesso multimerassociato alla
distrofina. Mutazioni in geni che codificano peregte proteine sono
responsabili delle sarcoglicanopatie;

C) distrobrevine - proteine omologhe alla distrofiran cui
interagiscono - suddivise mdistrobrevina, di cui si conoscono 5 isoforme e
B-distrobrevina, espressa in tessuti non muscolari;

d) sintrofine - anch’esse associate alla distrofina ake
distrobrevine - espresse in periodi specifici daNdluppo e non sempre in
tutto il sarcolemma,;

e) sarcospan - che si lega strettamente al complesso d
sarcoglicani - formato da 4 eliche transmembrana;

f) distroglicano, che costituisce il nucleo del corspte

Il DG e una glicoproteina espressa in molti tesdudi cui epitelio, sistema

nervoso, muscolo cardiaco, e muscolo scheletridGle costituito da un complesso

di 2 subunitap- e 3- DG non covalentemente legate ed ha un ruolo kinessione

tra citoscheletro e matrice extracellulare-DG si connette con la laminina della

lamina basale e i3-DG, proteina transmembrana, si lega alla disteofimel

citoscheletro (Ervasti et al., 1993; Bowe et #94; Peng et al., 1998).

In letteratura sono note diverse mutazioni a cadicgeni che codificano per

numerosi componenti del complesso DGC, ma non gpodate mutazioni a carico

del gene che codifica per il DG. Esperimenti cotidett modelli animali hanno
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evidenziato come il topo knockout ppAGL arresti il suo sviluppo ai primi stadi
embrionali, suggerendo che mutazioni di questo geaero letali per I'embrione

(Williamson et al., 1997).

a e distroglicano

Il DG é un propeptide di 895 aminoacidi (Figura &gificato da un unico
gene DAGL) che viene separato in 2 subunité (3. Il taglio post-traduzionale del
precursore avviene al residuo Ser 654 (IbraghimeskBovnaya et al. 1992, 1993).
L’a-DG € una proteina extracellulare, a cui si legamemerose proteine
extracellulari, quali laminina (nella lamina bagakeyrina, perlecano (2 proteoglicani
eparan-solfati), biglicano (un proteoglicano coritiltesolfato) e neurexina nel
cervello. E una proteina altamente glicosilatayuaforma ricorda un manubrio e che
puo essere strutturalmente suddivisa in 3 porzidndominio N-terminale e |l
dominio C-terminale (entrambi a struttura globujaein dominio centrale mucinico
(mucin-like domain). Una funzione fondamentale eltsvda quest’ultimo dominio
(ricco in prolina, serina e treonina) nel legared¢ene oligosaccaridiche, che a loro
volta mediano i legami con le molecole extracetid@pra ricordate. Recentemente
e stato evidenziato che il dominio N-terminale, dien sia clivato nella proteina
matura, e indispensabile per il riconoscimento D& come substrato da parte di
LARGE (glicosiltransferasi putativa). Il dominio #€rminale € unito non
covalentemente ap-DG grazie ad una porzione di 36 aminoacidi altammen
conservati (Chiba et al. 1997, Sciandra et. aD12®ozzi et al., 2001, Kanagawa et
al. 2004).

L’atteso peso molecolare de#fDG si aggira attorno a 72 kDa, ma in

immunoblot si osserva un peso molecolare variabdde 156 kDa del muscolo
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scheletrico, ai 140 nel cuore e 120 kDa del cenvelhervo periferico (Ibraghimov-
Beskrovnaya et al., 1992, Yamada et al., 1994, haser et al., 2000). Questa alta
variabilita della massa molecolare delDG e il risultato di un diverso pattern @
glicosilazione nel dominio mucinico dei tessuti aleltrico, cardiaco e cerebrale,
pattern di glicosilazione che si modifica anchiengdiverse specie e fase di sviluppo
dell’organismo (Ervasti et al., 1991, Sasaki et998).

L’ a-DG oltre alla funzione strutturale ha un ruolo @recettore cellulare ed
infatti puo agire come recettore comune per virbatteri (per esempio Arenavirus e
Mycobacterium leprae), solo se la proteina nativa si conserva inaléeratfatti la
proteina ricombinante perde questa capacita legpotehé non &€ mantenuta la sua
corretta glicosilazione (Cao et al., 1998, Rambulkket al., 1998).

Alterazioni nel pattern di glicosilazione deHDG sono legate anche alla
progressione di tumori epiteliali (per esempio pates e seno) suggerendo che la
perturbazione dello stretto legame formato dal D& enatrice cellulare faciliti la
replicazione delle cellule tumorali (Henry et a2001, Muschler et al., 2002,
Sgambato et al., 2003).

Il B-DG € una proteina transmembrana con peso molecdia3 kDa che si
lega, intracellularmente, tramite numerosi residprolinici che facilitano
I'interazione proteina-proteina, con diverse pmoefHenry et al., 1999, Banks et al.,
2003, Hayashi 2003, Michele et al, 2003):

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

b) utrofina, proteina omologa della distrofina;

C) rapsina, una proteina post-sinaptica deputata alla

stabilizzazione e promozione dell’aggrezione dett®re per I'acetilcolina;
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d) a-distrobrevina, che contiene un dominio EF-hand,tttra
ritrovata in una grande famiglia di proteine chgaleo il calcio;

e) caveolina-3, proteina localizzata nella membranasaolare
che contribuisce alla formazione delle caveolagraoscopiche strutture la
cui funzione é legata al trasporto attraverso lanbrana cellulare di sostanze
necessarie per il metabolismo della cellula;

f) Grb2 (beta-dystroglycan-growth factor receptor 2)na
proteina coinvolta sia nella comunicazione celkileine nella trasduzione del
segnale.

A livello di membrana, il 3-DG si connette tramite il suo dominio
transmembrana con i sarcoglicani, mentre extrdeethente si connette alfDG.
La coda C-terminale ricca in prolina d&DG contiene un motivo PPXY (prolina
prolina X tirosina) che si lega a un dominio comtee triptofano (WW domain)
presente nella distrofina; legame stabilizzato2domini EF-hand leganti il calcio
del B-DG. Il B-DG sembra essere coinvolto nella trasduzione eghale a causa
della presenza nella sequenza aminoacidica diéhpiatli domini non catalitici SH2
e SH3, il primo implicato nella trasformazione akdre e nella normale trasduzione
del segnale (si lega a polipeptidi con gruppi timiws fosforilati), il secondo
implicato nella modulazione delle interazioni tieoscheletro e membrana (Kock et

al., 1991, Jung et al. 1995, Yang et al., 1995 e3amn al., 2000, Sotgia et al., 2001).

Glicosilazionedell’ a-DG
La maggior parte delle proteine degli esseri viveobntiene catene

glucidiche, biosegnali fondamentali per la comunicae intra ed extracellulare, per
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il targeting citoplasmatico di proteine e per piegamento dei peptidi. E evidente
come queste porzioni glucidiche risultino di consmwa coinvolte in numerosi
processi cellulari, quali la differenziazione cidhe, lo sviluppo, ecc. Per mantenere
la glicosilazione delle proteine, la cellula utd& 2 meccanismi: il controllo
dell'espressione delle glicosiltransferasi (gli iemz direttamente coinvolti nel
montaggio dei residui glucidici) ed il controllo Idespressione dei suoi substrati
specifici. | residui glucidi delle glicoproteine rsm vari: il glucosio, il galattosio, il
mannosio, il fucosio, I'acido sialico, la glucosamila galattosamina e lo xilosio
(Endo et al., 2003).

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

a) N-glicani, catene glucidiche connesse al gruppo 2 NH
dellaminoacido asparagina. LaN-glicosilazione (nome del processo
attraverso il quale si legano questo tipo di zudgh@izia nel reticolo
endoplasmatico rugoso ed ha come bersaglio unaancatena peptidica in
corso di traduzione. Il legame riguardd-&cetil glucosamina (GIuNAc), con
lo zucchero in configurazion@, e il corretto sito per questo legame e
segnalato da una serina 0 una treonina di un aciodman valle rispetto
all'asparagina del legame glicosidico. La prima fesnsiste nel montaggio di
una catena di 14 zuccheri (9 di mannosio, 3 di adicc e 2 diN-
acetilglucosamina) sulla proteina (gli oligosacdiasiono assemblati a partire
da singoli carboidrati). In un secondo tempo laeatdi zuccheri € trasferita
sulla proteina dall’enzima glicosiltransferasi, Zjeaal trasportatore dolicolo
fosfato. Infine la proteina completa la sua matioree nell’apparato di Golgi

dove viene riconosciuta e modificata, con aggiumtégmozioni di singoli
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zuccheri o di catene glucidiche piu lunghe, in bala futura funzione
(Muntoni et al., 2004, Lehle et al., 2006);

b) O-glicani, catene glucidiche connesse a residuddissilisina,
idrossiprolina, serina o treonina. l@-glicosilazione (nome del processo
attraverso il quale si legano questo tipo di zugghe un processo altamente
specifico, a differenza dell&l-glicosilazione, e non prevede l'aggiunta in
stretta e definita sequenza di zuccheri alla pnateén processazione. |l
legame riguardaN-acetil galattosamina (GalNAc), che e attaccatgrappo
idrossilico degli aminoacidi sopra menzionati, ed/i@ane completamente
nell'apparato di Golgi con lo zucchero in configzicame a (Peter-Kataling,
2003, Barresi et al., 2005).

Tra i processi diO-glicosilazione si ritrovano laD-fucosilazione, laO-

mannosilazione, |®-glucosilazione e altri ancora. l@&mannosilazione € un raro

processo post-trascrizionale che coinvolge direttatm la glicosilazione del DG.

Inizialmente laO-mannosilazione era stata riscontrata nei lieviti alcuni funghi e

solo piu recentemente si € scoperta la sua imp@atamche tra i mammiferi,

relativamente ad alcune proteine del muscolo sticae del cervello e dei nervi.

Una fondamentale proteir@mannosilata e ¢-DG, il cui dominio mucinico viene

aggiunto di diversi residui glucidici terminantircéucosio o acido sialico (Figura 4).

La struttura glucidica piu presente e caratterizzali questi residui e un

tetrasaccaride (Neu5A2-3GaPBl-4GIcNA@B1-2Marnu-Ser/Thr, descritto nei

mammiferi solo suld-DG), che possiede un ruolo fondamentale nel gestir

l'interazione con la laminina. Esistono comunqueedse varianti strutturali del

tetrasaccaride sopra descrittoadDG € provvisto, oltre che delle catene di mannosio

sopra citate, anche della piu comuNeacetilgalattosamina (G2l-3GalNAax-

Ser/Thr) (Endo 2005, Lehle et al., 2006, Sciantla.e2007).
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Meccanismomolecolaredelle a-distroglicanopatie

Le a-distroglicanopatie sono un gruppo eterogeneo, iceinente e
geneticamente, di distrofie muscolari autosomicbeessive, definite da ridotta o
assente glicosilazione delfDG. Cosi nominate per la prima volta nel lavoro di
Toda (Toda et al. 2003) sono dovute a mutazionhigruppo di geni che codificano
per enzimi la cui funzione di glicosilazione risulilterata, modificando direttamente
o indirettamente le catene di mannosio dellG. L’ipoglicosilazione del DG
comporta una destabilizzazione del complesso meticn DGC, che modifica
I'affinita dell’a-DG ai suoi naturali ligandi (laminina, argina, g¢ce che di
conseguenza provoca una minore stabilita dell'sntstruttura di connessione tra
citoscheletro e lamina basale.

La destabilizzazione di questa fondamentale stattausa I'ingresso degli
ioni C&* nel citoplasma cellulare, che a sua volta innesta cascata reattiva che
conduce alla necrosi cellulare (Ohlendieck et1&®93, Ohlendieck, 1996).

L’aberrante glicosilazione del DG dovuta a mutaeio geni codificanti per
glicosiltransferasi pud comportare sia alterazionscolari che anomalie cerebrali e
oculari.

Fenotipicamente le distroglicanopatie si manifestaon un ampio spettro di
severita, passando da forme relativamente miti a&ordeo tardivo senza
coinvolgimento di altri organi (LGMD), a forme pgevere ad esordio precoce con
coinvolgimento multisistemico (WWS, MEB, FCMD, CMD®odfrey et al. 2007).

La corretta glicosilazione del DG, che avvieneaatrso I'azione sequenziale
di una serie di enzimi e la specifica funzione @elie catene glucidiche nelle

interazioni con i ligandi, sono ancora oggi oggelitintenso studio. Si conoscono 3
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glicosiltransferasi a substrato noto: POMT1 (pmotmannosyltransferase 1),
POMT2 (protein©-mannosyltransferase 2) e POMGNT1 (proteiinked mannose
betal,2N-acetylglucosaminyltransferase). POMT1 catalizzgprimo passo nella
maturazione deléi-DG, legando a quest'ultimo residui glucidici traeniO-
mannosilazione (Jurado et al., 1999). POMT2 é uringm con attivita simile a
POMT1, con cui viene co-espresso per formare unptesao che trasferisce residui
di mannosio (Willer et al., 2002). POMGnT1 catadizé secondo passo nella
biosintesi dellu-DG, trasferendo il residuo dN-acetilglucosamina (GIcNAc)
attraverso il legam@l,2 sul mannosio precedentemente ancorato al D@n(let
al., 2002). Questi 3 enzimi presenti nel reticolod@plasmatico sono stati
caratterizzati molecolarmente e biochimicamentes{iaa et al., 2001, Manya et al.,
2004, Akasaka-Manya et al., 2004).

Esistono poi altre 3 glicosiltransferasi putative{TN (fukutin), FKRP
(fukutin related protein), LARGHike-glycosyltransferase). Questi enzimi sonoistat
identificati per omologia di sequenza a glicosiisierasi note, ma attualmente
mancano conoscenze approfondite circa i loro satbstrolecolari (de Paula et al.,

2003, Brown et al., 2004, Brockington et al., 20R&ng et al., 2006).

| 6 geni coinvolti nellea-distroglicanopatie

Mutazioni nei 6 geni responsabili delglicosilazione delld-DG, FKRP,
POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, LARGE, danno origine a varie forme di
distrofie muscolari dei cingoli e a varie formeditrofie muscolari congenite.

Mutazioni nel gend?POMT1 sono state riscontrate sia in forme di distrofia
muscolare congenita severa ad esordio precoce ealterazioni strutturali del

sistema nervoso centrale e occhi (WWS, MEB), chi®ime di distrofia muscolare
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congenita senza alterazioni strutturali sistemavasgr centrale, ma con ritardo
mentale (FCMD, CMD), che in forme cingolari (LGMD2KAnaloga eterogeneita
clinica si & osservata nelle mutazioni dei ge@MT2, FKRP, POMGNT1, FKTN e

LARGE (Tabella 1XBarresi et al., 2005, Marti net al., 2005, Godfeg¢wl., 2007).

Tabella 1. Spettro fenotipico associato a mutazionelle

glicosiltransferasi coinvolte nell@-glicosilazione delk-DG

WWS MEB CMD LGMD
FKRP WWS MEB MDC1C LGMD2|
POMT1 WWS MEB FCMD LGMD2K
POMT2 WWS MEB FCMD LGMD2N
POMGNT1 WWS MEB FCMD LGMD2M
FCMD WWS FCMD LGMD2L
LARGE WWS MDC1D

Distrofie muscolari congenite

Le distrofie muscolari congeniteono un gruppo di malattie autosomiche
recessive clinicamente eterogenee, caratterizzateletbolezza muscolare diffusa,
spesso simmetrica e prevalentemente prossimalsadi@ congenito o nei primi 6
mesi di vita e con vari gradi di severita. L'evdluze € variabile, cosi come
l'interessamento dell'apparato respiratorio e dedre. Spesso si associano a ritardo

mentale e difetti strutturali del sistema nervosotrale e dell’occhio. Esordiscono
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solitamente entro il primo anno di vita e sono tretanente frequenti nella
popolazione (Mostacciuolo et al., 1996, Miyagoe+fiet al. 2000).

Dal punto di vista biochimico, le distrofie musadleongenite possono essere
suddivise in: miopatie caratterizzate da mutazioai geni che codificano per
proteine che glicosilanod:DG (comeFKRP, POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN,
LARGE) oppure miopatie causate da difetti genetici chimwolgono direttamente
molecole della matrice extracellulare (come lamanif, integrinan7, collagene VI)

0 miopatie caratterizzate da alterazioni del rédicendoplasmatico (come la
sindrome della spina rigida, RSMD1).

Le distrofie muscolari congenite con deficit totdldamininaa2, denominate
MDC1A, sono caratterizzate da deficienza di mesgiamininac2) e costituiscono
la CMD piu frequente nei paesi occidentali (Tomealet 1994). La laminina € uno
dei componenti principali della lamina basale edn@a proteina eterotrimerica a
forma di croce composta da una catena pesaite (la due catene leggefedy)
(Timpl et al., 1979). La laminina2 si colloca “a ponte” con la mediazione dei suoi
recettori muscolo-specifici, DG (Campbell, 1995)integrina a7 (Vachon et al.,
1997), fra la matrice extracellulare ed il citodetre intracellulare contribuendo in
questo modo alla stabilizzazione della membranaatare.

Le caratteristiche cliniche salienti delle forme rogno-negative di CMD
sono esordio neonatale di debolezza muscolare @dniga, contratture congenite,
ritardo marcato nella acquisizione delle tappe m@talecorso clinico severo con
impossibilita a raggiungere la deambulazione autancalterazione di segnale della
sostanza bianca nelle regioni periventricolari lecsuticali alla risonanza magnetica
(RMN) raramente associate ad alterazioni della azigne neuronale (Dubowitz,
1994, 1999, Dubowitz et al., 1995, Philpot et #095; van der Knaap et al., 1997,

Caro et al., 1999). | pazienti con deficit totaldaimininaa2 presentano mutazioni
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nel gene per la laminina2 (Helbling-Leclerc et al., 1995, Hayashi et al9%;
Pegoraro et al., 1996, Guicheney et al., 1997, 1B@8§oraro et al., 1998). Vi sono
anche deficit parziali primari di laminina2, che danno origine ad un gruppo
clinicamente eterogeneo di CMD. Deficit parzialineostati descritti in pazienti
affetti da CMD di tipo classico (Nissinen et al996; Tan et al., 1997; Sewry et al.,
1997; Allamand et al., 1997; Naom et al., 1998; iNa&t al., 2000; Pegoraro et al.,
2000) e in pochi pazienti con un fenotipo tipo clvgHayashi et al., 1997; Di Blasi et
al., 2000). Di solito il fenotipo clinico in quegtazienti € piu mite che nei pazienti
con CMD e deficit totale di laminina2.

Deficit secondari di laminina2 si osservano anche in CMD associate ad
alterazioni strutturali del sistema nervoso certrabme la FCMD (Hayashi et al.,
1993), la MEB (Haltia et al., 1997).

Fra le CMD dovute a mutazioni in glicosiltransferkes distrofia muscolare
congenita con ipertrofia muscolare ed insufficierespiratoria (MDC1C) e dovuta a
mutazioni nel gend=KRP. L’'esordio di questa forma di CMD é nelle prime
settimane di vita ed e caratterizzato da ipotonidifiecolta nell’alimentazione. |
pazienti non raggiungono l'abilitd di camminareildénotipo clinico é caratterizzato
da ipertrofia muscolare dei quadricipiti e gasteaon con prevalente atrofia dei
deltoidi e pettorali. Usualmente lo sviluppo inttlale € normale e la RMN
cerebrale nella norma (Brockington et al., 2001patienti con MDC1C mostrano
alla biopsia muscolare un deficit secondario diitama a2 ed un difetto di
glicosilazione din-DG.

Tra le distrofie muscolari congenite associate Hdrazioni del Sistema
Nervoso Centrale (SNC) ritroviankCMD, MEB e WWS.

Clinicamente la WWS si caratterizza per distrofiaisoolare congenita,

difetto di migrazione neuronale con lissencefakgenesia del corpo calloso,
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idrocefalo, agenesia dei lobi olfattori e ipoplasirebellare. A livello oculare é
frequente il riscontro di microftalmia, anomali¢inehe, glaucoma e malformazioni
della camera anteriore. | geni mutati idenficaigimariamente in associazione con
WWS sono statPOMT1 e POMT2, i cui prodotti enzimatici formano un eterodimero
che catalizza |®-mannosilazione deli-DG (de Berbabé et al. 2003).

La MEB fu originariamente descritta nella popola&o finlandese in
associazione con mutazioni del geR®OMGNTL, il cui prodotto € un enzima
coinvolto nel trasferimento dil-acetilglucosamina sul residuo di mannosio tramite
O-mannosilazione deli-DG (Yoshida et al., 2001). E una forma usualmegite
mite di WWS e si caratterizza per distrofia musemlassociata ad anomalie di
girazione neuronale, ipoplasia del tronco e ceettelle alterazioni di segnale della
sostanza bianca. Frequentissima € la miopatia aeleppacita del cristallino ed il
glaucoma.

La FCMD e prevalente in Giappone (e la secondaadfiatmuscolare piu
frequente dopo la distrofia muscolare di DuchenREMD e causata dall'inserzione
di un retrotrasposone nella regione 3’ non tradalth geneFKTN e da rare
mutazioni puntiformi. Anche in questo caso si agsox alla distrofia muscolare
alterazioni strutturali del SNC (anomalie di giaze, alterazioni di segnale della
sostanza bianca) e raramente alterazioni retifisbbayashi et al., 1998, Adams et

al., 2006, Messina et al., 2008).

Distrofie muscolari dei cingoli (LGMD)
Benché gia individuate alla fine del diciannovesisegolo, il primo tentativo
di classificazione delle distrofie muscolari € dmvua Walton e Nattrass che

coniarono il termine di “distrofia muscolare dein@oli” (LGMD) per definire
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pazienti con debolezza muscolare e atrofia dei olugwossimali del cingolo
scapolare e pelvico, senza coinvolgimento dellacwlatura facciale e in assenza di
una trasmissione della malattia legata al cromos¥m@&valton et al.,, 1954). La
difficolta di una classificazione univoca delle L®GM deriva dall'estrema
eterogeneita clinica e genetica della malattia,icbleide forme ad esordio al cingolo
scapolare o pelvico, progressione rapida e lersantissione autosomica recessiva
(LGMD2) e dominante (LGMD1) (Bushby et al., 1995)dBby, 1996, Hewitt et al.,
2003).

Oggi si conoscono 19 forme di LGMD (Bushby 1999, dtoal., 2008). Le
distroglicanopatie sono forme a trasmissione aubis®d recessiva: LGMD2| e
dovuta a mutazioni nel geneKRP, LGMD2K a mutazioni nel gen®OMT1,
LGMD2L nel geneFKTN, LGMD2M nel genePOMGNT1 e LGMD2N nel gene
POMT2 (Tabella 1) (de Bernabé et al, 2003, Adams eR@0D6).

La LGMD2I e caratterizzata da debolezza muscolaogrpssiva ad esordio
variabile dall'infanzia all’eta adulta. Si assocspesso ad ipertrofia degli arti
inferiori, macroglossia, cardiomiopatia dilatatived insufficienza respiratoria
restrittiva. La RMN cerebrale e lo sviluppo cogritisono nella norma nella
LGMD2I (de Paula et al., 2003). Nella LGMD2I la ramtone missenso C826A é
una mutazione comune presente in circa 40-50% dégli mutati (Brockington et
al., 2001, de Bernabe et al., 2003).

La LGMD2K si caratterizza per distrofia muscolare gilado variabile e
ritardo mentale anche severo (Balci et al., 2005).

La LGMD2N e LGMD2M sono state descritte in rarissipazienti con
fenotipo clinico relativamente mite senza alteragidel SNC (Biancheri et al., 2007,

Clement et al., 2008).
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La LGMD2L é una forma a fenotipo intermedio di LGMRei pazienti con
LGMD2L, la RMN cerebrale € normale mentre il ddfidi forza presenta
caratteristiche fluttuazioni della forza muscolassociate a stati febbrili e risponde

positivamente alla terapia steroidea (Godfrey.eR806).
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SCOPO
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Lo spettro fenotipico delle distroglicanopatie lega mutazioni nei geni
conosciutiFKRP, POMT1, POMT2, POMGnT1, FKTN e LARGE € molto ampio ed
in continua evoluzione. Il paradigma “un gene-unalatiia” (fenotipo) non si
applica ormai piu alle distroglicanopatie e vagitato in “un gene-fenotipi multipli”.
Questo studio si prefigge di ampliare le conosceteerapporti genotipo/fenotipo
nelle distrofie muscolari dei cingoli e nelle digte muscolari congenite da difetto di
glicosilazione.

Le basi metodologiche da cui partire hanno previstacaratterizzazione
biochimica del pattern di glicosilazione deHDG in una eterogenea popolazione di
pazienti affetti da distrofia muscolare congenitdistrofia muscolare dei cingoli ad
eziologia sconosciuta, selezionati dalla Bancadikte biopsie muscolari del Centro
delle Malattie Neuromuscolari dell’Universita di d@wa. Questo screening ha
consentito la selezione di un gruppo di pazientjuali applicare, con un approccio
di gene-candidato, la ricerca di mutazione nei gmificanti glicosiltransferasi
note.

La conoscenza dell’esatto spettro fenotipico legatautazioni delle diverse
glicosiltransferasi ci consente di identificare tsgtuppi di pazienti con fenotipi
atipici che altrimenti sarebbero sfuggiti ad unagmiosi molecolare; I'identificazione
di gruppi molecolarmente omogenei di pazienti prdsupposto per poter applicare
protocolli terapeutici mirati quando disponibilialconoscenza delle basi molecolari
delle malattie ci consente di offrire una consuéegenetica adeguata e di ridurre i

casi famigliari ricorrenti.
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MATERIALI E METODI
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Il gruppo di pazienti oggetto di questo studio @&astselezionato dalla Banca
dati delle biopsie muscolari del Centro delle MiaalNeuromuscolari, Dipartimento
di Neuroscienze, Universita degli Studi di Padolta banca dati comprende
attualmente piu di 8000 campioni di biopsia mus®leorrelati da dati clinici,
biochimici e molecolari.

| pazienti inclusi nello screening rispondevano b 0 piu dei seguenti
criteri: a) diagnosi di distrofia muscolare condaro distrofia muscolare dei cingoli
ad eziologia sconosciuta (normale distrofina, dagadisferlina, caveolina, emerina,
a-sarcoglicano, laminina2); b) miopatia con valori di CK fluttuanti, debaima
muscolare che si accentua durante stati febbrdsponsivita agli steroidi. Sulla base

di questi criteri sono stati selezionati 234 patzien

Immunoistochimica

Sezioni di 10um di biopsia muscolare ottentute al criostato setete
posizionate su vetrino pre-trattato (elettrostatatgelatinato). La sezione é stata
incubata per tutta la notte con I'anticorpo prirndiH6 (1:100) (Upstate) (Ervasti et
al., 1991) che riconosce un epitopo glicosilatd’ deDG e con I'anticorpo anti-core
peptidico della-DG (1:100) (Hermann et al.,, 2000)’anticorpo secondario
utilizzato per visualizzare la reazione e statoaanticorpo anti-topo IgM coniugato
con TEXAS RED (1:100) (Calbiochem). | vetrini sorstati visualizzati con
microscopio a epifluorescenza e fotografati corrwmhmera digitale. Le immagini al
microscopio sono state esaminate da almeno trestigaéori indipendenti.

L'intensita della reazione e stata valutata, imaziine ai controlli, secondo la
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seguente classificazione semiquantitativa: — :ress€ia-DG, +/- : riduzione di-
DG, +: normale presenza@iDG.

In ogni esperimento sono stati utilizzati sia umteollo positivo (biopsia di
paziente noto con assenzacdDG) che un controllo negativo (biopsia di paziente

sano).

Immunoblot

L’immunoblot per la porzione glicosilata deiDG é stato effettuato sulle
biopsie di 47 pazienti che presentavano alla flsmegaza un difetto di glicosilazione
di o-DG. Circa 20/30 sezioni al criostato di biopsia secnlare sono state
solubilizzate in tampone SDS, per ottenere unaaunazione finale di circa 4g
di proteine totali. | campioni sono stati carigatun gel di poliacrilamide a gradiente
(3.5%-12%) e separati su campo elettrico. | gebsstati trasferiti su membrana di
nitrocellulosa. La nitrocellulosa é stata lasciagaiugare all’aria e poi saturata tutta
la notte in latte. L'anticorpo primario IIH6 (1:5p@Upstate) € stato incubato per
un'ora (Ervasti et al., 1991). Il secondario € stain anticorpo anti-topo IgM
biotinilato (Sigma-Aldrich), diluito 1:1000. La re@ne e stata visualizzata con
streptavidina coniugata con HRP (Amersham) (sistemadina-biotina) e

chemioluminescenza (ECL - Amersham).

Analisi del DNA
I DNA utilizzato nello screening di mutazione étst estratto da biopsia
muscolare (GenElute Mammalian Kit, SIGMA), oppurai dinfociti di sangue

periferico raccolto in EDTA (Miller et al, 1988).
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Analisi di mutazione dei geni FKRP, POMT1, POMT2, POMGNT1,
FKTN, LARGE
La sequenza di riferimento per ogni gene é staénota da NCBI Nucleotide

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucgordasandosi sui seguenti

numeri di accesso a GeneBaitOMT1; NM_007171.2,POMT2; NM_013382.3,
POMGNT1; NM_017739.1FKTN; NM_006731.1L ARGE; NM_133642.2 ¢-KRP;
NM_024301.3. Il genePOMT1 contiene 20 esoni di cui 19 codificanti, il gene
POMT2 contiene 21 esoni tutti codificanti, il geROMGNTL contiene 22 esoni di
cui 21 codificanti, il gend=KTN contiene 10 esoni di cui 9 codificanti, il gene
LARGE contiene 16 esoni di cui 14 codificanti, il gefi€RP contiene 4 esoni di cui
1 solo codificante. | primers per amplificare gioei delle 6 glicosiltransferasi sono
stati generati tramite  l'utilizzo del programma tgieo  Primer3

(www.genome.wi.mit.edu/cqgi-bin/primer/primer3.Lgi

L’amplificazione dei prodotti di PCR (che includdtre alla regione
codificante anche le regioni degli accettori e donali splicing) e stata eseguita con
il termociclatore GeneAmp PCR System 9700 (Applgidsystem). Le reazioni
erano composte da: circa 50 ng di DNA genomico5 0nd1 di dNTPs, 0.2uM di
ciascun primer, 2 unita di Taqg DNA polimerasi (GOORq, Applied Biosystem),
magnesio cloruro 2 mM (Applied Biosystem) el buffgrecifico 10X per la Taq
(Applied Biosystem).

Le condizioni di amplificazione sono state: 10 nirau95°C per attivare la
Taq termosensibile, 35 cicli di: 30 secondi a 94t denaturare, 30 secondi a
temperature variabili per i vari set di primerseaanda del loro contenuto di GC per

I'appaiamento, 30 secondi a 72°C per I'estensierid) minuti per I'estensione finale
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di a 72°C. La temperatura di appaiamento delle ieopip primers € indicata in
Tabella 2.

Gli amplificati sono stati controllati in gel d’agssio e successivamente
analizzati con la tecnica di analisi conformazienalei polimorfismi a singolo
filamento (SSCP - Single-Strand Conformation Polgghgsm) (Orita, M., et al.
1989). Questa tecnica permette di evidenziare &icgilicon pattern di migrazione
anomalo in un gel non-denaturante di poliacrilamrégpetto a un DNA di controllo
(Sunnucks et al., 2000). La procedura separa irglifeammenti a singola elica di
DNA in base alla loro diversa mobilita elettrofocai mobilita che si modifica a
seconda della differente conformazione assuntgeiet conseguentemente alla loro
diversa sequenza nucleotidica (Wagner J., Acce28ed February 17). | campioni
vengono denaturati a 95°C e rapidamente raffreddaghiaccio, successivamente
sono caricati nel gel con I'aggiunta del buffercdricamento. | campioni vengono
separati su un gel di poliacrilamide al 5%. La eodura in genere 4 ore a
temperatura ambiente. Il gel viene colorato comatot d’argento e sviluppato in
soluzione basica con formaldeide per valutare tilgpa di migrazione. Il gel viene
scannerizzato e I'immagine digitale viene consergat supporto informatico.

| conformers evidenziati con SSCP sono stati ri#fiogti usando gli stessi
set di primers originari; i prodotti di PCR vengoparificati (purification kit GE
Healthcare) e sequenziati direttamente. La sequeiere effettuata presso BMR-
Genomics (Cribi - Padova). | cromatogrammi ed kedilcon i risultati del
sequenziamento sono analizzati con il programmangeqll (Pacchetto sequenze
DNASTAR), paragonando la sequenza di interessdacesrquenza di riferimento al

fine di evidenziare mutazioni.
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Tabella 2. Primers utilizzati per le varie glictrsihsferasi

TEMPERATURA DI

GENE NOME PRIMER SEQUENZA APPAIAMENTO
FKRP FKRP 1F TGCTGCCTTCCCTTTCGTCC 67°C
FKRP 1R AATGCCTCGAACTCCCGCAC
FKRP 2F CTGCAGCACCAGCCTAGGAA 65°C
FKRP 2R CTAGGGCCACAAACTCGGTG
FKRP 3F CATCCCCAACGTGCGTCT 65°C
FKRP 3R AGGCACCTGGCAGGGTTG
FKRP 4aF CCGAGTTTGTGGCCCTAGTA 65°C
FKRP 4aR CAGGAGCACCACAGCATCT
FKRP 4bF AACGTCAGCCTGCGAGAGT 65°C
FKRP 4bR CCTTCCCAGCTCACTAGGC
FKRP 5F CTTTCTGCAGACCGCCCTTC 65°C
FKRP 5R CGCCCTCGAGCCAGTAGC
FKRP 5aF AGCTGCTGGACTTGACCTTC 65°C
FKRP 5aR CGTGGTCTCCTTGTTGCAG
FKRP 6F CTACGAGGAGCGCTGGAC 60°C
FKRP 6R 5TACTGCACGCGGAAAAAGT
FKRP 7F ACTTGGAGGACGTGGGCAAC 65°C
FKRP 7R CAGGAAGCGGCGGTAGTTGT
FKRP 8F GAGTTTCCCGAGCACTTCCT 65°C
FKRP 8R CCAGCCTTCTCTCATGCTCT
POMI'1 POMT1ex2F GATCCCTTCTGTAGCCTCTC 5500
POMT1ex2R CTGGGAATGGAGTCATTTAG
POMT1ex3F CAAAGTCATTTGGAAACACA 55°C
POMT1ex3R GTAGGGGCTACTCTCCTGAT
POMT1ex4F TGCATCTTGTTTATTGCTTG 55°C
POMT1ex4R GCACATTAAAAGGGAAATGA
POMT 1ex5F CAGTGTGGTTGCTTTTCCAG 55°C
POMT1ex5R ACCAAGCCCATGTGATCTTC
POMT 1lex6F CATACGTTTTCCCTTGCTAC 55°C
POMT1ex6R CACCCAGAATCTCTGTTCTC
POMT1ex7F CTCTGAAGAATGTGGAGCTT 60°C
POMT1ex7R CTGCAAAGACATGACAGAAA
POMT1ex8F TTTCTGTCATGTCTTTGCAG 55°C
POMT1ex8R GATTGGAGTCTTTTCACCAA
POMT 1ex9F GCAGTGGAACATGACTTTTC 55°C
POMT1ex9R GATGCCCACTGCTTACTTAC
POMT1ex10F CAACCTTCTGCTTCTGTCTC 55°C
POMT1ex10R CCTCAAAGAAAGGGAAAGTT
POMT1ex11F TCCCAAAGTGCTCTGATTAC 55°C
POMT1ex11R AGCTCTGCTCTGGAGTCAC
POMT1ex12F CTGTTAGTTCGAGGGGACCA 60°C
POMT1ex12R ACCACAGAGGAAACCCACAG
POMT1ex13F CTTCCAGAGGAGTTCAAGGA 53°C
POMT1ex13R TTCATTACTGACGGTTGTGG
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POMT1ex14F CATTGTTTGGTGACAGGTCT 55°C
POMT1ex14R CTTGGGAAACAGACTGGAG
POMT1lex15F CTTTACTCTCCTGCGGTGT 55°C
POMT1ex15R GAACTCTGGGGTGTTATCAA
POMT1lex16F ATCTGTTATGCCCTTGTCTG 55°C
POMT1ex16R ACTCTGGTTTGAGTCCTGTG
POMT1ex17F TACTCCTTTGACCAAATCCA 55°C
POMT1ex17R GGAATTCTCAAGAAACAGGA
POMT1ex18F TAAAGTAGTGCGTGCATCTG 55°C
POMT1ex18R CCATGTGGGAGAGGTACTAA
POMT1ex19F AGCAGCAGAGTCGGTGTAGC 60°C
POMT1ex19R CGGTCCAGCCACTGTCTC
POMT 1ex20F GACAGCAGATGCCAAGAG 55°C
POMT1ex20R GGTGTTCTTTGCCACACTC

POMT'2 POMT2ex1F CTGGTCAGACAAAGTGTGC 60°C
POMT2ex1R GAGTCCCTCCCATCACTC
POMT2ex2F ATTGTTTGAAATGCATAGCC 55°C
POMT2ex2R AGAGCTGCTATTCACCACAC
POMT?2ex3F AGAGGAATCTTCTCCCAAAG 55°C
POMT2ex3R GTCCATTTCAAGTCAGGAAG
POMT2ex4F AGGTCCCCTGTCTTAAATGT 55°C
POMT2ex4R CCATGGTATGGCTAAGACAA
POMT2ex5F TCTCTTACCTCGCTTTTTCA 55°C
POMT?2ex5R TTACAGAAATTTTGGAGTTGC
POMT2ex6F CAAATTGAACTCCGTCTTGT 55°C
POMT2ex6R AAAACATTTCCACAGCAAAC
POMT2ex7F AATGAGGTCTCACATGCCTA 55°C
POMT2ex7R TAACCACAGACCCAGAAAAT
POMT2ex8F TGACTCTCTTCTGCTCTTCC 55°C
POMT2ex8R AATAACCCAAAGCCATCATA
POMT2ex9F GAGTCTCGCAGAGGGTTAG 55°C
POMT2ex9R CGTACAAGTGCACAAAAGG
POMT2ex10F CAGCTGTGCTGATAGTGATG 55°C
POMT2ex10R AGGGAGTAACAGCACAAGAA
POMT2ex11F TACCAGTAGGCCCTTGATTA 55°C
POMT2ex11R TGCCCGTACCATTTATTTAT
POMT2ex12F AATGTTGCACATCATCTTTCT 55°C
POMT2ex12R AGCCTCTTATCCTCAGGAAC
POMT2ex13F CCTTTCTGACACGTTTTCTC 55°C
POMT2ex13R GACAGCAAAACCCTAGAGAC
POMT2ex14F CATGTGGAAAAGAGAAGGAG 55°C
POMT2ex14R TATAAATGCTTCCCTCCAGA
POMT2ex15F ATGGACAGACTGAGGAAAGA 55°C
POMT2ex15R TCTTAGAGACGCCATGAAAT
POMT2ex16F ACATTTCTGTCAGCCCTCTA 55°C
POMT2ex16R TCTCCCTGCTCTTGTTCTT
POMT2ex17F CTGTCTGTGGAAGGTGACCA 60°C
POMT2ex17R ACCTGTGCAGAAATGGGAAT
POMT?2ex18F ATCTGCCCATTCCCATTTCT 60°C
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POMT2ex18R GGTGGTAAACGCAAAGGATG
POMT2ex19F TGTCTTCTGACTGGGCTGTG 60°C
POMT2ex19R CTGCTCTGTCTCCCAAGTCC
POMT2ex20F GACTCCAGGTTTCTCTCCTC .
POMT2ex20R GCACTGGTGGTGTTAAAAG
POMT2ex21F GCCTCCTACTGGTTCTCTCT E5oc
POMT2ex21R GGATGGTCCAGTACTGCTT

POMGNT1 | MEB-1F SAGCATCTTACCCCATGTGG 60°C
MEB-1R CCCAGTGCCTGATTTAGGTGG
MEB-2F TCTTCACTGCAGCCAGGGCC 67°C
MEB-2R TAGGGTCTGCCTGCCACTCC
MEB-3F AGGGCTAGGCTAAGGATGGG 60°C
MEB-3R CAGTGGACCATGCCCTGAGC
MEB-4F TACCCCTAAGACAGAGACACC 60°C
MEB-4R TGGTGAGTTGGTGTCATCAGC
MEB-5F TGGGTGACCCAGAGGGCTGG 60°C
MEB-5R TATGAGGGGCAGAGAAGCCGG
MEB-6F TCGTGCTCTGTGAGGCCAGG 60°C
MEB-6R AGGGTTCTGCTCCTCCCAGG
MEB-7F GTTGGATGAAAGTAGGCAGGG 60°C
MEB-7R GAGAGATCTAAATGCCCACCC
MEB-8F TGCCTGGGGCTCTTCAAACC 60°C
MEB-8R CAGGTAGGGAAAGCCCAACC
MEB-9F GTGGGGATCCCAGTTTGAAGG 60°C
MEB-9R CTCAAGAGTTCCTCCTGGAGG
MEB-10R GCCCAGCTGTAAACACAGGG 60°C
MEB-10F CTGGCAATCACTGCTGCTCC
MEB-11F GCCTTGGATTGCAGAGGTGG 60°C
MEB-11R GTGGGAATAGGGCACATGAG(
MEB-12F GGCAGACACCTGGCTCTGCC 62°C
MEB-12R CCACGTAACAGGCCCAGACC
MEB-13F TGCTGCCTGCAAGAAGAGGG 60°C
MEB-13R ACACCTCACTGACTCTTTCCC
MEB-14F CCCAGCTCCAGCAATTCTAGC 60°C
MEB-14R GGGAGGTATTAGCTGAGGCC
MEB-15F TGACCAGGGTTTAGCAGGCG 60°C
MEB-15R AGACATGGACCACGATGAAGG
MEB-16F TGGAGTCCCCTACCAACTCG 60°C
MEB-16R CTTGACTGTCATGCCACACTG
MEB-17F TCAGCAAGTGGGTGTGGGCC 60°C
MEB-17R GGGACTTTCAGGGACTGGCC
MEB-18F TGCCCTGCTCAGTGCTACCC 60°C
MEB-18R TAAATTATGGGGCCAAGATCCG
MEB-19F AGGGTCCTGTGGGACACACC 60°C
MEB-19R GGGGCAGTATGTGTGTGAGG
MEB-20F CCAAAGGGTCGTCAGTGACC 60°C
MEB-20R AAGCCATTAGCTATATCCCTGG
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MEB-21F GCCCTGGGAAACAGGAGGCC 60°C
MEB-21R GTAGGAGGGAAGGGCTAGCC

LARGE | Large ex3F GCCTTCCTCTTTGCTCTTCC 60°C
Large ex3R TCCCTCCTTCCCTCTCACTT
Large ex4aF AGGCATGGTTCATCCAGATT 60°C
Large ex4aR GAGTAGGTCTTGGAGTGGTTGC
Large ex4bF CGAGGTGGAGGAGGAGAAC 60°C
Large ex4bR AGGCTCCAGATGCCCTTTAC
Large ex5F GATCTGAAGCACCAGGAAGG 60°C
Large ex5R TCCCCAAGGAAATACACAGG
Large ex6F CCTGACCCTTCCTTCTCACA 60°C
Large ex6R TGGCATTGCTACAGTCTGCT
Large ex7F TCCAACTCTCTCTCTGCCTTG 60°C
Large ex7R CCTACAAGGATATCGGGGAAA
Large ex8F TGGCTTGGCTTCTCCTTTTA 60°C
Large ex8R CCTGAGCTTTTGCAATCTCC
Large ex9F GGTGTGCCTAGCTCTCCATC 60°C
Large ex9R TGAGAAACAGCACCAAGCAC
Large ex10F CCTATCACAGGGGATGCAGT 60°C
Large ex10R AGGGATGTCCCTGTGTTGAC
Large ex11F CCTGCCATACCTGACCACTT 60°C
Large ex11R TGATGGATGAGCAGAGAAGC
Large ex12F CCCTCGGACCTCTTCTTCAC 60°C
Large ex12R GTGAGGCCGTCTGCCATA
Large ex13aF ACCCTCCCTGTCTCTTCCAG 60°C
Large ex13aR TGTAGGGAGTGCTGATGTGC
Large ex13bF TGETACAAGGAGGGCCAGTTC 60°C
Large ex13bR CCCCATCTGGAAAAGAAACC
Large ex14F CCTGGTGTCACAGGGACTCT 60°C
Large ex14R CCCCCAGAGTACAGCAGCTA
Large ex15F ATGGCTTTTCTCCGTGTGTC 60°C
Large ex15R GTGGATGCTCCGTTCTTCTC
Large ex16F CGCTGCTCTTGTCTTCTTCC 60°C
LARGE ex16R GGGATTAGGGATTGCCACTT

FKTN FCMDplbF AGATTATAAAAGCGAGGAATCGC 55°C
FCMDp1lbR TACCTGTCTGAAGGCGCC
FCMDp2aF CTATTGTTGGTTATTACAGGTAC 55°C
FCMDp2aR CTTGTCAGCGTTAAAAGGGC
FCMDp2bF TGAAAACGACTGAGATACTTTC 55°C
FCMDp2bR TGCAAAGAGAAGTGTGATCAGA
FCMDp3F GTTGCATGCTGGACTTTGAA 55°C
FCMDp3R CATAAAGCACTTGGTAAAGGGC
FCMDp4aF GACTGTTGTGTTGGCTTACTG(G 55°C
FCMDp4aR GATACTGCAGTGCAAATGCAG
FCMDp4bF CTTCTCATGGCTCTACTTCAC 55°C
FCMDp4bR TTTAAACTAGCCTAAACCTATAC
FCMDp5aF AGTTTTGCTACTAGTATTTGGO 55°C
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FCMDp5aR TGAAAGACTACCAAGTGGATC

FCMDp5bF AGACTCACTCTCTGGAACTG 55°C
FCMDp5bR GACTGAACAACACTCATTTCAC

FCMDp6F TGTCCTAATGTTCTCCCTCC 55°C
FCMDp6R CCCTTCATCTTACCACCCTC

FCMDp7F TCAAATTTAATTCAGATGCCAQA 55°C
FCMDp7R TCCCTAAAGCCAGAGGACAA

FCMDp8aF GGTGAAGCATCTTAAGTCTAATCC 55°C
FCMDp8aR TTCCTAGGTCAACATCTTTGC

FCMDp8bF TTTTAGGATGGTATCGACAATGC 55°C
FCMDp8bR ATTCTTAACCATATCTGAGTTQEC
FCMDp9aF GTGCATCTTAGAATGAATACTCQT 55°C
FCMDp9aR TTCCTGTTTTGGCCTGAGTG

FCMDp9bF TTGGAACTATCCTTCCAGGG 55°C
FCMDp9bR ACTTCTTTATTTCTACCTCCTG

FCMDp10F CTTCTTCCACTGTTGAAGCC 55°C
FCMDp10R TTTTCCAAAAGAGAAATTCTCQC

Conferma delle mutazioni
Se é stata trovata una variazione nucleotidicgoraotto di PCR in esame,
guesta viene validata con una seconda metodicasdivaalla tecnica SSCP. Si
utilizzano:
a) l'analisi dei polimorfismi dei frammenti di restione, se la
mutazione causa perdita o acquisizione di un sitoestrizione.
Questo metodo consiste nel digerire con l'adeguainima di
restrizione il prodotto di PCR di interesse. Siagapo i frammenti
di restrizione in gel d’agarosio e si fotografa risultato con
macchina Polaroid;
b) se la variazione nucleotidica non modifica un sitgestrizione, si
puo utilizzare la tecnica tetra-primers ARMS PCRnf#lification
Refractory Mutation System) che é basata sull'aiffeEnto in
multiplex di 2 reazioni di amplificazione con 4 mers specifici.

Una coppia € un controllo di efficacia della PCR wth coppia
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viene disegnata in modo mutazione-specifico: unmeri ha
all'estremita 3’ terminale una base normale eralinutata. Se si
ottiene un prodotto sia con il primer normale clom ¢ primer

mutato, si rileva la presenza di una variazionest@rozigosi, se
invece I'amplificazione avviene solo con uno dgritners, o ci Si
riferisce ad una variazione in omozigosi oppuréasdlenza della
variazione di interesse, a seconda del primer afgevamplificato
(Ye et al., 2001).

Una volta confermata la variazione nucleotidicaasmutazione é codificante
si deve stabilire se si tratta di un polimorfismaliouna mutazione causativa. Per
prima cosa si verifica se la variazione corrispoadauna variazione di aminoacido.
Se la mutazione e silente non viene ulteriormertsqguita. Si controlla I'eventuale
presenza in letteratura della variazione utilizzadversi database per stabilire se si
tratta di un polimorfismo o di una mutazione néter i polimorfismi si utilizza il

database on-line Entrez - SNP (Single Nucleotide lyrRarphism)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez per le mutazioni il Human Gene

Mutation Database (HGMD)htp://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.phe il Leiden

Muscular Dystrophy pages (LOVDhtfp://www.dmd.nl).

Una volta evidenziato che la variazione identificabn € un polimorfismo o
una mutazione noti, si applicano diversi criteni giabilirne la patogenicita:

- si analizza la frequenza della mutazione nella [aapone di
controllo, che deve essere inferiore ad almeno I'P& questo si utilizza un
pannello di almeno 100 cromosomi di controllo;

- si valuta la segregazione della mutazione nellaidtan
quando possibile, che deve seguire le modalita o drasmissione

autosomica recessiva;
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- si esamina la conservazione dell’laminoacido, nedocdi
mutazioni missenso, nelle diverse specie.
Sono state considerate “a priori” patogenetichanlgazioni nonsenso, le
inserzioni, le delezioni, con slittamento del quadr lettura, le alterazioni dei siti di

splicing.
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RISULTATI
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Popolazione dei pazienti studiati
Sono stati selezionati per lo studio delDG 234 pazienti. Di questi 146

erano affetti da LGMD, 38 da CMD e 50 da miopata altrimenti caratterizzata.

Studio immunoistochimico con I1H6

Le biopsie muscolari dei 234 pazienti selezionatncs state testate con
I'anticorpo IIH6 diretto contro un epitopo glicasib della-DG per studiare la
glicosilazione della proteina ed identificarne tifell 40% (94/234) delle biopsie
muscolari dei pazienti analizzati presentava uncidedi glicosilazione delk-DG
(Tabella 3). 1l 34% (79/234) presentava un defwitziale di glicosilazione, mentre |l
6% (15/234) mostrava un deficit totale (Figura B).20 pazienti con difetto di
glicosilazione dia-DG, la biopsia muscolare € stata analizzata arwre un
anticorpo diretto contro il core peptidico dellaf@ina. Come atteso, tutte le biopsie
presentavano normale espressione-DiG (Figura 6).

Analizzando il difetto di glicosilazione rispettbfanotipo clinico dei pazienti
studiati, si evidenzia che: 57/146 (39%) paziemtiezonati con fenotipo tipo
LGMD, 19/38 (50%) dei pazienti selezionati con fepo CMD e 18/32 (56%) dei
pazienti con miopatia non altrimenti determinatastravano ridotta glicosilazione
della-DG. Il 60% (140/234) delle biopsie muscolari apzdite mostrava una

normale glicosilazione ded-DG.
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Tabella 3. Dati

immunoistochimici per [IH6 nella arte di

pazienti
Normale Deficit parziale| Deficit totale TOT
LGMD 89 49 8 146
CMD 19 13 6 38
Miopatia 32 17 1 50
TOT 140 79 15 234

Studio di immunoblot con IIH6

L'immunoblot con I'anticorpo IIH6 €& stato eseguga 47 campioni risultati

deficitari di a-DG in immunoistochimica al fine di quantificarné difetto di

glicosilazione. Il muscolo di controllo presentavsa estesa banda in corrispondenza

del peso molecolare atteso di 156 kDa.

Tredici pazienti mostravano un deficit totale @iDG glicosilato (13/47,

28%), 8 pazienti mostravano una riduzione compiresa e 20% dei controlli (8/47,

17%), 10 pazienti una riduzione tra il 20 e il 5Q020/47, 21%), 8 pazienti tra il 50 e

80% (8/47, 17%) e 2 pazienti tra 80 e 100% (2/#%).4n 6 pazienti non si €

osservata una riduzione @iDG (6/47, 13%) (Tabella 4) (Figura 7).

Tabella 4. Dati di immunoblot per [IH6 nella coodiepazienti

Difetto di glicosilazione

di o-DG in %

>0 —<20| >20 —<50

>50 —<80

>80 — <100

100

46



Numerosita dei pazient

(Totale 47) 13 8 10 8 2 6

Studio di mutazione dei genFKRP, POMT1, POMT2, POMGNnT1, FKTN
e LARGE

L’analisi di mutazione per i geiKRP, POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN
e LARGE e stata condotta sui 94 pazienti in cui é statmtifieato un difetto di
glicosilazione delld-DG. In 29 probandi (29/94, 31%) sono state ideratié
mutazioni in omozigosi 0 eterozigosi composta. Sstate identificate 20 mutazioni
diverse di cui 7 non previamente riportate in lettiera. Complessivamente sono
state identificate 13 mutazioni missenso, 2 mutazionsenso, 3 mutazioni di siti di
splicing e 2 inserzioni con slittamento del quadrdettura (Tabella 5). Su un totale
di 20 mutazioni identificate, 5 sono ricorrenti: | ngene FKRP la mutazione
Leu276lle e stata identificata in 8 pazienti, latazione Argl43Ser in 5 pazienti, la
mutazione Pro358Leu in 3 pazienti e la mutazioreP8Ser in 2 pazienti; nel gene
POMT2 la mutazione Gly353Ser € stata identificata ira2ignti. In totale sono stati

identificati 47 alleli mutati su 58 (47/58, 81%).

GeneFKRP: sono state identificate 6 mutazioni in 16 pazi€habella 5). In
12 pazienti sono stati identificati entrambi gleéilmutati ed in 4 pazienti solo uno.
Tutte le mutazioni sono state del tipo missensooealizzate nel dominio
intraluminale della proteina. Le mutazioni sonaultiste distribuite lungo l'intera
sequenza codificante diKRP senza raggruppamenti significativi (Figura 8). La

mutazione C826A ¢ stata riscontrata in 15 su i atlutati (47%) (Figura 9).
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Sono stati identificati 7 polimorfismi, 5 erano poebrfismi silenti C135T
(Alad5Ala), A201G (Val67Val), T1164C (Asp388Asp),1242T (Hys414Hys),
C1405T (Leu469Leu), ed uno si localizzava nellaaeg 5’ non tradotta (-34C>T).
La variazione nucleotidica C341G, presente in dqudiz risultava nella sostituzione
di una alanina con una glicina (Alal14Gly). Questaazione C341G ha mostrato
una frequenza dell’l% nella popolazione di contrallna variazione su 1/100
cromosomi studiati) (Tabella 7).

Tutti i pazienti identificati con mutazioni del gerFKRP (LGMD2I)
presentavano un normale profilo cognitivo ed avevama RMN cerebrale normale.
Tredici pazienti presentavano un fenotipo tipo olngon eta di esordio del deficit di
forza variabile tra i 2 ed i 50 anni; 3 paziengggntavano un fenotipo clinico mite:
un paziente presentava iperCKemia e mialgie (p&zi@h un paziente aveva una
miopatia lieve tardiva (paziente 10) ed un pazieptesentava mialgie con

iperCKemia fluttuante (paziente 16).

GenePOMTL: sono state identificate 9 mutazioni in 8 paziehtcui 6 non
note in letteratura (Tabella 5). In 4 pazienti setati identificati entrambi gli alleli
mutati, mentre in 4 pazienti e stato identificatoaolo allele. Sono state identificate
2 inserzioni con slittamento del quadro di lett@anutazioni nonsenso, 1 mutazione
nel sito donatore di splicing e 4 mutazioni missgeridelle 4 mutazioni missenso, la
mutazione Asnl44Asp € localizzata nel dominio corae protein-mannosil
transferasico (PMT), la mutazione Thr4l4Met nel doon MIR (dominio del
recettore trifosfato della rianodina ed inositolgpmteinaO-mannosil transferasi)
intraluminale nel reticolo endoplasmico sede d#iVda catalitica (Figura 10), le
mutazioni Arg735Cys e GIn590His sono entrambe Ipzate nel dominio

intraluminale della proteina (Figura 11). Questetamioni sono risultate assenti in
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100 cromosomi di controllo e coinvolgono aminoacidonservati durante
I'evoluzione (Tabella 6). Le mutazioni nonsensof5pX e Arg622X, e le due
inserzioni con slittamento del quadro di letturégg W4GlyfsX27 e Val417CysfsX17,
predicono una proteina tronca. La mutazione Tyr51&%Xcolloca nel dominio
intraluminale, la Arg622X nel dominio citoplasmatjcla Val417CysfsX17 nel
dominio MIR e la Ala704GlyfsX27 nel dominio transmierana (Figura 11). La
mutazione del sito di splicing IVS4 +1G>T, che aailye il nucleotide conservato
in posizione +1 del sito donatore di splicing, pecedlo splicing alternativo, con
conservazione del quadro di lettura, delleson&M.aminoacidi (dal residuo 77 al
residuo 94) codificati dall’esone 4 si collocand deminio PMT della proteina. Non
e stato possibile lo studio dell'espressione dasdritto alternativo codificato da
questa mutazione di splicing in quanto non eraatigple il tessuto muscolare per
I'estrazione dellRNA.

Sono stati identificati 11 polimorfismi, di cui 4amo polimorfismi silenti,
C1113T (Asp371Asp), C1191T (His397His), C1764T §B&Ser), C942T
(Thr314Thr). Tre erano codificanti, G1565A (Arg532l), C751T (Arg251Trp) e
G752A (Arg251GlIn) e 4 si localizzavano nelle regiortroniche (IVS12+34G>A,
IVS15+14G>A, IVS17-14C>T, IVS19+13C>T) (Tabella 7).

Tre dei pazienti con mutazioni del geROMTL erano affetti da CMD, gli
altri 5 da una forma cingolare di distrofia muscelal paziente 23 presentava un
fenotipo tipo WWS con alla RMN cerebrale un quacheatterizzato da lissencefalia,
idrocefalo, agenesia del corpo calloso e dei baolfattori, ipoplasia cerebellare.
Aveva anche glaucoma, atrofia retinica e catardktpaziente 22 presentava un
fenotipo MEB con alla RMN displasia corticale e adefalo. Il paziente 24
presentava un fenotipo tipo CMD con ritardo mentaledalla RMN cerebrale

mostrava idrocefalo senza alterazioni strutturalilegvo. | 5 pazienti con fenotipo
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tipo LGMD hanno avuto un esordio di malattia in eténprese frai 4 ed i 35 anni di
eta. In tutti si e trattato di un deficit di forzaevalente al cingolo pelvico con
ipertrofia dei polpacci ed ipotrofia relativa dehgolo scapolare. In due pazienti era

presente cardiomiopatia dilatativa di grado seypazienti 17 e 19).

Gene POMT2: sono state identificate 3 mutazioni in 3 pazieStlo in un
paziente sono stati identificati entrambi gli allelutati. Sono state identificate 2
mutazioni missenso ed una mutazione di splicingbélla 5). La mutazione
Gly353Ser e la mutazione Arg434Trp si localizzaebdominio MIR della proteina
(Figura 12). La sostituzione nucleotidica in pasiz -6 del sito accettore di splicing
dell'introne 12 causa la creazione di un sito dicgpy criptico 5 nucleotidi prima del
sito canonico. L'utilizzo di un programma di calegder i siti di splicing che impiega
le matrici compilate da Shapiro e Senapathy (Sbagtral., 1987) mostrava un
valore del sito di splicing canonico di 83.2, menguando € stata analizzata la
sequenza mutata il sito di splicing e stato ider&ib 5 nucleotidi prima con un
punteggio di 88.1. Sfortunatamente la biopsia mlaseali questa paziente non era
disponibile per l'estrazione dellRNA e la valutage dei trascritti alternativi,
tuttavia la simulazione al computer predice l'iizs@ne di 5 paia di basi nell’'esone
13 con lo slittamento del quadro di lettura e BrBone di un codone di stop
prematuro. La glicina in posizione 353 e l'arginingosizione 434 sono conservate
nell'evoluzione.

Sono stati identificati 5 polimorfismi, | polimosimo silente G355T
(Tyr119Tyr) ed uno codificante C161A (Ala54Glu) sidocalizzavano nelle regioni
introniche (IVS6-18G>A, IVS17+44C>T, IVS17+54C>Tijgbella 7).

Il paziente 25 presentava un fenotipo clinico cotipda con una forma di

CMD con ritardo mentale. La RMN cerebrale mostrana ipoplasia cerebellare con
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ponte sottile ed un modesto idrocefalo. Il pazigtiepresentava una miopatia lieve

con mialgie ricorrenti, mentre il paziente 27 @D con ritardo mentale.

Gene POMGNT1: sono state identificate 2 mutazioni in 2 pazi€mabella
5). Un paziente presentava in omozigosi la mutazitM515-2A>G ed il secondo
paziente in eterozigosi la mutazione Asp556Asnnflatazione del secondo allele
mutato non é stata identificata). La mutazionesitel di splicing IVS15-2A>G, che
coinvolge il nucleotide conservato in posizioned® sito accettore di splicing,
predice lo splicing alternativo dell’esone 16. Aacper questo paziente non era
disponibile la biopsia muscolare per poter effettlastrazione del’RNA e I'analisi
dei trascritti. La mutazione é risultata assent256 cromosomi di controllo (Diesen
et al., 2004). La mutazione missenso Asp556Aspdilizza nel dominio specifico
per il substrato della proteina. Questa mutazioressente in 100 cromosomi di
controllo.

Sono stati identificati 3 polimorfismi, che si Idiegaavano nelle regioni
introniche (IVS3+33T>G, IVS6+45A>G, IVS15-33C>T)dbella 7).

Il paziente 28 presentava un fenotipo tipo MEB atha RMN cerebrale cisti
cerebellari, fusione dei collicoli, lieve atrofierebrale e cerebellare, ipotrofia del
tronco encefalico, e lieve alterazione della sasddnianca; il paziente 29 aveva un

fenotipo LGMD senza ritardo mentale.

GeneFKTN: non sono state identificate mutazioni causativguesto gene.
Sono stati identificati 5 polimorfismi. Tre eranodificanti A1336G (Asn446Asp),
G373A (Glyl25Ser) e G608A (Arg203GIn) e 2 si lozaivano nelle regioni

introniche (IVS6+14G>A, IVS9+17G>A) (Tabella 7).
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Gene LARGE: non sono state identificate mutazioni causativequesto
gene. Sono stati identificati 5 polimorfismi. Quatterano polimorfismi silenti,
C1092T (Thr364Thr), C2100T (Asn699Asn), C576T (P2Rro), G165C

(Thr55Thr), ed 1 si localizzava nella regione intoa (IVS13+67A>G) (Tabella 7).
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Tabella 5. Mutazioni identificate nei g¢fkKRP, POMT1,

POMTZ2, POMGnT1, FKTN, LARGE

paziente| fenotipo Gene variazione variazione _Esone/ [IH6 IHC |1IH6 WB (%)
genomica proteica introne
C826A Leu276lle 4 :
1 LGMD FKRP C1384T Prod26Ser 2 Eterozigote composto 0
2 miopatia| FKRP C427A Argl43Ser 4 Eterozigote composto* +/- 60
3 LGMD FKRP C826A Leu276lle 4 Omozigote +/- 0
C1073T Pro358Leu 4 .
4 LGMD FKRP C1384T Prod26Ser 7 Eterozigote composto 0
5 LGMD FKRP C427A Argl43Ser 4 Eterozigote composto* +/- 80
6 LGMD FKRP C427A Argl43Ser 4 Eterozigote composto* +/- n.d.
7 LGMD FKRP C826A Leu276lle 4 Omozigote +/- 0
8 LGMD FKRP C826A Leu276lle 4 Omozigote +/- 30
9 LGMD FKRP C427A Argl43Ser 4 Eterozigote composto* +/- n.d.
10 miopatia| FKRP G731A Arg244His 4 Omozigote +/- 80
G478T Vall60Phe 4 .
11 LGMD FKRP C1073T Pro358Ley 7 Eterozigote composto +/- 0
12 LGMD FKRP C826A Leu276lle 4 Omozigote +/- 60
C427A Argl43Ser 4 .
13 LGMD FKRP C1073T Pro358Lel 7 Eterozigote composto +/ n.d.
14 LGMD FKRP C826A Leu276lle 4 Omozigote +/- n.d.
15 LGMD FKRP C826A Leu276lle 4 Omozigote - 0
16 miopatia| FKRP C826A Leu276lle 4 Omozigote - 0
A430G Asnl44Asp 6 :
+/- .d.
17# LGMD POMT1 C1241T ThralaMet 12 Eterozigote composto / n.d
18# LGMD | POMT1 C1545T Tyr515X 15 Eterozigote composto* +/- 15
19# LGMD | POMT1 C1864T Arg622Xx 18 Eterozigote compostg* +/- 60

53



20 LGMD POMT1 C2203T Arg735Cys 20 Eterozigote compostp* +/- n.d.
21 LGMD POMT1 G1770C GIn590His 18 Eterozigote compostp* - 0
22 CMD POMT1 2111insG | Ala704Glyfsx2y 20 Omozigote - 0
23# CMD POMT1 1249insT | Val417CysfsX17 13 Omozigote - 0
244 CMD POMT1 | IVS4+1G>T Splicing 4 Omozigote - n.d.
G1058A Gly353Ser 9 . _
25 CMD POMT2 NVS12-6T5C Spiicing o Eterozigote composto n.d.
26# miopatia| POMT2 C1300T Arg434Trp 12 Eterozigote composto* +/- 80
27 CMD POMT2 G1058A Gly353Ser 9 Eterozigote compostp* - 0
28 CMD | POMGNT1| IVS15-2A>G Splicing 15 Omozigote - 0
29 LGMD |POMGNT1 G1666A Asp556Asn 20 Eterozigote compostp* +/- n.d.

Il simbolo * indica che la seconda mutazione natada determinata. Il simbolo # indica mutaziom poesenti in letteratura. La sigla n.d. indica

dato non disponibile. L'immunoistochimica peDG é stata quantificata in 3 classi: —: totaleeags; +/-: difetto parziale; +: normaleDG.

54



Tabella 6. Allineamento multiplo delle proteine POM

SPECIE REFERENZA RESIDUO AMINOACIDICHE
N144D | T414M | Q590H | R735C
Hono sapi ens NP_009102.3 IE NAL | LNTHD| SAQH | ALRWK
Bos taurus NP _001073799.1 |IE NAL|LNTHD|SAQH | ALRWK
Mus rmuscul us AAS76201.1 IE NAL |LNTHD| SAQH |ALRWK
Rat t us norvegi cus NP_445858.1 IE NAL | LNTHD| SAQH | DLRWK
Gal | us gal | us NP_001025856.1 |LENSL|LNTHD|GAQH |DLRWK
Xenopus tropicalis |AAH75534.1 FENAL | LNTHD| TAQQ | SLRWK
Tet raodon
nigroviridis CAF89480.1 LENSL | LNSHD|NAQIH | RLRWR
Dr osophi | a
mel anogast er NP_524025.2 LDNSL [ LNSHD| SAQY |SLRWK
Neur ospora crassa XP_332024.1 LDNAH|LLSHD|RQAY | RRKWL
Aspergillus
ni dul ans XP_659063.1 FDNAH|LLTHD|REQY | ARKWL
G bberell a zeae XP_380784.1 LDNAH|LLSHD|RQY | RRKWL
Hypocrea j ecorina AAP05785.1 LDNAH|LLSHD|RQY | RKKWL
Ustilago maydi s XP_761580.1 FDNAH|LLTHD| QHJY |ARRLL
Yarrow a |ipolytica |XP_503607.1 LDNAH|LLTHD|RAQY [WRMWN
Ashbya gossypi i NP_982862.1 VDNAH|LLTHD|RRQY | KROQWH
Kl uyver omyces
| actis XP_451701.1 VDNAH| LLAHD| RKQIF | ARQWH
Candi da gl abrata XP_449354.1 ID NAH|LLAHD| RKQY | KRKWL
Schi zosacchar onyces
ponbe NP_596807.1 FDNAH|LMTHD| NKQY | RRKWL
Saccharonyces
cerevisiae NP_012677.1 ID TAH| LLAHD| KKQY | SREWR

In tabella € mostrata la conservazione tra i diverganismi dellaminoacido mutato

per le seguenti mutazioni N144D, T414M, Q590H, R7.35

Tabella 7. Polimorfism

i identificati

Variazione nucleotidica

Variazione aminoacidica

Database on line

GeneFKRP

S5'UTR -34C>T

LOVD
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C135T Ala45Ala LOVD

A201G Val67Val LOVD

C341G Alal14Gly LOVD

T1164C Asp388Asp LOVD

C1242T Hys414Hys LOVD

C1405T Leud469Leu LOVD

GenePOMT1

C751T Arg251Trp Entrez-SNP rs3887873
G752A Arg251Gin Entrez-SNP rs2296949
co42T Thr314Thr Entrez-SNP rs10901065
C1113T Asp371Asp Entrez-SNP rs58348639
C1191T His397His Entrez-SNP rs35242383
G1565A Arg522Lys LOVD

C1764T Ser588Ser Nuova variazione
IVS12+34G>A Nuova variazione
IVS15+14G>A Nuova variazione
IVS17-14C>T Nuova variazione
IVS19+13C>T Entrez-SNP rs4740165
GenePOMT?2

C161A Ala54Glu LOVD

G355T Tyr119Tyr Nuova variazione
IVS6-18G>A Nuova variazione
IVS17+44C>T Nuova variazione
IVS17+54C>T Nuova variazione
GenePOMGNT1

IVS3+33T>G LOVD

IVS6+45A>G Nuova variazione
IVS15-33C>T Nuova variazione
GeneFKTN

G373A Gly125Ser LOVD

G608A Arg203GIn LOVD

A1336G Asn446Asp LOVD

IVS6+14G>A Nuova variazione
IVS9+17G>A Nuova variazione
GeneLARGE

G165C Thr55Thr Nuova variazione
C576T Pro192Pro Nuova variazione
C1092T Thr364Thr LOVD

C2100T Asn699Asn LOVD

IVS13+67A>G Nuova variazione

In tabella sono indicate le referenze quando diglon

LOVD = Leiden Muscular Dystrophy pagesvww.dmd.n)
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Entrez - SNP =Http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez

Studio dell'a-distroglicano nei pazienti mutati nelle varie gliosiltransferasi

In conclusione in relazione al fenotipo sono stadmtificate mutazioni
causative:

- nei geniFKRP, POMT1 e POMGNT1 in 19 pazienti con fenotipo clinico tipo
LGMD (19/57; 33%);

- nei geniPOMT1, POMT2 e POMGNT1 in 6 pazienti con fenotipo CMD (6/18;
33%);

- nei geniFKRP e POMT2 in 4 pazienti con miopatia (4/19; 21%) (Tabella 8)

Tabella 8. Percentuale di mutazione nelle varieogiitransferasi nei
pazienti con difetto di glicosilazione deDG

Deficit di a-DG Mutazioniin Percentuale
glicosiltransferasi

LGMD 57 19 33% (19/57)

CMD 18 6 33% (6/18)

miopatia 18 4 21% (4/19)

Nei pazienti mutati si € osservata completa asseinglécosilazione du-

distroglicano in 4 pazienti affetti da LGMD, in @zenti affetti da CMD e 1 paziente

affetto da miopatia. Difetti parziali sono statsesvati in 15 pazienti affetti da LGMD,

3 pazienti affetti da miopatie ed in nessun paeierfitetto da CMD (Tabella 9).

57




Tabella 9. Difetto di glicosilazione nei pazientutati

Deficit totale dia-DG

Deficit parziale d-DG

LGMD 4 15
CMD 6 0
Miopatia 1 3

58




DISCUSSIONE
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Le distroglicanopatie costituiscono un gruppo reshente recente di malattie
neuromuscolari caratterizzate da un estremo pofismo clinico, ma accumunate da
una ridotta glicosilazione del:DG nelle biopsie muscolari dovuta a mutazioni in 6
geni codificanti glicosiltransferasi certe o puwati In questo lavoro abbiamo
sistematicamente scrinato una coorte di pazienti diagnosi di CMD o LGMD o
miopatia ad eziopatogenesi sconosciuta per mutazien geni FKRP, POMTL,
POMT2, POMGNT1, FKTN, e LARGE. | pazienti sono stati selezionati sulla base del
riscontro di una ridotta glicosilazione dtDG nella loro biopsia muscolare. Nelle
distrofie muscolari/miopatie ad eziopatogenesi ssoiuta il tasso di identificazione di
difetti di glicosilazione e stato del 40%, ma sok 31% di questi casi e stato possibile
identificare una mutazione in una glicosiltrans$éerd.a discrepanza fra I'elevato
numero di pazienti con difetti di glicosilazione kthumero di pazienti identificati con
mutazioni causative nelle glicosiltransferasi netegerisce che vi siano altri geni,
attualmente sconosciuti, coinvolti nella glicositare dello-DG. Questa ipotesi e
verosimile considerato che nei lieviti, organisrai gquali laO-glicosilazione € stata piu
ampiamente studiata, l@-glicosilazione stessa e un processo multifasidoguele
intervengono in sequenza numerose glicosiltransifeqapartenenti ad una famiglia di
PMT (protein O-mannosyltransferase) molto numerosa e molto ceaternella
evoluzione, tanto che si ritiene che le prime féia glicosilazione siano in comune
negli eucarioti e nei lieviti (Willer et al., 20Q3RAlternativamente il basso tasso di
mutazione osservato puo essere dovuto alla incaenpensibilita della tecnica di
indagine di mutazione da noi utilizzata. E notaattifche la tecnica di SSCP ha una
sensibilita variabile tra il 60% ed il 90% nelleriacasistiche, tuttavia riteniamo che le
condizioni di SSCP da noi utilizzate garantiscaimeeao I'80% di identificazione delle
mutazioni. Nei pazienti mutati sono stati idengficinfatti '81% degli alleli mutati

(47/58). Inoltre in diversi casi in cui i prodotli PCR sono stati anche direttamente
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sequenziati al sequenziatore automatico, i riguftabno confermato i dati di SSCP.
Un’altra ragione per giustificare, almeno in piagarte, il basso tasso di mutazione é
che nella nostra analisi di mutazione non sonce statluse le regioni introniche non
codificanti dei geni che potrebbero essere sedardeventi mutazionali.

Nei pazienti con totale assenza di glicosilazione-BG, come atteso, il tasso di
mutazioni identificate e stato superiore, arrivaati@3%, rispetto ai pazienti con difetti
parziali dove é stato solo del 23%. Questo € dopubtdabilmente ai nostri criteri di
inclusione dei pazienti nello screening. Infattil gruppo di difetti parziali di
glicosilazione sono compresi sia pazienti con esjoee notevolmente ridotta che
pazienti con una modesta o sfumata riduzione dgiltasilazione dia-DG all'indagine
immunoistochimica su biopsia muscolare. Probabiteen questo ultimo gruppo di
pazienti si collocano anche dei falsi positivi cosuggerito dal riscontro di un normale
pattern di glicosilazione allimmunoblot in 6 paaienei quali era stato identificato un
difetto in immunoistochimica. Questo criterio pessivo e stato adottato nel tentativo
di evitare di escludere dallo screening pazientiepmalmente mutati con difetti
biochimici molto modesti.

Stratificando i pazienti sulla base del loro fepoticlinico abbiamo riscontrato
un tasso di mutazione simile nelle LGMD (33%) den€MD (33%), mentre sono state
riscontrate mutazioni solo nel 21% dei pazientietdiffda miopatia non altrimenti
determinata, ma con caratteristiche cliniche suggesli distroglicanopatia. Il minor
tasso di mutazioni osservato nel gruppo delle ntiepa probabilmente legato alla
grande eterogeneita genetica e clinica di questopgr di pazienti. Il tasso di mutazione
osservato nelle LGMD é piu elevato di quello presgdmente riportato in letteratura
(4%; Godfrey et al., 2007) e questo € verosimilmentrelazione al fatto che nel lavoro
di Godfrey e collaboratori erano stati esclusi zipati affetti da LGMD2I che

rappresenta una causa relativamente comune di LGNEDe CMD abbiamo invece
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osservato un tasso di mutazione inferiore alleesimecedentemente riportate, anche in
questo caso imputabile alla differente popolazistueliata. Nel nostro gruppo di CMD
abbiamo incluso non solo CMD con alterazioni stnati del SNC, nei quali & piu alto

il sospetto clinico di distroglicanopatie e piu @gmile I'identificazione di mutazioni,
ma anche pazienti con CMD senza coinvolgimentdtdicgani.

Le mutazioni nel gend=KRP sono state le mutazioni piu frequentemente
identificate, seguite da mutazioni nel g&t@VIT1, POMT2 e POMGnT1. Non abbiamo
identificato mutazioni nei gemtTKN e LARGE. Tutte le mutazioni identificate nei vari
geni si collocano in domini funzionalmente rileviaaietlla diverse proteine e, per quanto
riguarda le mutazioni missenso, coinvolgono residuolutivamente conservati. In
questo lavoro non abbiamo evidenziato una stretti@lazione tra il tipo e la posizione
della variazione nucleotidica ed il fenotipo climidsultante. Tuttavia, le mutazioni che
danno luogo ai difetti proteici piu gravi (mutazi@on slittamento del quadro di lettura
e proteine tronche, o mutazioni nei siti di splgirsi sono associate ai fenotipi piu
severi come nei casi delle mutazioni nel gB@MT1 associate a fenotipo clinico tipo
WWS o MEB, mentre le mutazioni missenso verosimilteeassociate ad una residua
funzionalita proteica a fenotipi piu miti. Quest@tol suggerisce la possibilita di
derivare, attraverso il dosaggio dell’attivita dettorrispondente glicosiltransferasi in
cellule umane o attraverso la valutazione delltantfunzionale del difetto di
glicosilazione, dati predittivi della severita dehotipo.

Un risultato rilevante di questo lavoro é stataspansione dello spettro
fenotipico legato alle mutazioni del geROMTL. Sebbene le glicosiltransferasi, ed in
particolare la POMTL, siano espresse ad elevatelldivnel muscolo cardiaco, il
coinvolgimento cardiaco sotto forma di cardiomidgpatilatativa € stato riportato solo
in pazienti con mutazioni nei geRKRP e FKTN. Noi abbiamo identificato due pazienti

con mutazioni del genROMTL1 e cardiomiopatia dilatativa severa (pazienti IRg I
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paziente 17 era un eterozigote composto per dwsdivmutazioni missenso, mentre |l
paziente 19 un eterozigote composto per una mut@zilonsenso nel quale non siamo
riusciti ad identificare la mutazione del secondlele E difficile speculare sul perche
questo fenotipo non sia stato precedentementeifidatd nei pazienti con mutazioni
del genePOMT1. E possibile che, almeno in parte, questo sia wowal fatto che
mutazioni in questo gene si associano a fenoti@rseon precoce mortalita e mancata
acquisizione delle tappe motorie, in particolare deambulazione autonoma. Nei
pazienti con fenotipi piu miti I'esercizio muscagpuo accelerare la degenerazione del
muscolo cardiaco e portare alla cardiopatia dildatinfatti entrambi i pazienti
presentavano un fenotipo LGMD con una ridotta cammpssione muscolare. Un’altra
possibilita e che le mutazioni identificate in qugsazienti, non precedentemente
riportate in letteratura, possano modificare piuaftre la glicosilazione del-DG
cardiaco rendendo il muscolo cardiaco prono aligederazione. E infatti noto che il
DG presenta diversi pattern di glicosilazione nieetsi tessuti, come dimostrato dai
differenti pesi molecolari della proteina nel muscscheletrico e muscolo cardiaco. Il
riscontro di cardiomiopatia nei pazienti con mubaziin POMT1 e molto rilevante
clinicamente perche suggerisce in tutti i paziaffetti da distroglicanopatia uno stretto
monitoraggio della funzionalita cardiaca.

In conclusione in questo lavoro si conferma I'as@@eeterogeneita fenotipica
delle diverse distroglicanopatie. L'ampio spettrendtipico, che include forme
congenite e con perturbazione dello sviluppo nealmoe forme piu tardive, sottolinea
'importanza cruciale delle glicosiltransferasi Ioelsviluppo embrionale come gia
suggerito dagli studi su modelli animali con inatiione del genBPomtl (Willer et al.,

2004, Prados et al., 2007).
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L’esistenza di pazienti con difetti di glicosilan®ed assenza di mutazione nelle
glicosiltransferasi note sottolinea I'ulteriore retgeneita genetica di questa condizione e

rappresenta il punto di partenza per sviluppi didtuturi.
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Laminin-211

Basement membrane

Sarcoglycan complex

Sugar residues —s. =%

TRENDS in Biotechnoloav

Figura 2. Complesso multimerico DGC (dystrophin-assciated
glycoprotein complex).
Al centro € visibile il complesso del distroglican@ e f

distroglicano) (Sciandra et al., 2007).
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Figura 3. Organizzazione dei domini del distroglicao.

| cerchi in nero indicano i residui glucidi€®-linked, mentre le
ramificazioni indicano le catene glucidichelinked. SP=peptide segnale,
TM=dominio transmembrana, PPXY, sito di legamelaatistrofina. | pesi
molecolari indicati in basso si riferiscono allasga e presenza di

glicosilazione post-traduzionale (Barresi et d00%).
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Figura 4. Glicosilazione della-distroglicano.

Sono indicate le localizzazioni delle glicosiltréerasi coinvolte

nella O-glicosilazione dellk-DG all'interno della cellula (Barresi et al.,

2005).
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Figura 5. Studio di immunoistochimica della-distroglicano in alcuni

pazienti rappresentativi.

Sezioni di biopsia muscolare marcate con anticdipl® diretto
contro I'epitopo glicosilato del-DG. Normale espressione nel muscolo di
controllo (pannello A), ridotta glicosilazione inpazienti (pannello B e C)

e totale assenza in un paziente (pannello D).
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a-distroglicano a-distroglicano

{anticorpo contro {anticorpo contro
epitopo glicosilato) epitopo del core peptidico)

Controllo

Pz 4

Pz3

Figura 6. Confronto tra I'anticorpo [IH6 diretto co ntro la porzione
glicosilata della-DG e Il'anticorpo diretto contro il core peptidico
dell’ a-DG.

Nei pannelli A e B muscolo di controllo. Il paziert mostra assenza
di glicosilazione deli-DG (pannello C) rispetto al controllo, ma presenza
della componente proteica diDG (pannello D). Il paziente 5 mostra
parziale difetto di glicosilazione du-DG (pannello E), ma normale

reattivita per il core peptidico (pannello F).
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156 kDa

miosina

Figura 7. Studio di immunoblot della-DG in alcuni pazienti
rappresentativi.

Nel pannello superiore € mostrata la banda comidggote alli-DG
glicosilato utilizzando I'anticorpo |IH6. Nel panifee inferiore il gel
colorato, dopo trasferimento, con Coomassie Blue \psualizzare la
catena pesante della miosina utilizzata per nomree la quantita di
proteine caricate. kDG glicosilato appare come una ampia banda nei
controlli (C), e assente nei pazienti 4 e 8, prasém tracce con alterato
peso molecolare nei pazienti 2, 6 e 7. | pazieng 3 presentano una
variazione del bandeggio con quantitaceDG inferiore della norma. Il
paziente 5 ha solo una modesta riduzione dellaogjlazione della

proteina.
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Figura 8. Rappresentazione schematica del gedKRP con indicate le

mutazioni identificate nel presente lavoro (TMD=donmio

transmembrana).
Arg143Ser
Leu276lle Pro358Leu
N [TMD Stem Region Catalytic Domain C
|
Arg244His
Val160Phe Pro426Ser

Figura 9. Rappresentazione della frequenza degli alleli mutatper il

geneFKRP.
Vall60Phe
N.D. \ Pro462Ser Arg244His
Leu276lle 1 / —Pro358Leu
47%

Argl43Ser

g —
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430A>G 1241C>T
Asn144Asp Thrd414Met

412 413 414

G 4 T

intron 5 exon 6 exon 12 intron 12

BtsClI gain of a restriction site Pcl gain of a restriction site

Figura 10. Esempio di cromatogrammi al sequenziat@ automatico e
digestione enzimatica per mutazioni nel geneOMT1.

Nel pannello superiore sono mostrati i cromatogranuelle
mutazioni missenso, Asnl114Asp e Thr4l4Met, idasdtté nel paziente 17.
Nei pannelli inferiori la segregazione della mutea nella famiglia tramite

analisi dei frammenti di restrizione.
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Figura 11. Struttura della proteina POMT1 con indicati i residui
aminoacidici mutati identificati nel nostro lavoro (modificata da Willer

et al., 2003).
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Figura 12. Rappresentazione schematica del geR©OMT2 con indicate

le mutazioni identificate nel presente lavoro e i @mini conosciuti

(modificata da Biancheri et al., 2007).
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