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Grupo investigacion centrado en investigacion basica y traslacional

1) Estudios moleculares de genes implicados en pacientes con estas estas
patologias.

2) Estudios funcionales de algunos de esos genes, sobre todo de dos de ellos:
fukutina y FKRP.

3) Generaciéon de animales modelo en ratén para el estudio de estas
enfermedades, centrados en el gen POMT1, principal gen responsable de ellas.



Distrofias musculares/distrofias musculares congénitas

Distrofias musculares: mas de 30 enfermedades genéticas que causan debilidad y degeneracién
progresivas en los musculos esqueléticos, pero algunas de ellas ya aparecen al nacimiento:
Distrofias musculares congénitas. Entre ellas hay 3 categorias principales: las colagenopatias
(coldgeno Vl), las merosinopatias (laminina alfa-2) y las distroglicanopatias (distroglicano: multiples
proteinas implicadas). Otras sin clasificar seria el sindrome de espina rigida y la enfermedad
multiminicore (asociadas a selenoproteina N1) y la L-CDM (asociada a lamina A/C).

Tomado de Neurology. 2015. 84: 1369-1378.




Guia clinica para el diagndstico molecular de distroglicanopatias

¢Qué son las distroglicanopatias de acuerdo a diferentes aspectos?

1) Aspectos clinicos

2) Aspectos moleculares

3) Aspectos genéticos

4) Recomendaciones para el estudio genético

5) Indicaciones clinicas, biogquimicas e inmunohistoquimicas
6) Diagnodstico molecular

7) Tratamiento y prondstico



Aspectos clinicos (1)

El término distroglicanopatias se aplica a un grupo heterogéneo de enfermedades
musculares producidas por la glicosilacién anormal del alfa-distroglicano (alfa-DG), una
glicoproteina de la membrana celular que sirve de nexo de unidon entre proteinas de la
matriz extracelular (MEC) y el citoesqueleto de la célula.

Las distroglicanopatias son enfermedades raras de origen genético con herencia
autosomica recesiva que afectan al musculo y, con menor frecuencia al cerebro o los ojos.

Casi todas las distroglicanopatias son debidas a mutaciones en los genes relacionados
con la glicosilacion del distroglicano vy, estrictamente, deben considerarse
distroglicanopatias secundarias. Aunque también se han descrito distroglicanopatias
primarias por mutaciones en el propio gen del distroglicano (DAG1), éstas son
excepcionales.

Las manifestaciones clinicas de las distroglicanopatias son muy variables, por lo que
no se les asigna un Unico numero MIM en la base de datos OMIM (Online Mendelian
Inheritance in Man), sino que estan recogidas en diferentes sindromes y enfermedades.

Las presentaciones clinicas mas graves se engloban en tres procesos: el Sindrome de
Walker-Warburg (WWS), la enfermedad musculo-ojo-cerebro (MEB) y la distrofia muscular
congénita de tipo Fukuyama (FCMD). Las distrofias musculares congénitas (MDCs) cursan
con una clinica no tan grave, pero con afectacion del sistema nervioso. Y por ultimo, los
fenotipos mas leves y con manifestaciones mas tardias se engloban en las conocidas como
distrofias musculares de cinturas (LGMD) (de tipo 2 porque todas son recesivas).



Aspectos clinicos (2)

Actualmente, y debido al aumento en el numero de genes relacionados a
estas patologias, la base de datos OMIM ha acufado el término distrofias
musculares con distroglicanopatia (en inglés, Muscular Dystrophy-
Dystroglycanopathy o MDDG), asignando al grado de severidad una letra (A, B o
C; de mayor a menor gravedad) y un numero en funcién del gen afectado.

Prevalencia: No esta firmemente evaluada. Pero se puede decir que las MDDGs
es del orden de 1/100.000. Como ocurre en todas las enfermedades genéticas,
algunas de ellas son mas prevalentes en unas zonas determinadas debido a
mutaciones fundadoras: FCMD en Japdn (este asiatico) y MEB en Finlandia.



Aspectos moleculares

El distroglicano esta codificado por el gen DAGI1. Su producto proteico se
procesa postraduccionalmente en dos moléculas: el alfa distroglicano (alfa-DG) y el
beta distroglicano (beta-DG) que permanecen unidos de forma no covalente. El
alfa-DG sufre un extenso proceso de O-glicosilacion en su regidon central, rica en
serinas/treoninas (dominio mucina), que aumenta su masa molecular desde ~74
kDa (cadena polipeptidica) a casi 160 kDa en el musculo esquelético (se ve en la
siguiente diapositiva).

La hipoglicosilacién del alfa-DG, situado en la matriz extracelular, debida a
fallos en los genes implicados en este complejo proceso, hace que se reduzca su
capacidad de unidon a proteinas como la laminina, |la neurexina, la agrina, el
perlecano, la pikachurina y slit (se ve en otra siguiente diapositiva), provocando
entre otros efectos una migracion neuronal anormal en el cerebro y distrofia en el
tejido muscular; y en definitiva las patologias conocidas con el nombre de
distroglicanopatias.

A su vez, el beta-DG se encuentra anclado a la membrana de las células, e
interacciona por su parte final citosdlica con la distrofina y utrofina, lo que permite
la unidn a otras proteinas del citoesqueleto como la actina.



Estructura e interacciones del distroglicano




Posicion central
y diversidad de
funciones del
distroglicano

Bozzi et al., 2009
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Resumen de sintomas clinicos de las MDDGAs




Resumen de sintomas clinicos de las MDDGBs y MDDGCs




Aspectos genéticos

Patréon de herencia:
Todas las distroglicanopatias descritas hasta la fecha presentan un patrén de
herencia mendeliano autosdmico recesivo.

Mecanismo patoldgico de las mutaciones:

Hasta la fecha se han descrito mutaciones en 18 genes diferentes en pacientes
con distroglicanopatias. La mayor parte de ellos (10) codifican
glicosiltransferasas (POMT1, POMT2, POMGNTI1, LARGE, POMGNT2 (GTDC2),
B4GAT1, B3GALNT2, ISPD, FKTN y FKRP), implicadas en la glicosilacion del alfa-
DG (estos 3 ultimos genes descubierta su funcion en estos uUltimos meses, y de
los dos ultimos la semana pasada). Por otro lado, otros seis genes (DPM1,
DPM2, DPM3, DOLK, POMK, GMPPB), ademas del propio distroglicano (DAG1),
no codifican glicosiltransferasas. De momento, solo se desconoce la funcidn
TMEMS5). Aun asi, no se descarta la implicacién en estas patologias de otros
nuevos genes. De hecho, se calcula que en un 45% de los pacientes con
distroglicanopatia no se ha encontrado aun el gen responsable.



Correlacion genotipo/fenotipo

Correlacion genotipo-fenotipo:
No existe una correlaciéon clara entre el genotipo (gen mutado) y el fenotipo (clinica) en pacientes con
distroglicanopatia. Mutaciones en un gen concreto pueden ser causantes de varias presentaciones clinicas;
asi como el hecho contrario de que una misma enfermedad puede ser causada por diferentes genes.

WWS | MEB | FCMD | MDC1C | MDC1D | LGMD2l | LGMD2K | LGMD2L | LGMD2M | LGMD2N | LGMD20 | LGMD2P | LGMD2T | LGMD2U | LGMD2*
POMT1 XXX X X X XX
POMT2 X X X X X
POMGnT1 X XXX X X X
Fukutina XX X XXX X
FKRP X X X X XXX
LARGE X X XX
ISPD X X
POMGnT2 X
DAG1 X X
TMEMS5 X
B3GALNT2 X X
POMK X X
B4GAT1 X
GMPPB X X X X

Los trastornos congénitos de la glicosilacion (CDGs) por mutaciones en los genes DOLK (CDG1M), DPM1 (CDG1E), DPM2 (CDG1U) y DPM3 (CDG10) también cursan

con distroglicanopatia al estar implicados en la produccién del dolicol-fosfato-manosa que se utiliza en la sintesis de los O-manosilglicanos del alfa distroglicano.




Estructuras de los 3 “cores” de O-manosilglicanos

Yoshida-Moriguchi
y Campbell, 2015



Ruta de glicosilacion del alfa-distroglicano

Yoshida-Moriguchi y Campbell, 2015




Estructura del core M3: Funcion de FKTN y FKRP

Kanagawa et al. 2016 Cell Report



Modelos animales de distroglicanopatias

Ratones knock-out (KO):

- Distroglicano (DAG1): letal embrionario

- POMT1: letal embrionario (nosotros)

- Fukutina (FKTN): letal embrionario

- POMT2: letal embrionario

- POMGNTT1: Viable, letal postnatal

- LARGE: Viable. Distrofico (MEB o DCM1D)
- FKRP: Viable

- También se han hecho KOs especificos de mutaciones (knock-in)
- KOs condicionales: distroglicano (DAG17) y POMT2.

y nosotros acabamos de generar el KOc de POMT1 especifico
de fotorreceptores.

También se han generados KOs (sobre todo knock-in)
en pez cebra para varios de esos genes



Tratamiento y posibles terapias

1) En la actualidad no hay tratamiento curativo para las distroglicanopatias
2) Medidas sintomaticas o paliativas para mejorar la calidad de vida de los pacientes

y prolongar su supervivencia, lo mismo que se hace para otras distrofias musculares
o medidas especificas de tratamiento para los problemas cerebrales.

Actualmente se estan estudiando diferentes terapias en modelos animales, pero
de momento no se pueden extender al tratamiento humano. Hasta la fecha, los
estudios se centran en el gen Large en ratdn. El tratamiento mediante vectores
adeno- o retroviricos conteniendo el gen Large mejoran la unidon del alfa-
distroglicano a la laminina y por tanto recuperar el fenotipo normal.

Y mas recientemente, de los estudios de la funcion de FKTN y FKRP de hace una

semana, se postula la posibilidad de suministrar ribitol fosfato para recuperar esa
unién del alfa-distroglicano a la laminina.



Diagnostico molecular de distroglicanopatias

1) Estudio inmunohistoquimico
2) Estudio mediante western Blot (y/o “laminin overlay”)

3) Secuenciacion



Estudios moleculares realizados

12 WWS5 De diferentes partes de Espafa (Hospitales),
7 MEB . )

> CMD incluso del extranjero. Como el caso del un
- LGMD paciente belga LGMD20 que tenemos publicado.

En principio, aceptabamos (ddbamos por bueno) el diagndstico clinico
de posible distroglicanopatia para comenzar el estudio molecular. Y en base
al diagnodstico clinico que nos remitian se iba realizando el rastreo molecular
del gen responsable de forma secuencial por orden de mayor a menor
probabilidad de serlo. En muchas ocasiones esta estrategia dio resultados
positivos y se logré localizar la mutacion en el gen correspondiente.

Pero esta estrategia no es buena idea. Otros muchos estudios
resultaron negativos después del improbo trabajo que supone el analisis de
los diferentes exones (y regiones flanqueantes) de esos genes, que a su vez
amplidbamos secuenciando parte de la region reguladora proximal, asi como
la region final del mensajero donde se encuentra la sefial de poliadenilacion,
que es la gue finalmente estabilizara a este RNA mensajero.

iiiNecesidad de estudio previo inmunohistolégico y/o western
blot para afirmar que se trata de una distroglicanopatia antes de
abordar el rastreo mutacional clasico!!!



Distroglicanopatias: Hipoglicosilacion del a-DG

Las distroglicanopatias son aquellas distrofias musculares congénitas que se caracterizan por la
existencia de un «-DG hipoglicosilado, pudiendo cursar o no con alteraciones cerebrales
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Paciente MEB Salamanca (12 anos la fecha del estudio):

Al nacer: Hipotonia con debilidad muscular, contractura de rodillas (minimos cambios
miopatoldgicos), agudeza visual escasa, dilatacidon ventricular, paquigiria bihemisférica, ausencia
parcial del cuerpo calloso, ventriculomegalia, colpocefalia, hipoplasia del tronco cerebral. Con la edad:
agravamiento problemas oculares, cataratas y glaucoma bilateral, creatina quinasa aumentada.

Estudio inmunohistoquimico

“Glico”a-distroglicano “Core” a-distroglicano B-distroglicano laminina




Western blot Rastreo mutacional
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Rastreo mutacional del gen POMGNT1
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Paciente con LGMD

Paciente belga. Nacid sin problemas detectables. A los 9 meses incapacidad para sentarse.
Hipotonia, signo de Gowers. Creatina quinasa algo elevada. Anomalias musculares de
diferentes musculos por RMN. Aumento de la CPK a los 8 afos. Aumento de la debilidad
muscular. A los 12 afios, silla de ruedas. Sin anomalias oculares ni cerebrales.
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Rastreo mutacional del gen POMGNT1

Paciente LGMD20
g Promotor

TGCCGCCcCACCGCCGCCcCGcCccCcGececgeceageecagcececcer

TGCCGCCACCIGCCGCCACOGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCCT

TGCCGCCACCIGCCGCC ACC/GCCGCCcGeCcLCcGececaGeceaoce

c€ccCccecgCccecegeceageceagecegeceecTAAG



Deteccidn de distroglicanopatias mediante inmunohistoquimica (3 pacientes WWS)
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Deteccion mediante western-blot de distroglicanopatias

3 familias WWS
o-DG (VIA4-1) -
Laminin overlay

200 kDa

— 200 kDa
116 kDa

— 116 kDa

5.1 6.1 71 C 51 6.1 71 C
B-DG

En los pacientes 5.1 y 6.1 (etnia gitana; dos familias
diferentes consanguineas): mutacidon en homocigosis en
el gen POMT1. Mutacion fundadora.

45 kDa En el paciente 7.1 no se encontré mutacion en los genes
analizados en su dia POMT1, POMT2, POMGNT1 y FKTN.

66 kDa

5.1 6.1 7.1 Cc



Hechos a tener en cuenta

1) A veces, enfermos con clinica compatible con WWS u otra distroglicanopatia,
finalmente no corresponden a una distroglicanopatia.

2) Si no se dispone de muestra de biopsia muscular para el estudio
inmunohistopatoldgico para ver si es distroglicanopatia, qué hacer...

3) Lo que NO hay que hacer es el rastreo gendmico habitual. Hemos tenido muchos
resultados negativos para los genes descritos en su momento. Incluso cuando el
numero de genes descritos no eran mas de 8: iMucho trabajo en balde!.

4) En un caso remitido y diagnosticado como WWS, se le analizaron 6 genes posibles.
Resultado infructuoso: negativo para esos 6 genes. Finalmente se hizo exoma para
ver si era otro posible nuevo gen de distroglicanopatia, y resultd tener mutacion en
heterocigosis el gen TGIF1 implicado en holoprosencefalia tipo 4 (dominante). Esta
clinica de holoprosencefalia coincide en algunos aspectos con la de enfermos WWS y
FCMD. Ya se habian descrito casos con una clinica semejante de mutaciones en este
gen, estando el padre con la mutacién poco afectado o normal, como era este caso.
Sin embargo en el hijo ser tan grave que muere a los pocos meses de nacer.



Paciente WWS/MEB Hospital La Paz

Otro caso especial, SI presentaba “algunos” sintomas clinicos compatibles con WWS o
MEB. Paciente del Hospital La Paz, remitido por Ignacio Pascual (neuropediatra).

Biopsia muscular compatible con distroglicanopatia: correcto el beta-DG, mal Ia
glicosilacion del alfa-DG, correcta la laminina.



Paciente MEB del H. La Paz (INGEMM)

Familia consanguinea
Mutacidon en homocigosis en POMGNTI:
c935C>T; pPro312Leu

Paciente

GGGAACCGACTCAATTACCTG
Gly Asn Arg Leu Asn Phe Leu

Padre/madre

GGGAACCGACCCAATTACCTAG
T

Pro/Leu



Paciente del Hospital Ramén y Cajal

Remitido por Gustavo Lorenzo. Nifio de 7 afos. Trastorno generalizado del desarrollo,y epilepsia secundaria
generalizada. Niveles de CPK altos de 5.600 U/L. Hermana de 9 afios con las mismas caracteristicas que no se pudo
estudiar en su momento pro problemas técnicos. Normales sarcoglicanos y laminina. Sospecha de distroglicanopatia.



Diagnostico molecular de distroglicanopatias
Resumen

1) Estudio inmunohistoquimico
2) Estudio mediante western Blot (y/o “laminin overlay”)

3) Secuenciacién por exoma y corroboracion por Sanger

Contacto para cualquier informacion o estudio molecular/funcional de estas patologias:
jesus.cruces@uam.es



Muchas gracias



