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INTRODUZIONE

DISTROFIE MUSCOLARI

Le distrofie muscolari sono un gruppo di disoradlagenerativi del muscolo
geneticamente eterogeneo, caratterizzato da peygagserdita della forza e
dell'integrita muscolare.

Distrofia muscolare € un termine generico che descm gruppo di disordini
miogenici ereditari, caratterizzati da una progkesdisorganizzazione e atrofia del
muscolo con variazione dello spessore delle fibmeaulari, aree di necrosi con
incremento della quantita di grasso e di tessutmetivo.

La malattia muscolare riguarda I'anello terminad’'dnita motoria. La debolezza
muscolare, o difetto di forza, colpisce la musagkafprossimale dei cingoli scapolare
e pelvico e, in certe forme in modo suggestivo]lguiel collo e della faccia.

Negli ultimi due decenni, il notevole sviluppo a@eticerche di genetica molecolare
ha consentito di identificare molti dei geni coittvim tali malattie e ha fornito cosi
la chiave per decifrarne la patogenesi molecokttaalmente sono stati mappati 29
differenti loci che danno origine a 34 distintialidini che variano per I'eta di inizio,
grado di severita, modo di ereditarieta, e grupgsecolari che sono primariamente
coinvolti.

La membrana delle fibre muscolari (sarcolemma) ela responsabile di questo
gruppo di malattie e la sua composizione prote&ica molto piu nota, risulta

straordinariamente complessa.



Fig.1: distrofie muscolari e membrana con prot@nematiche associate
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Appare evidente che la fibra muscolare e in conamdne molto stretta con la
membrana basale e la matrice extracellulare (E€Mhe le proteine della membrana
sarcolemmatica realizzano questo legame.
Ogni alterazione della composizione proteica Eadplilibrio della membrana si
traduce in una destabilizzazione, che invariabit@mesita in distruzione della fibra
muscolare.
Questo complesso sarcolemma-membrana basale/mattiagellulare € composto,
per quanto oggi noto, da:

» Proteine proprie della membrana sarcolemmaticé&¢diisa, sarcoglicani,

dysferlina, caveolina-3)



* Proteine della matrice extracellulare (alfa2 lam#&no merosina, collagene 6)
* Proteine sarcomeriche (teletonina, myotilina, &tinebulina)
* Proteine del citoplasma muscolare (calpaina 3)

* Proteine nucleari (emerina, lamine A/C)

Proteine della via glicosilativa (fukutina, protaifukutina-correlata o FKRP)

Tutte indispensabili per l'integrita del sarcolemma

Fig.2: proteine nucleari e sarcomeriche coinvodkendistrofie muscolari
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Currant Opinion in Genatics & Davirapment

La disponibilita di sempre piu raffinati markerthimici e genetici ha rivoluzionato
non solo la diagnostica, ma anche la comprensiom&dcanismi patogenetici di

gueste malattie, anche se il cammino da fare istqudirezione resta notevole.



Tuttavia questo progresso ha messo in crisi lesifieazioni basate sull’analisi del
fenotipo, dimostrando che malattie apparentemelatatiche dal punto di vista

clinico possono essere dovute a mutazioni in geeirsi, cosi come mutazioni di uno
stesso gene possono produrre fenotipi clinici diver

Ogni classificazione allo stato attuale non puoessere considerata temporanea, ma

ha il pregio di indicare rapidamente i progresti fa campo genetico-molecolare.
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Tabl: classificazione clinico-genetico-molecolareelle distrofie muscolari

Malattia Ereditar | Locus Gene Proteina OMIM
ieta genetico Deficitaria
Distrofinopatie XR Xp21.2 DYS Distrofina 310200
primitive:
DMD/BMD
DM dei cingoli:
LGMD 1A AD 5031 TTID Miotilina 159000
LGMD 1B AD 1911-21 LMNA Lamina A/C 159001
LGMD 1C AD 3p25 CAV3 Caveolina 601253
LGMD1D AD 6923 602087
LGMD1E AD 7q 603511
LGMD2A AR 15qg15.1- CAPN3 | Calpaina3 253600
LGMD2B AR 21.1-2p13.3 | DYSF Disferlina 603009
LGMD2C AR 13912 SGCG ySarcoglicano | 253700
LGMD2D AR 17912-21.33 | SGCA aSarcoglicano | 600119
LGMD2E AR 4912 SGCB pSarcoglicano | 253700
LGMD2F AR 5033-34 SGCD ASarcoglicano | 253700
LGMD2G AR 17911-12 Telethonina 253700
LGMD2H AR 9g31.34.1 254110
LGMD2| AR 19913.3 FKRP
DM facio-scapolo- AD 4935
omerale
DM omero-peroneale | XR- Xq28 EMD Emerina 310300
(Emery-Dreyfuss) AD/AR |19 LAM1 Lamina A/C 181350
DM congenite (CMD) | AR
MDC1A 6q 22.23 MDC1A Lamln[naAZ O | 156225
_ Merosina
MDC1B 1q sconosciuta| Gryppo delle
Laminine 604801
MDC1C 19q FKRP Fukutin-related
protein
Deficit di integrinaA7 | AR 12q RSMD1 | Integrina A7 | ghaeag
Sindrome spina rigida | AR 1p35 SEPN1 602771
selenoproteina
Bethlem myopaty 1 | AR 21922 COL6AL | collagene6Al | 120220
Bethlem myopaty 2 | AR 21922 COL6AZ | collagene6A2 | 120240
Bethlem myopaty3 AR 2937 COL6A3 Collagene6A3
Ulrich scleroatonicMD | AR 21922,2q37 COL6A2 Collagene6A2 120250
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Forme gravi con
anomalie occhio e SNC

CMD di Fukuyama AR 9g31-34.1 Fukutina 253800
O-mannosil-

Muscle-eye-brain AR 1p32-34 POMGNT | acetilglucosami

disease (MEB) 1 nil-transferasi | 253280
Walker-Warburg AR 9q Omannosiltrans
syndrome WWS POMT1 ferasi 1

Miopatie distali:

Miopatia di Myoshi AR 2p12-14 DYSF Dysferlina 254130
Miopatia “rimmel AR 9p1-gl 600737
vacuoles”

Miopatia “inclusion AR 9p1-gl GNE 601073
body”

Miopatia distale AD 14 MPD1 160500
dominante

Distrofia muscolare AD 2031 600334

tibiale

(Current Opinion in Genetics e Development 200323B-238)




DISTROFINOPATIE

Le distrofinopatie includono uno spettro di disordnuscolari causati dalla
mutazione del gene DMD, che codifica per una pnatehiamata Distrofina.

La distrofina e il prodotto di un grosso gene di @ilioni di basi e 79 esoni, che si
localizza nel braccio corto del cromosoma X (Xp2i) un trascritto di 14.000
nucleotidi corrispondente a una proteina di 3.6@thaacidi.

Il gene della distrofina e il gene di maggiori eéimsioni fra quelli finora noti nel
genoma umano.

Il suo mMRNA e espresso nel muscolo scheletricaliaen e liscio, ma anche in
tessuti non muscolari, come il cervello e il reiseforme della distrofina).

Tutti questi tessuti mostrano vari gradi di coirgroiento clinico.

La distrofina compare, nello sviluppo del muscadtafe umano, alla 11° settimana di
gestazione.

La distrofina & una larga proteina intracellulard@D.000 dalton, ha sede
immediatamente subsarcolemmale e garantisce kHikts e la stabilita della
membrana cellulare; € il legame tra il citoschel@tiracellulare e la matrice
extracellulare. La porzione carbossiterminale déibérofina e attaccata al
sarcolemma, la membrana superficiale del muscaobiatal beta-distroglicano e ai
siti glicoproteina-distrofina associati. Quanddalistrofina non e in grado di legare il
beta-distroglicano, si ha la perdita del compldssta-distroglicano sarcoglicano dal

sarcolemma.
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La destabilizzazione di questo complesso portaaasuegolazione della
concentrazione intracellulare di Calcio, ed é ppeccesso di Calcio ad attivare
processi di proteolisi Ca-dipendente e a provolzadisfunzione dei mitocondri e la
morte cellulare, sia per apoptosi, sia per veropp fenomeni di necrosi.

Il complesso distrofina- glicoproteine (DCG) € wyygeegato di proteine e
glicoproteine integrali di membrana e periferictaggruppate in tre sotto complessi
principali (distroglicano, sarcoglicano e sintra)rche funge da ponte attraverso la
membrana plasmatica tra I'actina del citoscheleti® matrice extracellulare.

Fig.3

C-terminus -~
Dystrophin
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La molecola é costituita da 3685 aminoacidi, ha famma allungata composta da

guattro distinte zone o domini:

Il terminale NH2 (porzione N terminale) (in rossalla fig 4) consta di 250
aminoacidi ed ha estrema affinita di legame cdf-#&tina del citoscheletro
della fibra muscolare, consentendo alla distrofindradurre” i messaggi
all'interno della fibra;

Il lungo dominio bastoncellare centrale (blue figé}to anche dominio “rod-
like” caratterizzato da una struttura a tripla @ligppetuta 24 volte (spectrin-like
repeats R1-R24), di 2840 aminoacidi, ricco di matiwcleotidici assimilabili a
guelli delle spectrine e, come queste, coinvoligpnacessi di trasmissione
intracellulare dei segnali di provenienza dalla rhemna cellulare; contiene
inoltre 4 regioni “cardine” (turchese fig4) H1-H4;

Il dominio ricco di cisteina (verde fig 4) di s@80 aminoacidi, coinvolto nei
legami con il Ca++ e con il beta-distroglican® DG) che consente la
connessione della distrofina con la ECM;

Il terminale COOH, di 400 aminoacidi, &€ una regidnestrema importanza,
che contiene il sito di legame con le sintrofineoa altre glicoproteine di

membrana, oltre che essere il substrato di alpusteinkinasi citosoliche.
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Fig.4 : Domini strutturali della distrofina, mini e micro-distrofine, e utrofina.

UTROFINA
Nelle prime fasi di sviluppo la distrofina & asgemhentre il DGC ¢ gia
assemblato attorno ad un’altra proteina struttueabe e funzionalmente molto
simile, l'utrofina.
Quest'ultima é codificata da un gene (UTRN), dirgtezza approssimativamente
di un terzo di quello della distrofina, mappatb@oemosoma 6qg24, il suo
trascritto e di 13 Kb. Nel muscolo adulto normaéspressione dell’'utrofina &
limitata alla giunzione neuromuscolare.
Come la distrofina, (Fig 4) lega a un estremo ( ilaoriN-terminale) i filamenti di

actina e all'altro (dominio C-terminale) il betastiibglicano, costituendo un
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complesso laminina-distroglicani-utrofina-actineatregua della distrofina.
Contiene anche un dominio centrale avvolto a spif@biled-coil rod domain)
mancante dei repeats 15 e 19, e due regioni caficiimge regions).

Una strategia di ricerca alternativa molto prome#esi € concentrata sulla
possibilita di riattivare artificialmente I'esprésse dell’utrofina.

Sono stati identificati alcuni fattori in gradoalimentare I'espressione di
Utrofina;

“L’iperespressione di utrofina in topi transgerson distrofia muscolare (mdx)
mostra che elevati livelli di quest’ultima sonogrado di correggere il fenotipo
patologico riducendo marcatamente la patologiadafisg, ristabilendo il DGC e
facendo tornare normali i livelli di CPK senza cawasapparenti disturbi in altri

distretti”.
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ENETICA

Il gene della distrofina presenta almeno 7 divieescritti alternativi, dovuti a

promotori diversi ed espressi in tessuti diversirelal trascritto tipico delle

cellule muscolari scheletriche, é stato identificadi esempio un trascritto piu

lungo, tipico delle cellule cerebrali, ed uno, rogdiu corto, tipico delle cellule

della retina.

A livello cerebrale sono stati individuati un prot@oe un primo esone

alternativi e, inoltre, la regione non tradottad® mRNA nel tessuto nervoso

appare altamente conservata lungo I'evoluziont tate non si verifica per

'omon

Fig.5
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Il grosso gene della Distrofina, pur essendo modtoservato nella specie,
subisce un notevole numero di mutazioni responsaildiversi quadri clinici

di Distrofinopatia.

DMD ¢ il solo gene associato a distrofinopatia.

La forma piu frequente di mutazione é la delezidingorzioni piu 0 meno estese
del gene.

Le delezioni del gene della distrofina ricorronefprenzialmente in due punti
caldi “hot-spot”: uno localizzato nella regione gsonale del gene, all'incirca in
corrispondenza degli esoni 3-7 e 'altro nella oegi centrale del gene tra gli
esoni 44 e 48. Le delezioni intrageniche sono nmesgaili di circa il 65% dei
fenotipi clinici (DMD e BMD); I'incidenza insolitamnte alta di delezioni (65%)
appare giustificata dalle dimensioni del gene.

Nei maschi con DMD e BMD, il fenotipo € meglio celato con il grado di
espressione della distrofina, il quale € ampiamdaterminato dal “reading
frame” cioe dall’effetto della delezione sulla fatidettura del DNA e di
conseguenza con il tipo di proteina che viene ptado

Nei pazienti con Distrofia muscolare di Duchennesservano delezioni che
interrompono una tripletta codificante per un deteato aminoacido,
determinando cosi una lettura sfalsata della segqueumncleotidica (delezioni out-
frame) che, oltre a produrre una sequenza amincaadmpletamente diversa,
da luogo ben presto alla formazione di un codor&TdP con prematura

interruzione della catena polipeptidica. Le deleezmei pazienti con distrofia
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muscolare di Becker invece, interrompono gli esoantenendo pero inalterata
la fase di lettura (delezioni in frame) per cupgdduce una proteina piu corta,

ma con sequenza aminoacidica rispettata.

Delezione

PIIF IO E TP TSSO
e ey e et a e e et e s
O S St s e ot o)

TIC GAG CGA AAG GAA GAC ATA GTG AC6 TTC AGG ACA 6TC CTA CAT TAC
lys Leu Ala Phie-Leu Leu Tyr His Cys.-Lys Ser Cys Glu Asp Val Met

TIC GAG CGA ACA GG CAB TOC TAC AT .
Lys Leu Ala Cys Pro Val Arg Met Stop

B KA
20ttt ettt a T Tt ettt a e e Tt S N N e N T e

lys Leu Gly Glu Asp Val Met _Inframe

Queste delezioni rendono conto del 65% dei cadistiiofia muscolare di
Duchenne (DMD) e dell’'85% di quelli della piu liedestrofia muscolare di
Becker (BMD). Queste stesse regioni del gene pasandare incontro a

“duplicazione”, meccanismo che giustifica un aks circa dei casi di

DMD/BMD.

Il restante 30 % dei casi €& dovuto a mutazionntgarmi”, ossia sostituzioni di
singoli nucleotidi, delezioni e duplicazioni di ungiu nucleotidi. Una mutazione
“nonsense” (genesi di un codone di stop) da luoga fenotipo grave (DMD) a

causa del precoce arresto della traduzione, menttazioni “missense”
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(sostituzioni aminoacidiche) possono dare luogenaftipi clinici BMD, a fenotipi
paucisintomatici o apparentemente nullisintomatideconda dell’'aminoacido
sostituito e della sua posizione lungo la molepotaeica.

Nei casi con mutazione puntiforme o piccole deleziimserzioni non esiste,
alcuna possibilita di correlazione clinica; norse&smno sedi privilegiate del gene,
perché si possono verificare in tutta la sua lumgaganche se le mutazioni
puntiformi colpiscono in generale I'esone 55 esspei tratti del gene non
codificanti, di cui non si conosce ancora la stmattcompleta.

Data I'estrema complessita del gene della distapfit® esoni estesi in 2,4 Mb del
DNA e per il fatto che le mutazioni puntiformi sodsseminate lungo tutto
I'intero gene, un efficiente screening di routiredlel microlesioni & difficoltoso,
richiede molto tempo ed € molto costoso.

Mutazioni puntiformi out-of-frame spesso causantdaro di STOP e risultano in
assenza di Distrofina. Se I'esone 1 e la regioh@menoter sono coinvolti
genotipicamente, il fenotipo e di lieve debolezzateprobabilmente severa
cardiomiopatia.

Se e coinvolto I'esone 45, il risultato puo essare dei due fenotipi
Duchenne/Becker.

Larghe delezioni o duplicazioni sono usualmenteat® in NH2 terminale o rod
domains. La delezione di piu di 36 esoni producénntipo severo.

Nei casi con delezione non esiste correlaziongrgita clinica e mutazione

all'interno del gene; tuttavia, e possibile ch@dadita del terminale COOH,
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fondamentale per la stabilita della distrofina Bademembrana cellulare, coincida
con quadri gravi di DMD, mentre delezioni o anch@&amioni puntiformi
all'interno del dominio centrale che tuttavia naecdiano perdere la
corrispondenza nucleotidica, sarebbero alla bak&mie meno gravi di BMD.

La maggioranza delle mutazioni missense rilevatpamenti BMD sono state
trovate nella porzione del gene che corrispondepalite N-terminale della
proteina, mentre la parte centrale (il cosiddedtt) tollera maggiormente
eventuali mutazioni missense.

L’osservazione che ampie delezioni in-frame delegéella distrofina si
associavano a un fenotipo clinico mite in paziaffetti da Distrofia muscolare
tipo Becker mite, dimostra che una larga partegdak non e vitale per la
funzione.

Le delezioni nel dominio N-terminale sono assocaats fenotipo relativamente
attenuato, il che indica che questa regione ¢ itapte , ma non essenziale per
I'attacco dell’actina al citoscheletro. In contadh delezione nel dominio ricco di
cisteina causa severa distrofia dovuta alla digingzdell'intero complesso
distrofina-glicoproteina. Il dominio C-terminalepn un vario pattern di splicing
alternativi non sembra essere richiesto per I'abssygio dell'intero complesso.
Una serie di larghe delezioni sono state valutatiboiminio centrale rod domain, e
indicano che tuttavia la rod struttura € indispéiisae il numero dei repeat puo

essere marcatamente ridotto.
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Alcune sostituzioni nucleotidiche possono riguagedsti di splicing e risultare
patogene in quanto fanno saltare un intero es@®I{’skipping”).
Queste ricerche sono fondamentali per lo studiadetapia genica della DM di

Duchenne .

CLINICA

Le distrofinopatie comprendono uno spettro di disarmuscolari che vanno da
fenotipi attenuati, quali 'aumento asintomaticdl@l€PK, crampi muscolari con
mioglobinuria e isolata miopatia dei quadricipifiemotipi severi come la
Distrofia muscolare di Duchenne, di Becker, e lalDbbrrelata a cardiomiopatia
dilatativa .

La distinzione tra Distrofia muscolare di Duchei(ip&D) e quella di Becker
(BMD) si basa essenzialmente sull’eta di dipendetatia sedia a rotelle: prima
dei 13 anni in DMD e dopo i 16 anni in BMD. E’ statconosciuto un gruppo
intermedio di individui che diventa dipendente daledia a rotelle trai 13 ei 16
anni. Diversi ricercatori hanno esteso nello spettrBMD fenotipi attenuati che
includono individui con elevate concentrazioni dKCsieriche e anormale
distrofina alla biopsia muscolare, ma con coinvakgnto “subclinico” della
muscolatura scheletrica. Quando questi individai dsturbi atipici sviluppano
severa cardiomiopatia, non € possibile distinguexrlBMD e DMD-correlata-

DCM.
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L’interessamento cardiaco e usualmente asintomagcprimi stadi del disturbo,
tuttavia sono state notate tachicardia sinusakrie anomalie ECG.
L’ecocardiografia € normale e mostra solo anonraligonali.
Interessamento cardiaco subclinico o clinico egmsapprossimativamente nel
90% degli individui con DMD/BMD, tuttavia I'intereamento cardiaco e causa di
morte solo nel 20% degli individui con DMD e nebBbs@li quelli con BMD.
La cardiomiopatia dilatativa (DCM) generalment@rasenta con scompenso
cardiaco congestizio secondario a incremento dehwe ventricolare e riduzione
della funzione ventricolare. Nei maschi con XLDCMapidamente progressivo
con inizio nell'eta adolescenziale, portando a martuno o due anni dopo la
diagnosi. Individui con DCM possono 0 non possovera evidenza clinica di
alterazione della muscolatura scheletrica.
DM di DUCHENNE

La DM di Duchenne € la piu comune malattia neurarolase ereditaria (e il piu
frequente disordine ereditario letale dell'infanzhe colpisce tutte le razze e i
gruppi etnici.
La sua incidenza € di 1:3600 maschi nati vivi.
La diagnosi clinica € basata essenzialmente ritesi:

* Progressiva debolezza muscolare simmetrica maggidmprossimale che

distale, spesso con ipertrofia dei polpacci

» Sintomi presenti prima dei 5 anni
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» Perdita della capacita di deambulare e utilizzeediia a rotelle prima dei
13 anni

| maschi affetti sono raramente sintomatici allaaia o nella prima infanzia,
sebbene alcuni possano gia presentare una mopesiaia.
Lo sviluppo psicomotorio e I'acquisizione della miarsolitamente avvengono in
epoca appropriata o in leggero ritardo.
DMD si manifesta clinicamente entro i primi 3-4 adnvita con frequenti cadute,
difficolta a salire e scendere le scale, corrdemarai da una sedia, sollevare le
braccia. La debolezza muscolare si presenta imeiale nel cingolo pelvico e
successivamente nel cingolo scapolare con dificekeseguire tutti i movimenti che
richiedono principalmente il lavoro della muscofatprossimale.
La rotazione anteriore delle anche, determinata dalbolezza muscolare dei glutei,
determina una iperlordosi lombare con andaturadolenta anserina.
La “manovra di Gowers” che mostra la difficoltaadarsi in piedi si rende evidente
entro il terzo anno di eta e si esprime chiaramimiteno al 5°-6° anno.
L’ipertrofia dei polpacci (pseudoipertrofia) constituzione fibroadiposa del muscolo
degenerato si rende ben evidente all’eta di 4-hb &nifiessi osteotendinei
diminuiscono nel tempo e i rotulei scompaiono atdas precocemente, in
contrasto i riflessi Achillei sono usualmente eagili per molti anni.
La perdita di forza muscolare ha luogo quando airt#erzo della massa muscolare

di un dato distretto e stata perduta.
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DMD e rapidamente progressiva e i bambini affettedtano dipendenti dalla sedia a
rotelle dall’eta di 12 anni. Nei bambini con DMIncidenza di cardiomiopatia
aumenta progressivamente nell’eta adolescenziaheapprossimativamente 1/3 di
individui affetti dall’'eta di 14 anni, meta dall@ti 18 anni, tutti dopo i 18 anni.

Pur essendo l'intelligenza normale, alcuni paziexdstrano vari gradi di debilita
mentale non progressiva. E’ stato visto che ledtiffa verbali viste nei ragazzi con
DMD sono principalmente il risultato di turbe defteemoria verbale a breve termine,
pil recentemente e stato notato un particolareitefimemoria e delle funzioni
esecutive; una isoforma della distrofina esprestaervello e nelle cellule del
Purkinje contribuisce al mantenimento della stabilielle connessioni sinaptiche
importante nei processi cognitivi.

Delezioni delle porzioni piu distali del gene s@p@sso associate a Ritardo Mentale,
approssimativamente il 20-30% dei pazienti ha um€kiore a 70; la maggior parte
presenta difficolta di apprendimento che, tuttapermette loro di frequentare la
scuola con sostegno; pochi pazienti presentansavegitardo mentale, ma non
esiste correlazione con la gravita della miopatia.

| pazienti con DMD per la ridotta mobilita hanncaundotta densita ossea, con
aumento del rischio di fratture; il trattamento @amticosteroidi aumenta il rischio di
fratture con compressione vertebrale, molte deleicgono asintomatiche. Anche la
scoliosi diventa rapidamente progressiva dopornfioamento sulla sedia a rotelle.
Pochi sopravvivono oltre la terza decade. Le carapke respiratorie e la

cardiomiopatia sono le pit comuni cause di motteoihvolgimento dei muscoli
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respiratori si esprime con tosse debole e ineficafezioni polmonari recidivanti e
diminuzione del volume respiratorio.
DM di BECKER

La DM di Becker ha una incidenza di 1:18.500 maseti vivi, € caratterizzata da:

Progressiva debolezza muscolare simmetrica e atrofiggiormente nei
muscoli prossimali, spesso con ipertrofia dei potpéa debolezza del
guadricipite femorale puo essere il solo segno)

» L’attivita puo indurre crampi (presenti in alcundividui)

» Contrattura in flessione dei gomiti (se preseraaliva)

* Dipendenza dalla sedia rotelle (se presente daépanni)

Preservata la forza dei muscoli flessori del collo

La presenza di fascicolazioni o la perdita dellasgalita esclude la diagnosi di
Distrofinopatia.

La DM di Becker ha un quadro clinico meno graveutt i punti di vista, la
debolezza muscolare ha un inizio piu tardivo, cahvidui che camminano sino ai

20 anni, e la sopravvivenza € piu lunga. Non raraenkesordio € anomalo, in forma
di crampi, mialgie e episodi di mioglobinuria. Asgetto del coinvolgimento piu

lieve della muscolatura scheletrica, le alterazaandiache sino alla DCM sono la piu
comune causa di morbilita e di morte.

Vengono classificati come Becker anche individui gazio dei sintomi dopo I'eta di
30 anni, che deambulano sino all’'eta di 60, indivitiloderatamente affetti con

conferma genetica o dalla biopsia muscolare diafisbpatia , individui con
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iperCPKemia, ipertrofia dei polpacci, crampi musenlmialgia, mioglobinuria e
individui con interessamento “benigno’della mustamia scheletrica, accompagnati
da debolezza muscolare del cingolo pelvico o seapol

DMD correlata a CARDIOMIOPATIA DILATATIVA

Questa forma e caratterizzata da :

» Cardiomiopatia dilatativa con scompenso cardiacmestizio con
presentazione tipica nei maschi all’eta di 20-40i @nelle femmine in epoca
tardiva

» Usualmente non evidenza clinica di disturbi dei calisscheletrici

* Rapida progressione alla morte in diversi annimm&schi e progressione piu
lenta, oltre la decade nelle femmine

L’associazione con l'aritmia ventricolare € comulbe femmine portatrici

sviluppano cardiomiopatia moderata nella quartaiotg decade con lenta

progressione. La sola anomalia biochimica € I'etewge della concentrazione di

CPK. Studi recenti dimostrano che in individui denotipo cardiaco severo, il

muscolo cardiaco non € in grado di produrre Digstegfmentre la muscolatura

scheletrica non e affetta.
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DIAGNOSI

La diagnosi si basa oltre che sui dati clinici)’Budremento dei valori di CPK
costantemente molto elevati anche negli stadi pi@siatici; la concentrazione serica
usuale e di 15.000-35.000 Ul/I (con valori norniaderiori a 160); la concentrazione
di CPK diminuisce gradualmente con I'avanzare dtl'come risultato di
progressiva eliminazione di fibore muscolari distbé, dalle quali deriva

I'elevazione delle CPK sieriche. Altri enzimi musao, quali le aldolasi, le
transaminasi e I'LDH, sono aumentati, ma meno $jgeci

L’EMG é utile nel distinguere un processo miopatieoun disordine neurogeno.
Questo mette in evidenza una corta durata, bagseezra, potenziali polifasici
velocemente reclutati nell’'unitd motoria; come lalattia progredisce i pattern
motori diventano incompleti a causa del reclutameiaotto, fino a che il muscolo
diventa elettricamente silenzioso. Tuttavia, quéati non sono specifici, ma si
rilevano in tutti i disordini miogeni; in praticEMG e usato soltanto raramente nella
diagnosi delle distrofinopatie.

Biopsia muscolare: I'istologia del muscolo mostragpcemente cambiamenti
distrofici non specifici, con variabilita del diatne delle fibre, centralizzazione dei
nuclei accompagnati da aspetti di tipo inflammato8uccessivamente compaiono
focolai di necrosi e di rigenerazione, ialinizzamoe, piu avanti nella malattia,

deposito di tessuto grasso e connettivo. Alla fiekka malattia il muscolo appare
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guasi irriconoscibile, con poche fibre muscolarvaste zone di tessuto fibroso,
adiposo o fibroadiposo.

La biopsia muscolare diventa indispensabile saliaihgenetico-molecolare risulta
negativa; viene eseguita un’analisi immunoistocbar@ immunologica con le
tecniche di immunoblotting sulle sezioni di muscotm anticorpi specifici anti-
distrofina (contro diversi domini della molecolaggli individui normali la presenza
di distrofina e evidenziata da un anello normalarshunofluorescenza che circonda
tutte le fibre muscolari (vedi Fig.5); la distradininvece, sara assente se il bambino é
affetto, a livello del sarcolemma e manchera ladbaspecifica di migrazione
immunoelettroforetica. Inoltre, il Western blotrégrado di rilevare I'eventuale
presenza di distrofine di lunghezza anomala, sraldtte dimensioni a causa di
delezione, che di dimensioni maggiori del normataasa di una duplicazione.

Nei soggetti con DM di Becker la colorazione pudane da quasi normale a

significativamente ridotta.
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Fig.5: Biopsia muscolare

b) Duchenne

a) Normale
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d) portatrice Duchenne
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c) Becker
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ANALISI CITOGENETICA-MOLECOLARE

Usi clinici dei test genetici:

Test diagnostici
Diagnosi di portatrice

Diagnosi prenatale

Metodi clinici dei test genetici: questi test diagtici hanno lo scopo di identificare

le mutazioni, i piu usati sono:

Multiplex PCR, southern blotting, e FISH (con prebehe coprono gli esoni
DMD 3-6, 8, 12, 13, 17, 19, 32-34, 43-48, 50, 560 pud essere usata per
identificare le delezioni che rendono conto del G#8tbe mutazioni nei DMD e
dell’85% dei BMD. Circa il 98% delle delezioni somntificate con queste
metodologie.

Southern blotting e analisi PCR quantitativa: pasere usata per identificare
le duplicazioni. Le duplicazioni possono condurteaacritti in-frame o out-
frame e rappresentano circa il 6-10% delle mutaziansanti la malattia nei
maschi con DMD e BMD.

MLPA multiple ligation probe amplification: questaetodica € stata
sviluppata per I'analisi di delezioni/duplicaziatel gene DMD nei probandi e

nelle femmine portatrici.
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* Scanning delle mutazioni o analisi di sequenzgpsow le piccole delezioni 0
Inserzioni, sostituzioni di singole basi, mutazidai siti di splicing che
spiegano circa il 30-35 % delle mutazioni del geiD.

* Nuove metodologie come “SCAIP” condizione similamaplificazione interna
di sequenze primer e “DGGE” elettroforesi su gel goadiente denaturante
basata sullo scanning di mutazioni sull’intero ganga a identificare, con una
metodica semiautomatica, rapida, accurata ed edcadhnimanente 30-35%

delle mutazioni in DMD.

TRATTAMENTO E TENTATIVI TERAPEUTICI
Negli ultimi decenni I'aspettativa di vita per uaso di DMD si e allungata di oltre
dieci anni, grazie soprattutto al trattamento detlmplicanze cardiologiche,
all’assistenza respiratoria (con impiego di vetiila meccanico durante il sonno) e
alla tempestiva vaccinazione antinfluenzale. Ndiguogressi sono stati compiuti
anche nella ricerca di terapie appropriate.
Fino a questo momento l'unico trattamento farmagiclm dimostratosi in grado di
rallentare la progressione della malattia € la somstnazione controllata di steroidi.
| meccanismi d’azione degli steroidi nella disteofhuscolare sono largamente
sconosciuti. Gli steroidi non provocano, infatih, aumento della distrofina, né una
diminuzione delle fibre necrotiche nelle biopsiestwiari di pazienti affetti da DM
di Duchenne trattati con prednisone. In questedigogiminuisce, pero, il numero di

cellule mononucleate, in particolare cellule T Bute CD8 citotossiche. L'ipotesi
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pero che abbia un effetto immunosoppressivo narppatata dal fatto che individui
trattati con azatioprina non hanno avuto un effeéoefico.

E’ possibile che l'effetto benefico del cortisona sediato da un ridotto catabolismo
proteico senza una concomitante modificazione datli@si proteica,
alternativamente i glucocorticoidi possono agideicendo la morte programmata
durante la miogenesi. Altri studi mostrano chaddmisone ha un effetto
stabilizzante sulle membrane e probabilmente wttefantinflammatorio.

» Prednisone: in trial randomizzati a doppio cieeo $ei mesi, il prednisone
somministrato alla dose di 0,75 mg/Kg/die o 1,5kggdie, aumenta la forza
muscolare e riduce il corso del declino nei masohi DMD. Il miglioramento
Inizia con trattamento iniziale di 10 giorni, chehiede una singola dose di
0,75 mg/Kg/die con un massimo di miglioramento &ggiunge il plateau
dopo tre mesi e pud essere sostenuto per un pafiddoanni in alcuni
bambini, mantenendo una dose di 0,5-0,6 mg/Kg&tiedi effettuati
dimostrano che il prednisone puo prolungare la degeione di due anni.
Sfortunatamente, accanto agli effetti benefediprednisone sulla forza
muscolare nei pazienti con DMD, e comparsdanm numero rilevante di
effetti collaterali, come I'aumento ponderalemparsa di cataratta, aspetto
cushingoide, glicosuria, sintomi a carico ‘dglbarato gastroenterico,
(alterazioni dell’alvo, dolori epigastrici egdrsutismo, rash cutanei,
modificazioni comportamentali, aumento dellagstone arteriosa e, raramente,

fratture.
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Numerosi trials terapeutici sono stati esegeil tentativo di trovare una dose
ottimale di prednisone con diminuzione dethgaela 0,3 mg/Kg/die, con dosi a
giorni alterni e intermittenti o con la sonmistrazione della dose nei primi
dieci giorni del mese; nel tentativo drelana risposta a questi ed altri quesiti,
I'European Muscular Centre ha orgartzzeel 2004 un workshop sul
trattamento della DMD.

Durante questi ultimi anni e stato pretpoil trattamento con basse dosi di
prednisone dopo che e stata fatta la diaganshe se non vi sono studi
adeguati sull’efficacia di questo trattametecoce.

Deflazacort: il deflazacort € un derivato sintetitad prednisolone, usato in
Europa, ma non utilizzabile in USA. Studi contrbllan doppio cieco hanno
mostrato che il Deflazacort non solo € efficace ednprednisone nel
rallentare la perdita di forza muscolare e nel ma@te piu a lungo la
deambulazione nei pazienti affetti da DM di Duchegmrma che comporta un
minore aumento ponderale rispetto al prednisone.

Comparando due diversi protocolli di trattamento Beflazacort in DMD, la
dose di 0,9 mg/Kg/die ha piu effetti di quella ¢gb ng/Kg/die per i primi 20
giorni del mese; tuttavia il 30% dei bambini tréttan questa dose piu alta
sviluppano cataratta asintomatica che non richied@amento.

Oxandrolone: 'oxandrolone € uno steroide anabalizz, che in studi pilota si
e dimostrato avere effetti simili al prednisone oainori effetti collaterali;

esso esercita il suo effetto attraverso I'induzidnen’aumentata sintesi

32



proteica nel muscolo. Uno studio randomizzato,appdo cieco, verso
placebo, della durata di 6 mesi, mostra un migieato non significativo
della forza muscolare nei pazienti trattati rispettquelli con placebo; tuttavia
un incremento medio della forza muscolare era sogtivo. | ricercatori che
hanno portato avanti questi studi propongono areahdrolone possa essere
usato prima di iniziare la terapia con corticogtirpoiché e sicuro, nella
terapia a breve termine, accelera la crescitangHazza, e puo avere effetti
benefici nel rallentamento della progressione diddlbolezza. Tuttavia non
sono stati studiati gli effetti a lungo terminelddkerapia con oxandrolone nei
DMD.

Terapia genica: molte strategie di terapia geroe State studiate e
perfezionate nel corso degli anni. Sebbene neuhnni si siano
moltiplicate le strade percorribili, siano statéesamente riviste le strategie piu
tradizionali, € ancora improbabile che in un futui@no si trovi un effettivo
trattamento della DMD. Tre innovativi metodi m@sto numerosi vantaggi
comparati con gli altri approcci, i quali si dim@sto molto promettenti come
strategie per condurre a un effettivo trattamerltaddMD: la scoperta di mini
e microdistrofine da vettori virali ricombinanti @ab-associati (rAAV);
oligonucleotidi anti-sense che inducono un exopmkig nel tentativo di
ripristinare la corretta lettura saltando i cod8mOP; rimpiazzamento della

distrofina con upregulation dell’'utrofina. Non eatno nei particolari delle
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varie tecniche che richiederebbero una trattazeomqarte ma ci auguriamo in

un prossimo futuro di poterle utilizzare sui nopizienti.

Table 1 | Overview of strategies for Duchenne muscular dystrophy gene therapy

Strategy Action/effect Advantages Disadvantages Prospects
Adenoviral vectors Ful-length dystrophin High transduction levels in Viral immune response, limited ++
COMNA transfer regenerating muscle, expression of persistence of transgene exprassion,
fully functional dystrophin maturation dependent
Herpes simplex Full-length dystrophin High transduction levels in Viral toxicity and immune response, +
viral vectors COMNA transfer regenerating muscle, expression of limited persistence of transgene
fully functional dystrophin expression, maturation dependent
Plasmid vectors Full-length dystrophin Synthetic, non-infectious, relatively Large molecule, delivery requires efficient  ++
CcONA transfer safe, flexible, simple engineering transfection method
Myoblast Introduce dystrophin- Non-infectious, relatively safe Low efficiencies, immune suppression +
transplantation producing cells required
Stem-cell therapy Introduce dystrophin- Conventional treatment, relatively Low efficiencies, immune suppression ++
producing cells safe required
Chimeric Caorrection of mutation Cumulative, permanent effect Low in vivo efficiencies +
oligonuclectides at the DNA level
Gentamicin therapy Ribosomal read-through Conventional drug Low reproducibility, risk of nonspecific +
of stop codons in mMRNA adverse effects
rAAV vectors* Mini- or micro-dystrophin High transduction efficiencies in Unable to deliver full-length +++
cONA transfer muscle, non-pathogenic minimal dystrophin, laborious production systems
immune responses
Antisense Splicing modification of Synthetic, small-molecule drug, Repeated administrations and (targeting) +++
oligonuclectides® pre-mRMNA relatively safe, restores all isoforms delivery reagent needed, mutation specific
Utrophin Replacement of Small-molecule drug, no immune Mo effective specific compound identified  ++
upregulation® dlystrophin response, relatively safe as yet

“These three relatively new strategies are mast likely to lead to an effective treatrment for Duchenne muscular dystrophy. The symbols in the prospects column indicate a
subjective assessment of the probability of a particular strategy leading to an effective treatrment, ranging from low (+) to high (+++). rAAY, recombinant adeno-associated virus.

Table 2 | Overview of animal models for Duchenne muscular dystrophy gene-therapy studies

Model Mutation Effect Pathologic/physiologic symptoms Gene-therapy studies
madx mouse Nonsense mutation Stop codonintroduced, Fibre degeneration (particularly from Used for most strategies
inexon 23 (3185C>T) dystrophin synthesis 2—8 weeks), replacement by centrally owing to its relative
aborted prematurely nucleated regenerating fibres, myopathy experimental simplicity
less severe later in life, normal lifespan
CXMD/GRMD 3’ splice-site point Exon 7 skipped from Severely affected, massive muscle Chimeroplasts,
golden mutation in intron 6 transcript, frame shift, degeneration, resembles human DMD adenovirus-mediated
retriever dogs (739-2a=g) dystrophin synthesis best compared with other models (mini-)dystrophin/
aborted prematurely utrophin transfer
HFMD Deletion of Dp427m No muscle dystrophin Large areas of muscle-fibre degeneration None
and Dp427p promoter expression and regeneration, mononuclear infiltraton,
regions hypercontracted fibres

Note that further mouse mutants (max2-<=) that have been generated by 5 N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) mutagenesis are not often used for therapsutic studies!™.
CXMD, canine x-linked muscular dystrophy; DMD, Duchenne muscular dystrophy; GRMD, golden retiever muscular dystrophy, HFMD, hypertrophic feline muscular dystrophy.
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CONSULENZA GENETICA

Fratelli del probando:

Il rischio nei fratelli del probando dipende dadkato di portatrice della madre

* Se la madre del probando ha una mutazione causdif&dto, il rischio di
trasmissione nella sua prole e del 50 %; i fratefischi che ereditano la
mutazione saranno affetti; le femmine che ereditanmoutazione saranno
portatrici.

» Se la madre non ha una mutazione evidenziabilsuteDNA €& probabile che
il probando abbia una mutazione de-novo nel geatavia, poiché
I'incidenza di mutazioni germinali nella madre & #i&-20%, il fratello del
probando ha un rischio aumentato di ereditare kanmne DMD.

» Se la madre ha un concomitante mosaicismo somagesminale, il rischio
dei fratelli di ereditare una mutazione DMD puoezesiu alto che se la madre
ha solo un mosaicismo germinale.

Discendenti del probando:

* | maschi con DMD usualmente muoiono prima delligdéoduttiva o sono
troppo debilitati per riprodursi.

* | maschi con BMD e con DMD associata a cardiomiapaditatativa possono

riprodursi. Tutte le figlie sono portatrici, nessutei figli ereditera la

mutazione del padre.
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DISTROFIE MUSCOLARI DEI CINGOLI

Distrofia muscolare dei cingoli (LMGD) € un termaiper lungo tempo utilizzato per
descrivere distrofie muscolari ad inizio in etaamile o adulta che si distinguevano
dalle piu comuni distrofinopatie X-linked .

Prima dell’avvento della genetica molecolare, i@ntlinica denominata “Distrofia
dei cingoli” (LGMD) era considerata un contenitdidorme unificate solo dalla
relativa somiglianza del fenotipo con la DistrafiaBecker, dalla localizzazione ali
cingoli del deficit di forza piu importante, daff@ogressione generalmente lenta e
dalla ereditarieta di tipo Autosomico, per lo piedessivo.

Le distrofie muscolari dei cingoli o limb-girdle meular dystrophies (LGMD)
comprendono un gruppo eterogeneo di disordini @sxsivi riguardanti
principalmente la muscolatura del cingolo scapatapelvico, che vanno da forme
piu gravi con insorgenza nella prima decade dieitapida progressione, con perdita
della deambulazione prima dei trent’anni, a forntelijgvi ad insorgenza tardiva e
lenta progressione e forme addirittura scarsansntematiche.

In alcune forme di distrofie dei cingoli € preseuateinteressamento cardiaco.

Vi & una marcata variabilita clinica intra ed infamiliare.

Data I'eterogeneita delle DM dei cingoli e la mamza di specificita diagnostica, Ci
sono pochi studi sulla prevalenza di LGMD, questtiraata variare da 1:14.500 a 1:

123.000.
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L’attuale classificazione risulta sostanzialmerdgldstudi di genetica, in base al tipo
di eredita autosomica dominante (LGMD1) o recesfivGMD?2), e nell’ambito di
guesti sottogruppi sono indicate con lettere maisdell’alfabeto, forme
geneticamente distinte, individuate attraversceehiificazione del gene coinvolto

e della proteina coinvolta dalla mutazione (vedid)a

L’eterogeneita e notevole: in alcune forme il dideiguarda proteine della
membrana plasmatica come i sarcoglicani del cormpleFansmembrana che lega la
distrofina, in altre il difetto riguarda proteineldgarcomero (miotilina, disferlina,
teletonina), un enzima citoplasmatico e persinoprogeina dell’involucro nucleare

(lamina).

EXTRACELLULAR Laminin 2

Collagen V1
Basal Lamina

SARCOLEMMA

(BY

Syntrop ins e

Fig 6
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% di Popg(l)a:}zlonl
individui Nome della ..
. Mutazioni
con AR Malattia
con effetto
LGMD
Fondatore
Alpha- | Nessuno
sarcoglycanopatia
Piu del
68% di Beta- _
individui sarcoglycano Amish
con inizio patia
infantile e Gamma- Africani:
~10% con sarcoglycanopatia  Rom
inizio in eta, (SCARMD)
adulta
Delta- —
.| Brasiliani;
sarcoglycanopatia
Amish,
Isola di
. . Reunion
~ - 0, '
10-30% Calpainopatia Paesi
Baschi,
Turchia
Dysferlinopatia
Myopatia distale| _
~10% di Miyoshi Libici,Ebrei
Rara Telethoninopatiel Italiani
Sconosciuto LGMD2H Manlto_b_a
Hutteriti
Sconosciuto LGMD2I

LMGD ad ereditarieta Autosomica Recessiva

Tabella 2. Distrofia Muscolare dei Cingoli (LGMD) autosomica recessiva

LGMD2D

LGMD2E

LGMD2C

LGMD2F

LGMD2A

LGMD2B

LGMD2G

LGMD2H | TRIM32

Sconosciuto LGMD2I

SGCA

GCB

GCG

SGCD

CAPN3

DYSF

TCAP

FKRP

Localizzazione

del Locus

17g12-
g21.3

4q12

13912

5433

15q15.1-
g21.1

2p13.3-
pl3.1

17q12

9g31-
g34.1

19913.3

Proteina
prodotta

Alpha-
sarcoglycano

Beta-
sarcoglycano

Gamma-
sarcoglycano

Delta-
sarcoglycano

Calpaina 3

Dysferlina

Telethonina

Proteina
Zinc-finger
HT2A

Proteine
Fukutina-
correlate

Test
molecolare

Clinico

Clinico

Clinico

Clinico

Clinico

Clinico

Solo per
scopi di
Ricerca

Clinico
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Tabella 3. LGMD Autosomico Recessiva: Quadro clinic

Presentatione Altri segni
Nome della S Muscoli
Malattia Sintomi Deficit di dei Contrat_tur_e
forza polpacci / Scoliosi
Deficit completo:
difficolta a Prossimale | Ipertrofia Tardivi
correre,
_ _ camminare
Sarcoglicanopatia e _
Deficit parziale:
crampi,
intolleranza
all'esercizio
Difficoltaa | - rossimale
(normali gli
correre, :
. . : estensori e , .
Calpainopatia camminare, , Atrofia Precoci
: adduttori
camminare sulle ;
dell'anca),
punte |
scapole alate
Inabilita a metters| Distale e/o
in punta di piedi; | pelvico- | Transitoria
Dysferlinopatia difficolta a femorale(nor| ipertrofia
correre, scapole (rara)
camminare alate)
Prossimale e
Difficolta a distale negli
Telethoninopatia correre, arti inferiori;
(LGMD2G) camminare,piede prossimale
cadente negli arti
superiori
Deficit dei muscol
facciali con sorris(| Prossimale
piatto(orizzontale), negli arti | Distruzione Non
LGMD2H i e . .
andatura anserina inferiori; muscolare |riportati
difficolta a salire collo
le scale
oiforas | P
LGMD2| correre, S a?ti Ipertrofia | Rari, tardivi
camminare . .
inferiori

Eta
Perdita
Inizio autonomia
deambulatoria
3-15 aa
(8.5 aa) 15aa
Adolescent
— giovani
adulti
2-40 aa 11-28 aa
(8-15aa) | dall'esordio
17-23 aa
Primi 10 ~18 aa
anni dall’esordio
1-9 aa Tardi
1.5-27aa 23-26 aa
(11.5 aa) dall’'esordio
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Le forme recessive di LGMD hanno messo in lucaolo patogenetico fondamentale
dei sarcoglicani e del complesso distrofina/saicagl.

Dal punto di vista clinico si tratta di processstdbfici e amiotrofici che interessano in
modo abbastanza specifico la muscolatura del ainggdpolare e pelvico, con incostante
pseudoipertrofia dei polpacci o della regione de#a, senza coinvolgimento dei muscoli
della faccia e dell'orofaringe; I'interessamentodiaco e variabile, ma senza dubbio
meno frequente che nella distrofinopatia. Le pmsta mentali sono normali.

Gli enzimi muscolari sono generalmente aumentdiMG e incostantemente miogeno.
L’istologia del muscolo € di tipo distrofico, corgenerazione/rigenerazione, ma la
distrofina € normale o solo lievemente ridotta.

In alcuni casi (sarcoglicanopatie, calpainopatisfedinopatie) si puo effettuare una

diagnosi biochimica con la ricerca delle proteipecsfiche sulla biopsia muscolare.
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SARCOGLICANOPATIE (LGMD2C, 2D, 2E, 2R

Le sarcoglicanopatie rappresentano le cause puédrgi di DM dei cingoli.

| sarcoglicani sono un complesso di quattro pretémtramembranose (tetramerico),
chiamate alfa, beta, gamma, delta, con peso malexdi 50, 43, 35, e 25 kD
rispettivamente.

| quattro sarcoglicani funzionano come un’unicat@irta, nel senso che un difetto a
carico di uno di essi comporta la degenerazionerskaria di tutti gli altri. L'alfa
sarcoglicano o “adalina” ha il terminale COOH riwoVerso I'interno della fibra, a
differenza del beta e gamma-sarcoglicano, chaemtano verso il citoplasma con il
terminale amminico NH2.

| sarcoglicani legano la distrofina con i “terminaterni” che sembrano svolgere un
ruolo fondamentale nella composizione vera e peogel sarcolemma.

Questo complesso stabilizza I'associazione dediaafina con i sarcoglicani e
contribuisce alla stabilita del citoscheletro deflambrana plasmatica.

Coinvolge, infatti, il “complesso Distrofina-Glipooteine” (DGC) nella membrana
della fibra muscolare.

| sarcoglicani insieme alle Sintrofine giocanorualo nella stabilita del DGC,
dimostrati da studi su modelli animali. Le sintn&i(alfa, betal e beta2) sono
presenti alla superficie citoplasmatica del sarmota e si legano al terminale
carbossilico COOH della distrofina. Tramite le sufine il complesso distrofina-

glicoproteine non solo controlla il funzionamentld membrana della fibra
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muscolare, ma regolamenta, unitamente ad altreipstitoplasmatiche muscolari,
anche il flusso di informazioni verso l'interno detellula e le informazioni
neuromotorie che raggiungono la placca neuromuseaoidutti i suoi componenti.

| 4 geni dei sarcoglicani sono correlati I'un ltaltstrutturalmente e funzionalmente
,ma ognuno ha un distinto locus cromosomico. Motazan ogni gene portano ad
una completa o parziale perdita del complessoddta alla riduzione della
Distrofina.

La frequenza relativa delle patologie dei 4 geninvdecrescendo dall’alfa al beta al
gamma e al delta (8:4:2:1). La mutazione piu contul&eR77C che interessa il 50%
circa degli alleli mutati dell’alfa sarcoglicano.

La diagnosi si fa con 'uso di anticorpi antisaricani nel muscolo, seguito dallo
studio molecolare. Mutazioni di un singolo genesdecoglicani conducono a
deficienza secondaria di tutte le proteine. Tipieata un singolo anticorpo (alfa-
sarcoglicano) e usato per classificare individ@ bhnno completa o parziale
deficienza di sarcoglicani nel muscolo. In popmazspecifiche isolate
geograficamente o per etnia, certe mutazioni pasagare un’alta frequenza. Cio Si
spiega ammettendo una deriva genetica in popoliedianodeste dimensioni, seguita
da inincrocio causato inizialmente da isolamentoegjeo per ragioni geografiche o
culturali ed incrementato ulteriormente dalla matli matrimoni tra consanguinei
per ragioni economiche o sociali.

Mutazioni dei beta-sarcoglicani con effetto formtatsono state osservate negli

Amish. Specifiche mutazioni dei gamma-sarcoglicauisano la maggioranza di casi
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di LGDM in Egitto e in Nord-Africa. Una specificautazione del delta-sarcoglicano
e relativamente comune in Brasile.

La prevalenza dell8arcoglicanopatiee approssimativamente di 1:178.000

| sintomi clinici variano da esordio precoce niaféinzia con progressione severa

( simile alla Distrofia muscolare di Duchenne )sarelio piu tardivo con progressione
piu lieve ( simile alla Distrofia muscolare di Beck).

Il coinvolgimento cardiaco € di solito non seveoone nelle distrofinopatie, sebbene
sia variabile; circa il 30% degli affetti mostraalberazioni cardiache al’lECG ed
Ecocardiogramma.

Molti individui con severa LGDM ad inizio precoceostrano mutazioni dei geni dei
sarcoglicani, in contrasto il 10% degli individwrcLGDM lieve (con esordio in
adolescenza o nell’adulto hanno una sarcoglicarapat

LGMD2C : questa forma a trasmissione AR é dovuta a mutaa@ gene che
codifica per ilgamma-sarcoglicandocalizzato sul cromosoma 13912, interessa i
muscoli prossimali piu che i distali ed e carattesta da scapole alate e ipertrofia dei
polpacci, I'esordio avviene di solito prima deidfni e il decorso € variabile tipo
Duchenne o Becker. In circa il 20% dei casi € colitovil cuore. 1 livelli di CPK nel
siero sono sempre elevati. L'intelligenza e nornga$t ha perdita della
deambulazione frai 10 e i 37 anni; la morte eanege nella 2° decade. Alla biopsia
si ha assente o ridotto gamma-Sarcoglicano e noomalotti gli altri Sarcoglicani.

La Distrofina € normale o ridotta.
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La prevalenza dei casi di questa forma AR e spoaagli stata stimata in 1:200.000,
ma & molto piu elevata in almeno due gruppi digrzila popolazione di Roma
(C238Y) e quella mediterranea (del525T). E’ statoato che meno del 10% dei
pazienti che hanno la forma AR originano da mutazilel locus 13q.

Non e noto un trattamento specifico, tuttavia mmdizienti si sottopongono a
chinesiterapia per prevenire il peggioramento dwletratture.

LGDM2D: questa forma si trasmette con modalita AR ed éatawda mutazioni del
geneAdalina che mappa sul cromosoma 17q21 e codifica patsarcoglicano
una glicoproteina associata alla distrofina; lavgjgadel fenotipo correla con il grado
di deficit di alfa-sarcoglicano nel muscolo.

Il fenotipo puo essere severo o lieve e I'eta drdi® € compresa frai 2 e i 15 anni,
il quadro clinico e sovrapponibile a quello dellD con prevalente interessamento
dei cingoli e pseudoipertrofia dei polpacci. Il ce:@ coinvolto nel 20% dei casi.
Contrasta con la gravita del quadro clinico la ralita delle prestazioni mentali.
Nella biopsia muscolare si ha assente o ridotes &#rcoglicano e ridotti o assenti gli
altri Sarcoglicani. Il CPK € molto alto (>5000).

La prevalenza dei casi recessivi e sporadici di Ma®stata stimata in 5,7:
1.000.000, e relativamente frequente nei paesiatoidentali. Tra le forme
autosomiche recessive, si calcola che il 17% stansate da mutazioni del gene
adalina.

LGDM2E: questa forma AR é dovuta a mutazioni nel gene ot#ica per ilbeta-

sarcoglicanq localizzato sul cromosoma 4g12, che deriva dadf@essione di una
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forma “tronca” di beta-sarcoglicano. Il fenotip@er lo pit severo, con esordio sotto
I 3 anni ad interessamento prossimale e prominpataofia muscolare e della
lingua. In genere si ha perdita della deambulaz&r@s anni e occasionale
cardiomiopatia. Il CPK e molto alto (>5000) e dilapsia muscolare in genere si ha
assenza di tutti i Sarcoglicani e assente o ridog&ofina.

LGDM2F: questa forma AR € dovuta a mutazioni nel genecolddica per il delta-
sarcoglicano localizzato sul cromosoma 5g33-34ata secentemente descritta in
pazienti Brasiliani ed e dovuta alla produzionerm proteina “tronca” con arresto
della sintesi al quinto codon. Ha un quadro clirgcave, con esordio frai2 e i 10
anni ed interessamento simmetrico dei muscoli prads ipertrofia dei polpacci,
crampi e perdita della deambulazione fra i 9 e adBi e morte frai 9 e i 19 anni.
Occasionalmente si ha cardiomiopatia dilatativapaine presentarsi anche senza
interessamento dei muscoli scheletrici. 1| CPK dtmalto (10-50 volte la horma),
alla biopsia si ha assenza del delta, alfa e bates§licani e ridotto o assente

gamma-Sarcoglicano, presente, ma ridotta la Distiof

CALPAINOPATIE (LGMD2A)

Nella LGDM2A si € identificato un difetto nel geth®gl5 che codifica per un

enzima, la calpaina 3 specifica per il muscoldaéos! primo gene delle distrofie

muscolari recessive ad essere mappato.
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Questo enzima appartiene alla grande famiglie delpaine, proteasi citosoliche
attivate dal calcio, a sua volta regolato dall@icahodulina. La calpaina 3 sembra
localizzarsi nel nucleo, a differenza delle aliaépaine note; € possibile che anche la
sua funzione differisca da quella delle calpaitesaliche, che quando attivate dal
calcio e iperespresse, costituiscono una via inptetdi danno cellulare, mentre in
guesto caso e il suo difetto o la sua mancanzawgpare la malattia
neuromuscolare.

La calpaina 3 lega anche la titina, proteina cémtralla struttura sarcomerica, il cui
difetto provoca una miopatia AD ad esordio tardiaajistrofia muscolare tibiale;
guesto legame suggerisce un ruolo della calpama &irnover miofibrillare e, forse,
anche nucleare, dal momento che anche la titileecalizza nel nucleo. E’ una
proteasi calcio-dipendente con funzione sconosciell@ miofibre, ma
probabilmente opera un taglio delle proteine intigwlipeptidi (azione proteolitica)
ed e localizzata sia nel nucleo, sia nel citoplagnacessa proteine coinvolte nei
processi di segnale, fattori di trascrizione musegecifici, proteine del citoscheletro
modulandone le attivita. Nel muscolo deficient€dipaina 3 e descritto un aumento
dell’apoptosi.

E la forma pit frequente di LGMD, rappresentandoecil 40% di tutte le LGMD.

La frequenza varia dal 10% negli USA al 26% in G@pe, al 50% in Turchia,
all'80% nei Paesi Baschi ed in Russia.

In Italia ha una frequenza di circa 1:100.000 gequdienza di portatori di 1:160.

La penetranza € pressoche completa in eta adulta.
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Sono note circa un centinaio di mutazioni del geB®M2A e sono causate dalla
perdita di funzione per delezione, mutazione franfgsnissenso.

La malattia esordisce in genere tra gli 8 e i 1f%i,ama puo variare dai 2 ai 40,
consentendo uno sviluppo normale nei primi anmitdi, la muscolatura prossimale
del cingolo pelvico € la prima ad essere interes$ai si instaurano precocemente
anche la retrazione dei tendini di Achille; l'ip@rfia dei polpacci é relativamente
rara. |l livello di CPK e sempre aumentato.

Si dimostra un difetto secondario di calpaina 3engisferlinopatie.

Il primo sintomo € in genere la tendenza a cammisale punte; sono frequenti nei
primi stadi difficolta nella corsa, andatura ansayiscapole alate e lieve iperlordosi.
Il deficit di forza € simmetrico maggiormente aicardei muscoli prossimali degli
arti, tronco e area periscapolare. E’ presente atatassita dei muscoli
addominali,maggiore compromissione del gluteo massadduttori e comparto
posteriore degli arti con brevita del tendine dhie, spina rigida e scoliosi. A volte
dolori muscolari e intolleranza all’esercizio. Rasmio dei muscoli della faccia e
collo, a volte macroglossia. Piu tardi compareichita nel salire le scale, nell’alzarsi
dalla sedia o, se sdraiati, dal pavimento. Somuiati contratture articolari all’anca,
ginocchio, gomito e dita e a volte spina rigidantéressamento della muscolatura
respiratoria € lentamente progressivo, ma rarigassono esordire con cuore
polmonare acuto/subacuto e arresto cardiaco. liggwaza € normale.

La malattia e progressiva e la perdita deambukagirfha dopo 10-30 anni dall’inizio

(frai 10 e i 48 anni di eta).
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In base alla distribuzione del deficit di forzaaleta di esordio si distinguono 3

fenotipi:

Fenotipo Pelvi-Femorale (Leyden-Moebius]76%), € il piu frequentemente
osservato, il deficit di forza e primariamente @vite nel cingolo pelvico ed in
seguito in quello scapolare. L'eta di esordio enprdei 12 anni, in eta
giovanile o dopo i 30 anni. L’esordio precoce gitl frequente e si
accompagna ad un decorso piu rapido con contratture

Fenotipo Scapolo-Omerale (Erb)10%) in cui il deficit di forza é
primariamente evidente nel cingolo scapolare eskguito in quello pelvico.
Raro lI'esordio precoce e di solito il decorso el@ue del precedente.
IperCPKemia usualmente osservata in bambini o giovani nei gusdilo
sintomo e 'aumento della concentrazione di CPKsimlo, puo essere

considerata uno stadio presintomatico della malatti

La Calpainopatia va sospettata nei soggetti con :

Deficit di forza prossimale (del cingolo pelvicamescapolare) simmetrico con
precoce esordio (prima dei 12 anni) o in eta gidganseguente (dopo i 30

anni)

Atrofia dei muscoli degli arti, tronco, ipertrofteei gastrocnemi

Scapole alate, scoliosi, contratture del tendin&athille o di altre articolazioni
(anche, ginocchia, gomiti, dita, colonna)

Andatura anserina, sulle punte, difficolta nellaseg nel salire le scale o nel

drizzarsi in piedi da posizione seduta o coricata
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* Risparmio dei muscoli facciali, oculari, della lurege collo

» Assenza di cardiomiopatia e ritardo mentale

» Storia familiare indicativa per trasmissione A.R.
Il dosaggio della CPK ¢ elevato (5-80 volte lama) precocemente nell’infanzia e
durante gli stadi attivi della malattia e diminugsmon la progressione della stessa.
Puo essere elevato anche nei portatori.
La TAC e RMN muscolare mostrano l'interessamenealpminante nei comparti
posteriori degli arti. La differente distribuziodell'interessamento muscolare tra la
calpainopatia e altre LGDM (sarcoglicanopatie éedismopatie) messa in evidenza
dal CT scan € un importante elemento per la disigslinica.
EMG e tipicamente miopatico, ma puo essere normedd stadi iniziali e
presintomatici.
Biopsia muscolare : le alterazioni morfologicheseariabili in rapporto all’eta
dell’individuo al momento della biopsia. Molti inddui hanno tipiche alterazioni di
un processo distrofico con aumento della variagbdlle fibre, aumento della fibrosi,
rigenerazione e degenerazione; altri hanno li@specifici reperti miopatici qual
I'aumento dei nuclei centrali, fibre lobulate eagpate con predominanza delle fibre
tipo I. L'immunoblot per la Calpaina-3 € diagnosti€irca I'80% dei soggetti con
mutazioni della CAPN3 hanno livelli variabili di (paina-3 (58%: assente, 22% con
riduzione parziale) e il 20% hanno normali liveliiCalpaina che presenta diminuita
funzione. Ci possono essere falsi positivi conzidoe della Calpaina-3 in altre

distrofie muscolari, quali la Disferlinopatia oTainopatia (distrofia muscolare di

49



Udd) o in condizioni che promuovono I'autolisi @elCalpaina-3 quali conservazione

o trattamento.

DISFERLINOPATIE (LGMD2B e Miyoshi myopathy)

La disferlinopatia &€ causata da mutazione del @¥f®eF che include uno spettro di
disordini muscolari caratterizzati da due fenotpi.

La Miyoshi myopathy con debolezza primariamentéatkse la LGDM2B con
debolezza primariamente prossimale.

Il gene responsabile (DYSF) é stato identificatbl®98 (2p13.3- p13.1) ( la seconda
forma di distrofia dei cingoli A.R ad essere mappag il solo gene associato a
disferlinopatia; DYSF ha 55 esoni e 6.243 pb efomaper una proteina di 2080
aminoacidi, approssimativamente di 230 kDa.

E’ stata identificata una mutazione 1624delG irdlfiglie di Ebrei Libici con
LGDM2B; tra i Giapponesi con Miyoshi myopathy quatinutazioni (C1939G,
G3370T, 3746delG, e 4870delT) che contano cir68% di tutte le mutazioni. E’
stata recentemente riportata la possibile esistginza effetto fondatore per la
mutazione C2785T nella popolazione Italiana. Nastesina correlazione tra il tipo
di mutazione e il fenotipo, tuttavia la mutazion85&0A, associata con una forma
severa di Miyoshi myophaty, e localizzata attorha @egione di relativa idrofilia e si
e ipotizzato che questa regione possa essere mmp@rer la funzione della proteina.
Gli affetti mostrano mutazioni con perdita di fumzée (missenso) della disferlina con

perdita della proteina nella superficie della mesmiarcellulare. Molti pazienti
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mostrano un completo deficit della proteina allapisia muscolare, ma altri hanno un
deficit parziale. E’ degno di nota anche il riscordi evidenti segni di

inflammazione endomisiale e perivascolare all'istomologia e immunocitologia
muscolare con presenza di linfociti CD8, CD4 e rotagi, senza linfociti B.

La Disferlina e correlata alla proteina C.elegamrs cui ha un’elevata omologia,
coinvolta nella maturazione dello sperma e neltdisgnon sindromica (otoferlina).
La Disferlina, localizzata nella membrana delladimuscolare, puo avere un ruolo
nei processi di integrazione delle vescicole coméanbrana sarcolemmatica. La
funzione della Disferlina € sconosciuta, ma in&sgsenza sono nettamente deficitari
| processi di riparazione del sarcolemma, per&in@rgenti come processi attivi
Ca++ mediati. La proteina disferlina possiede wevbrdominio C-terminale che
attraversa la membrana sarcolemmatica a tutto a@essun lungo dominio
citoplasmatico idrofilo coinvolto nei processi chgmissione di segnali intracellulari
Ca++ dipendenti; questi 2 domains sono importagttig fusione di membrana
calcio-mediata e recentemente é stato riportatgpoksa avere un ruolo essenziale
nel riparo della membrana delle fibre dei muscottiedetrici.

Esiste una possibile interazione tra la disferlenka Caveolina 3 che contribuisce a
favorire la funzione di segnale delle caveole.

L’evoluzione puo essere anche molto rapida e idaale.

La sintomatologia clinica é variabile anche neléssa famiglia in soggetti con la

stessa mutazione; in genere la progressione eédentdeambulazione conservata
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fino ai 30 anni, a volte fino ai 60 anni. L'intesagnento muscolare puo essere
asimmetrico e non si associa cardiomiopatia.
Comprende 2 fenotipi clinici:

Miopatia di Miyoshi con interessamento primitivamernlistale, caratterizzata da

» Eta di esordio in genere in eta tardo infantileavane adulto (19-20 anni)

* Primitivo interessamento dei gastrocnemi e solriatoofia, difficolta a
camminare sulle punte e possibile andatura swin@alRaro il coinvolgimento
del comparto anteriore.

Dopo un periodo di anni, I'atrofia si estende aitgi con difficolta nella
deambulazione. Le braccia possono essere lieveragnfehe con risparmio
dei piccoli muscoli delle mani. In seguito puo essateressato il cingolo

scapolare .

Progressione lenta con perdita della deambulaziooa 10 anni dopo

I'esordio

Valori di CPK 10-100 volte la norma ( in genere@0)

EMG miogeno

Biopsia muscolare che mostra una miopatia crorttczaa

LGMD2B con interessamento primitivamempessimale,caratterizzata da
» Eta di esordio nella tarda adolescenza o giovankaad
* Primitivo interessamento con atrofia dei muscoliaiegolo pelvico e

scapolare
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* Progressione lenta
e Elevatissimi valori di CPK

* Coinvolgimento subclinico dei muscoli distali ircahi individui

Tabella 4. Comparazione tra Miopatia di Miyoshi aad LGMD2B
Miopatia di

Miyoshi LGMD2B
R : , : 21.8+7.4 aa (14- 26.2 +9.2 aa (14-
Eta media all'esordio (range) 37 aa) 41 aa)
R : ) : , 35.5aa 39.3 aa
Eta media dell'uso del bastone (anni dopo I'esord)o (16 aa) (13.6 aa)
Eta media della perdita dell’autonomia 42.8 aa 45.1 aa
deambulatoria (anni dopo I'esordio) (22.8 aa) (21.4 aa)

La biopsia muscolare mostra una variabilita randeite fibre con predominanza
delle fibre tipo I, con degenerazione e rigenerai®Gpesso sono presenti segni di
inflammazione che pongono difficile D.D. con Polosite.

Anticorpi anti-disferlina mostrano che questa praee localizzata nella membrana
muscolare e soggetti con mutazioni nel gene DY Sgtrmoo completa parziale o
assenza. Tali anticorpi non sono rilevabili nei omn del sangue periferico.
L’immunoblot é considerato il migliore metodo diagtico. Si pud avere una

riduzione secondaria della Calpaina 3 all'immunablo
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TELETONINOPATIE (LGMD2G)

Questa forma e dovuta a un difetto di teletonimatgina presente nel disco Z del
muscolo cardiaco e scheletrico, codificata in posiz 17q12.

La teletonina co-localizza con il terminale carllass C della Titina, ed €
presumibile una sua attivazione da parte dellakimasi attraverso un processo di
fosforilazione; ma altre proteine ancora saraneatificate come partners della
teletonina.

Una singola mutazione e stata trovata nel geneatiiéica per la teletonina, una
proteina del sarcomero in 2 famiglie brasiliane.

L’esordio si situa tra i 9 e i 15 anni e tutti izoenti affetti mostrano una importante
compromissioneprossimale degli arti sup eprossimale e distale degli arti inf.
con debolezza muscolare, piede cadente e perditalddatoria nel 40% nella 3°-4°
decade. Nel 55% si ha interessamento cardiacoardipeniopatia dilatativa. Il CPK
aumenta da 3 a 30 volte la norma. La biopsia maseohostra un gran numero di
vacuoli, segno non comunemente riportato nelle LGMD e anticorpi anti-

teletonina mostrano una sua assenza.

LGMD2H
Causata dalla mutazione in omozigosi D487N nel géRid132 in 9931-33.
Questa mutazione con effetto fondatore e statavadsesolo nella popolazione
Hutterite del Nord America (Manitoba). Il gene dozh per una ligasi E3-Ub

responsabile della regolazione post-translaziomaildvelli di proteina.
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L’esordio e fra gli 8 e i 27, anni con interessatogagrossimale degli arti inferiori e
lenta progressione. Gli affetti possono restarenteganti fino all’eta adulta ed e
descritta una deambulazione autonoma, anche seoltifta, anche nella sesta
decade.

Caratteristico e il segno di interessamento deliaguolatura facciale con un sorriso
piatto che ricorda la FSH e un tardivo interessamdai muscoli prossimali degli
arti superiori. Il CPK e alto (250-4500). Questtopagia € stata descritta solo nella

popolazione degli Hutteriti.

LGMD2I
Causata dal difetto del gene FKRP ( proteina Fokutbrrelata) che mappa sul
cromosoma 19q13.3. Tutti gli individui riportati stcano omozigosita o sono
composti eterozigoti di comuni mutazioni (C826AuR&6lleu) che non si trovano
mai nelle forme severe di distrofia muscolare coitgedate da mutazione del gene
FKRP. Gli omozigoti per queste comuni mutazionispiu lievi dei composti
eterozigoti. La biopsia muscolare mostra una roheidella Laminina alfa 2 e una
variabile espressione dell’alfa distroglicano conmale pattern del beta
distroglicano.
Malattia allelica alla Distrofia muscolare congariitC (MDC1C) entrambe causate
dalla mutazione nel gene FKRP. Il fenotipo varidatane simili alla Distrofia di
Duchenne con inizio nel 1° anno di vita e possibdambulazione autonoma fino alla
seconda decade a forme lievi, simili alla Distrafiascolare di Becker con inizio piu

tardivo dai 6 ai 23 anni e deambulazione autonoafia terza decade, anche se
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difficoltosa con progressione molto lenta. Si Hanessamento del cingolo pelvico e
dei muscoli prossimali degli arti inferiori segudopo qualche anno dai muscoli
prossimali degli arti superiori. Si ha ipertrofiai gholpacci e lingua, crampi,
contratture e scoliosi. Il CPK va da 1000 a 1000€1.30-50% dei casi puo esserci
interessamento cardiaco specialmente cardiomiog#ditativa.

Nella biopsia si ha riduzione dell’alfa-Sarcoglicamdell’alfa2-Laminina.
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LMGD ad ereditarieta Autosomica Dominante

Nome

LGMD1A

LGMD1B

LGMD1D

LGMD1E

LGMDI1C
Caveolinopatia

Tabella 5. Autosomico Dominante LGMD: Quadro clinio

Eta di
inizio

18-35 aa

4-38 aa
(~1/2
inizio in
eta
infantile)

<25 aa

9-49 aa
(30)

~5 aa

Presentazione
Sintomi Altri segni

« retrazione
tendine di
Achille

- Disartria

Deficit di forza
Prossimale Deficit di
forza Prossimale

Deficit di forza
Prossimale negli arti
inferiori

Cardiomiopatia
Dilatativa

Difetti di conduzione
cardiaca

Deficit di forza
Prossimale

Deficit di forza
Prossimale negli arti
inferiori e superiori

anomalia di
Pelger-Huet

Crampi
Lieve-moderato deficit
di forza Prossimale

Ipertrofia dei
polpacci

Sintomi tardivi

Deficit di forza
Distale

- Contratture dei
gomiti

« Aritmia e altre
complicanze
cardiache (25-45
aa)

- Morte improvvisa

Tutti gli affetti conservano
la deambulazione
autonoma

« Contratture
- Disfagia
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Tabella 6. LGMD Autosomico Domante: genetica molecolare

Nome della | Nome del Localizzazione , Test
. Gene Proteina Prodotta
malattia Locus del Locus Molecolare
LGMD1A | TTID 5031 Myotilina Solo per scof
di Ricerca
LGMD1B LMNA 1921.2 Lamina A/C Clinico
Caveolinopatia| LGMD1C CAV3 3p25 Caveolina-3
LGMD1D | Sconosciuto 7q Sconosciuto | Solo per sco
di Ricerca
LGMD1E |Sconosciuto 60923
LGMD1F | Sconosciuto 7¢32.1-32.2 S.olq per scor
di Ricerca
LGMDIG |Sconosciuto  4p21 Solo per scof

di Ricerca

Le forme dominanti sono piu rare di quelle recessbostituiscono il 10% delle

LGMD, e sono molto meno note, tranne il fatto dderbo quadro clinico tende ad

essere generalmente meno grave con progressidagdeaccompagnano spesso ad

interessamento cardiaco e, contrariamente alled@R, le CPK sono raramente

aumentate piu di 5 volte.

MIOTILINOPATIE (LGMD1A)

La Miotilina & una proteina del sarcomero che galdirettamente all’alfa-actina e ne

mantiene il corretto assemblaggio all'interno déltaa muscolare (disco Z).

Sono state descritte due mutazioni missenso (TSH>) nel gene TTIDs§31)che

codifica per la Miotilina in 2 grandi alberi genegici.
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Sono state riportate mutazioni in due grandi pedign Nord Americani con antenati
tedeschi e argentini del gene TTID che codificalpéviotilina.

Gli individui affetti mostrano un interessamentdaenuscolatura prossimale
simmetrico degli arti superiori e inferiori, un’atéedia di esordio di 27 anni e in
seguito una progressione distale. Circa la meth digtti mostra un caratteristico
linguaggio disartrico e nasale (per deficit musttokapalatale) retrazione del tendine
di Achille e riduzione dei riflessi tendinei rotukeal gomito. Nel 50% si ha
cardiomiopatia. La progressione € lenta con rai digperdita della deambulazione.

La conduzione nervosa e normale ed il CPK ¢ lieveeelevato.

LAMINOPATIE (LGMD1B)
Causata da mutazioni del gene Lamina A/C mappatoramosoma 1q11-23 e che
codifica per le lamine A e C, entrambe proteindadsliperficie interna della
membrana nucleare e appartenenti alle lamineipge lamine A e C partecipano
alla organizzazione della cromatina perifericdiraéigrita della membrana nucleare
e, alllassemblaggio della membrana stessa duramgdsi.
Ha molte interazioni con le proteine strutturalil@enembrana interna nucleare
(LAP2(3, LAP2y, LAP2d, LAP22, Emerina, MAN1). La Lamina gioca un ruokella
selettiva ritenzione delle proteine che entrat@agrso i pori nucleari interagiscono
con la Lamina e la cromatina. Le altre proteineatatattraverso i pori nucleari che

non hanno questa interazione tornano libere attsaa membrana nucleare al
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Reticolo Endoplasmatico. E’ costituita da Lamindijgb A (gene LMNA) e Lamina
di tipo B (gene LMNB1 e LMNB2)

La Lamina e le proteine della membrana nucleasrnatinfluenzano la trascrizione,
la replicazione del DNA, la struttura della cromate la migrazione nucleare.
Approssimativamente, meta degli individui con LGDBIAanno un inizio in eta
infantile con interessamento dei muscoli prossimedli arti inferiori, accompagnato
da interessamento cardiaco ( difetto di conduzairieventricolare che puo
progredire ad un blocco di 2° grado che puo riokiedl pacemaker, in una
minoranza dei casi cardiomiopatia dilatativa : '8&le cardiomiopatie dilatative
hanno mutazioni nel gene LMNA localizzato su 1g2hélla 3°-4° decade si puo
avere un interessamento degli arti superiori. Cam@ta morte improvvisa cardiaca
e le contratture dei gomiti in eta adulta.

Il CPK puo essere normale o lievemente aumentato.

Questa condizione ¢ allelica ad altre forme, éss difetto di lamina A/C infatti
puo causare altre malattie neuromuscolari (distnofiiscolare di Emery-Dreifuss
AD, cardiomiopatia dilatativa) o fenotipi non-nearascolari (lipodistrofia ereditaria,
sindromi da invecchiamento precoce).

La diagnosi si basa sulla ricerca delle mutaziehigene della Lamina A/C perché la

proteina non ¢ alterata nella biopsia muscolare.
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CAVEOLINOPATIE (LGMD1C)
I gene CAV3 mappato sul cromosoma 3p&iifica per la Caveolina 3, una
proteina integrale transmembrana coinvolta nefic@tli membrana delle miofibre e
nei segnali di traduzione, che normalmente ha selle caveole. Queste ultime sono
minuscole fossette nella membrana sarcolemmagicayilformazione € direttamente
dipendente dalla quantita e integrita di CavecBn&’ espressa durante la
differenziazione dei mioblasti scheletrici e giazaruolo importante nella
regolazione della glicolisi muscolare. La caveolinsi lega preferenzialmente alle
molecole di segnale intracellulare, tra cui aneheNOS, che utilizza per legarsi al
complesso proteico distroglicani DG (con sintrofendistrofina) e sarcoglicani SG
(con sintrofina e distrobrevina); in sua assenzaoggetti omozigoti si assiste a una
formidabile attivazione della nitrossido sintasi.
Solo in un esiguo numero di individui sono stateéte mutazioni di questo gene.
La sua mutazione, identificata per la prima vattaim piccolo numero di pedigree
italiani, porta ad un accumulo di Caveolina 3 nelgbe ad un difetto biochimico
dominante-negativo.
Il fenotipo e variabile, le CPK sono aumentate @a25b volte, qualche individuo
mostra solo CPK elevato asintomatico. Inizia catt@ta di 5 anni con deficit di
forza moderato dei muscoli prossimali e Gowerstpasin eta adulta. Presente
I'ipertrofia dei polpacci e crampi dopo esercidiella biopsia muscolare si dimostra
una riduzione della Caveolina 3. Grande attenzi@posta alla possibile

compromissione cardiaca, in assenza di qualsigaosdi ischemia miocardica.
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Le mutazioni di questo gene causano non solo laM®GD, ma anche altre tre forme
cliniche: la RMD (Ripple Muscle Disease, una miogpatratterizzata da segni di
aumentata irritabilita muscolare, soprattutto ptacussione, senza debolezza

muscolare), una miopatia distale, e una iperCPKédliopatica familiare .

LGMD1D
E’ stato riportato un singolo pedigree con difdttconduzione cardiaca (blocco,
tachicardia ventricolare, fibrillazione parossiatatriale), cardiomiopatia dilatativa
el/o interessamento muscolare prossimale piu ckedaliateressante gli arti inferiori
piu che i superiori. A volte disfagia (20%). L’imize in eta tardo giovanile (in media

38anni) ed il CPK & 2-4 volte la norma.

LGMD1E

Descritta una grande famiglia franco-canadese miaioinella 2° decade di deficit di
forza prossimale e lenta progressione. Tutti igratzisono deambulanti. Si associa
aritmia con inizio fra i 20 e 25 anni e insufficencardiaca nella 3°-5° decade e

morte improvvisa. || CPK aumenta da 2 a 4 volte.

LGMD1F
E’stata riportata 1 famiglia spagnola linked almosoma 7. L'inizio € circa nella 2°

decade e I'interessamento muscolare simmetricardgule regioni prossimali degli
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arti inferiori piu che superiori con tardivo intesamento dei muscoli distali. Il CPK

e normale nel 40% o lievemente elevato.

LGMD1G

Descritta in una famiglia brasiliana. Inizio da&8@7 anni con interessamento
prossimale degli arti superiori e inferiori e leptagressione. Il 50% e deambulante

dopo 10 anni dallinizio. Il CPK é alto (piu di ®le la norma).

DIAGNOSI

Stabilire il subtipo di LMGD é utile per una coteetvalutazione della prognosi e la
consulenza genetica.

Per stabilire il subtipo si utilizza 'anamnesgdame clinico, la storia familiare ed i
test di laboratorio che includono i livelli di CRKla biopsia muscolare per 'esame
istologico e immunoistochimico seguiti poi dallodib delle mutazioni quando

possibile.
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Tabella 7 Test Usati per stabilire il subtipo di LGMD

Biopsia Muscolare Test

Tipo CK
Studi Proteine Molecolare

Autosomico Recessivo

Lievemente fino a| Anticorpi anti-Sarcoglicano; absent DGC

Sarcoglicanopatia molto elevato (test mostra poca specificita)

Clinico
Assenza di calpaina 3 all'immunoblottingolo per scop|

i i > c RN o
Calpainopatia | >10 volte la norma (test con poca specificita) di Ricerca

Spesso severamer
Disferlinopatia | elevato >100 volte Assenza di disferlina all’ immunoblotting Clinico

la norma
Telethoninopatia 3-17 volte la norma Ass_enza dl_teleth_on_ma all . NOU .
immunoistochimica disponibile
) : Non
LGMD2H 4-30 volte la norma Non riportata . _
disponibile
Variabile espressione dell’ alpha
. i o Solo per
Normale fino a dystroglycano, lieve riduzione della .
LGMD2| . scopo di
molto elevato laminina alpha 2 (test con poca .
e\ ricerca
specificita)
Autosomico Dominante
Normale o Normale myaotilina Non
LGMD1A : - . . . . . _
lievemente elevato allimmunoistochimica o immunoblotting disponibile
LemMpig | . Normalo Clinico
lievemente elevato
LGMD1D 2-4 volte la norma . NOU .
disponibile
LGMD1E 1-3 volte la norma . Non .
disponibile

Caveolina3 ridotta o immunofluorescenZaolo per scopi

Caveolinopatia | 4-25 volte la norma e Western blotting di Ricerca
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CONSULENZA GENETICA

Distrofie Muscolari dei Cingoli AutosomicheRecessive
| genitori sono eterozigoti obbligati asintomaton rischio di ricorrenza del 25%.
| fratelli del probando hanno il 25% di probabildBessere affetti, il 50% di essere
non affetto e portatore e il 25% di essere norttaffe non portatore.
Se un fratello non e affetto, ha la possibilit@&sere portatore dei 2/3. La severita ed
il fenotipo clinico di soggetti con la stessa midae varia e quindi I'eta di esordio e
la progressione in fratelli affetti non pud esganedetta.
Tutti i figli di un affetto saranno portatori obgéti. In popolazioni con alta
consanguineita, il rischio di ricorrenza di un paotdo puo essere calcolato in base
alla frequenza dei portatori in quella popolazione.

| figli di un portatore hanno il 50% di probabilitt essere portatori.

Distrofie Muscolari dei Cingoli AutosomicheDominanti
Molti affetti hanno uno dei 2 genitori affetto; $sme la sintomatologia puo essere
variabile anche nella stessa famiglia, il genitaffetto puo essere deceduto prima
dell’esordio della malattia o I'esordio puo essato tardivo e non ancora
dimostrabile.
Occasionalmente la storia familiare puo esseretivegai tratta allora di una nuova

mutazione. La frequenza di mutazioni de novo € @sointa.
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Il rischio di ricorrenza é del 50%.

La severita e la progressione varia fra soggettilastessa mutazione quindi non si
puo predire I'eta di esordio e la progressione.

Se i genitori non sono affetti, il rischio di ricenza e basso, anche se si deve

considerare il possibile mosaicismo germinale.

TRATTAMENTO

Non esiste un trattamento definitivo per le Diggahuscolari di cingoli, ma un
“management” puo essere “confezionato” per ciasedividuo e per ciascun subtipo
specifico. Un appropriato management puo prolungasepravvivenza e migliorare
la qualita di vita. Questo approccio generale salmulla tipica progressione delle
complicazioni negli individui con LGDM:

» Controllo del peso corporeo e prevenzione dell’'dbes

Fisioterapia e esercizi di stretching per promuevamobilita e prevenire le

contratture

* Uso di aiuti meccanici, come stampelle, protesandeulatori, e sedia a rotelle
per aiutare la deambulazione e la mobilita

» Monitoraggio degli interventi chirurgici effettugier le complicazioni

ortopediche, come la deformita dei piedi e la &0l

* Monitoraggio della funzione respiratoria con aidt@espiratori
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* Monitoraggio della cardiomiopatia in quei subtipncconosciuta evidenza di
interessamento cardiaco

» Supporto sociale ed emozionale per stimolare sseaociale aumentando la
produttivita e riducendo il senso di isolamentoiaie; comune in questi
disordini

» Consigliato ricorrere agli anestetici prescrittr peeprofilassi dell'ipertermia

maligna

Le prospettive terapeutiche per le DM dei cinggdethdono in larga misura dai
progressi nella comprensione della patogenesi miaexdelle distrofinopatie,
soprattutto per quanto riguarda lo sviluppo ditetyee innovative per superare i
danni indotti dal difetto primario: per molte digfie dei cingoli il difetto riguarda

Il complesso transmembrana a cui partecipa laadiser. Eventuali metodi di
transgenici nelle cellule muscolari scheletrichhee avessero successo per curare
le distrofinopatie, tanto piu facilmente potrebbessere in teoria utilizzati per
trasferire all'interno delle cellule muscolari aljeni, di dimensioni relativamente

modeste, implicati nelle distrofie dei cingoli.
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DISTROFIA MUSCOLARE FACIO-SCAPOLO-OMERALE (FSH)

La distrofia muscolare facio-scapolo-omerale &taa malattia in ordine di
Importanza, per quanto riguarda la prevalenza dpatie ereditarie nella
popolazione. La sua prevalenza nella popolaziatal®rdine di 2:100.000.

La malattia coinvolge inizialmente i muscoli defifecia e del cingolo scapolare con
un pattern progressivo di deficit di forza musceldei muscoli facciali, stabilizzatori
della scapola, degli arti superiori, e successivamealei muscoli peroneali e del
cingolo pelvico; il deficit muscolare degli artdelle spalle puo essere asimmetrico.
L’esordio € dopo i 10 anni, ma e variabile, il 9@%intomatico ai 20 anni. Individui
con forme severe infantili di FSHD hanno ipotorlia aascita. Al contrario, qualche
individuo puo rimanere asintomatico per tutta lavia progressione € in genere
lenta con periodi alterni di stazionarieta e dicesbazione. 1l 20% perde I'autonomia
deambulatoria.

La scapola alata e il piu comune segno inizialeinteressamento soprattutto del
trapezio inferiore che risulta nel caratteristiolessamento della scapola quando si
flettono o adducono le braccia. Le spalle si irattio in avanti con atrofia dei
pettorali.

Gli affetti mostrano un difetto dei muscoli faccjapecie della parte inferiore della
faccia, a volte prima della comparsa dei segnriz@alel cingolo scapolare. Si ha
difficolta a fischiare, a chiudere completameniegthi durante il sonno, a
increspare le labbra e nel riso gli angoli delladzonon vanno all'insu, ma restano

orizzontali. Sono risparmiati i muscoli extraoculgalpebrali e bulbari.
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Il deltoide resta minimamente colpito fino alleifaganzate della malattia, mentre i
bicipiti e tricipiti sono selettivamente coinvoltisultando in atrofia delle braccia e
risparmio degli avambracci. Il quadro finale praaaim fenotipo tipo “braccia di
Braccio di Ferro”.

La debolezza dei muscoli addominali porta ad unéuperanza delladdome e ad
una iperlordosi. Lo specifico interessamento dellscolatura addominale inferiore
porta al segno di Beevor che consiste nel posien@méo verso I'alto dell’'ombelico,
guando il paziente in posizione supina, flettella

Gli arti inferiori sono colpiti in modo variabileoa interessamento dei muscoli
peroneali con 0 senza interessamento del cingblicpeSpesso i riflessi sono
ridotti. La funzione respiratoria € normale. Il rnak cardiaco € indenne e
I'intelligenza € normale.

Sono state riportate varianti atipiche di FSHDndividui con delezione del
cromosoma 4q35. Sono state descritte famiglie eotale progressiva FSHD
accompagnata da progressiva oftalmoplegia esterna.

Altre manifestazioni sono:

» Vasculopatia retinica con teleangectasie e micnaagrai dimostrabili con
I'angiografia con fluorescina, presente nel 40-68gli affetti e che in genere
non si accompagna a difetti visivi

» Sorditd neurosensoriale per i toni alti, e anoit@alell’audiogramma presente
in circa il 60% degli affetti

e Tachiaritmia atriale rara.
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DIAGNOSI
FSHD e sospettata in individui con debolezza maseathe coinvolge
prevalentemente i muscoli facciali, stabilizzatdella scapola, dorsiflessori del piede
senza interessamento dei muscoli bulbari e ocaltn,elementi sono:
e CPK normale o elevato ma non piu di 3-5 voltedanma. Se il CPK e > 1500
occorre pensare ad un’altra diagnosi
 EMG miopatico
» Biopsia muscolare mostra aspecifici segni miopaliccirca il 40% sono
presenti segni di inflammazione (DD con miopatf@ammatoria). Si esegue
solo in quei soggetti con sospetta FSH, ma nonecordta dal test genetico.
Diagnosi Differenziale:

* Miopatia Miofibrillare (Miopatia da accumulo di D@a#a)

Miopatie mitocondriali

Miopatie congenite

Polimiositi

Distrofie muscolari dei cingoli

GENETICA
Sono state finora identificate due forme: FSHMSitAGui il gene implicato, ancora
sconosciuto, mappa in 4935-ter e, FSHMD1B, cordes® fenotipo clinico, ma
nella quale la malattia non segrega associata i@ataai della regione 4935; anche in

guesto caso il gene non € ancora noto.
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I 95% -100% degli affetti presenta una delezioabaregione polimorfica di
sequenze ripetute in tandem D4Z4 di 3.3kb sul cemm@ 4935. Il numero delle
unita ripetute varia nella popolazione da 10 s&dl®0, mentre nei pazienti con FSH
si riscontrano ripetizioni in numero inferiore a LQQuesto porterebbe ad un
silenziamento del gene-malattia per un effettoadizione perché sarebbe piu vicino
al telomero che porta ad un silenziamento. Le a@iezu 4935 sarebbero
conseguenti a scambi di unita ripetute tra 493624, si e infatti visto che la
frequenza di delezione nella regione 4935 e ingeppon il numero di ripetizioni
nella regione ad alta omologia (>98%) sul cromos&f@26. Queste traslocazioni
subtelomeriche dinamiche fra il 4935 e il 10g26aacno frequentemente nella
popolazione generale. La delezione di D4Z4 porteakattia se avviene sul 4935,
mentre non e patogenetica se avviene sul 10g26alisadel DNA e legata allo
studio degli aplotipi mediante marcatori della ogg contigua a D474 e si basa su
Southern blot dopo digestione con enzima di restrz ECORI che identifica la
delezione del frammento in 4935 secondario a ttagioni di sequenze ripetute fra il
4 eil 10.
| risultati comprendono:

» Frammenti di 42kb o piu sono considerati normali

* Frammenti di 38-41kb (zona grigia) sono considdyatderline e richiedono

un forte supporto clinico per la diagnosi.

» Frammenti di 34kb o piu piccoli sono presenti ie¥®degli affetti.
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Mosaicismo risultante da una mutazia®anovo postmitotica al locus D474,
precocemente nell’embriogenesi. Circa la meta asiidi FSHde novo € secondario
ad un evento mitotico e la gravita del fenotipegala alla propozione delle cellule
portatrici della mutazione.

Si ritiene che la regione ripetuta si trovi in @insita del gene implicato piu
centromerico rispetto alla regione, ma non si coa@scora il gene nella regione
responsabile della malattia.

Oltre il 10% dei casi € rappresentato da nuove mutg probabilmente piu frequenti
nella gametogenesi femminile. Come € da attendelsise all’elevato tasso di
mutazione e stato descritto mosaicismo sia a tivgdrminale che somatico.

Un piccolo gruppo di famiglie affette non mappanaq35 e la localizzazione di
guesto secondo locus é sconosciuta. Queste 2 camdiendono ragione di quel

5% degli affetti che non presenta una deleziori24di4 identificabile.

E’ riportata correlazione genotipo-fenotipo condpugiu gravi associati a frammenti
piu piccoli e viceversa.

Piu piccoli frammenti si associano a FSH congeugitandi delezioni con 2-3
sequenze ripetute (frammento di 10-13kb) si aseoca un esordio precoce (1-16
anni) e fenotipo severo. Delezioni intermedie cehgkquenze ripetute ( frammento
> 16kb) si associano ad un’eta di esordio di 81%# a quadro classico mentre piu
piccole delezioni con 8-10 sequenze ripetute ( fn@mto >35kb) si associano ad un
esordio piu tardivo fra i 15 e i 23 anni. Il frammbe di 35-48kb si associa a fenotipi

subclinici mentre i frammenti di 42kb o piu sonamsimlerati normali.
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Descritti casi di doppia eterozigosi molto rariyghed si suppone sia una condizione
letale.
MANAGEMENT
» Esame fisico per stabilire la limitazione funzianal
» Fisioterapia per aiutare le limitazioni
» Studio dell’udito
» Valutazione oftalmologia per la presenza di telézatgsie retiniche
TRATTAMENTO DELLE MANIFESTAZIONI
* Interventi ortopedici su anche e piedi
» Fissazione chirurgica della scapola
» Corticosteroidi con scarsi risultati se si consadirstoria naturale dopo 12
settimane di trattamento.
» Trattamento standard della sordita neurosenspsalpresente.
» Lubrificanti oculari per prevenire secchezza dstieera e cheratiti.
CONSULENZA GENETICA
L’FSHD é ereditata in maniera Autosomico Dominante.
I 70-90% hanno un genitore con la delezione di D4xAentre il 30-10% sono
delezionide novo; quindi, € importante analizzare clinicamente demmarmente |
genitori dell’affetto ( possono essere paucisintibetngpossono essere deceduti prima
dell’'esordio della malattia o I'esordio puo esdarelivo)

Rischi di Ricorrenza:
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Se un genitore e affetto, il rischio sara del 56@6no il rischio sara molto basso

(rischio di mosaicismo germinale la cui incidenzenosciuta).
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PAZIENTI E METODI

Il lavoro si é svolto presso l'unita operativa dérietica Clinica e Malattie Rare
dell’Ospedale Microcitemico di Cagliari.

L’iter diagnostico per questi pazienti € spessgtua complicato dalla difficolta nel
reperire casistiche per studi clinici ed epidengatg il motivo dell'ingresso € in
genere: una semplice elevazione dei valori dell&,CIa presenza di segni di
debolezza muscolare, o la familiarita per patologieromuscolari.

Il processo di valutazione di un bambino che epérala prima volta nel nostro

centro e cosi articolato:

» Studio dell’albero genealogico e anamnesi familiaraccurata atta a
raccogliere, anche nelle diverse generazioni,agkfttili per ottenere
informazioni in grado di contribuire alla definine del disturbo in esame.
L’albero genealogico deve contenere informaziogharelativamente agli
aborti, alle morti perinatali, alla consanguindrgguente in molti paesi della
Sardegna, alla presenza di sintomi neurologictcaoetesto della famiglia,
come astenia muscolare, contratture, disturbi diambulazione e di morti

improvvise per eventuali problemi cardiaci.

* Anamnesi personalecompreso il periodo della gravidanza, malattieamsd
durante tale periodo, eventuali minacce d’abogaqresenza di poli- o di

oligoidramnios; particolare attenzione va postai peovimenti fetali in utero,
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ridotti in forme gravi di malattie neuromuscolaoinge le Distrofie Muscolari
Congenite. Bisogna indagare inoltre su eventuaié&i o sostanze assunte ,
fumo, alcolici, infezioni o altre noxe patogener Beesti fattori € importante
saperne il preciso periodo della gravidanza, metazione con lo sviluppo
embriologico.

Sono fondamentali le informazioni riguardanti iripelo perinatale, soprattutto
nei casi associati a ritardo dello sviluppo psictorio, nelle para o
tetraparesi, la valutazione del punteggio Apgar grésenza o meno di
sofferenza o convulsioni.

E’ importante, inoltre, ricostruire in maniera peecle tappe dello sviluppo
psicomotorio, bisogna soffermarsi sull’eta in ddoambino ha cominciato a
sorridere, a stare seduto, a camminare da sokmdale con il triciclo o la
bicicletta, e via via tutte le informazioni necaessg@er inquadrarlo. Queste
informazioni sono fondamentali nella distinziona @n processo statico e
progressivo; se un processo € progressivo il baordima sviluppato
normalmente, poi comincera a bloccarsi nelle nuamgiisizioni e
successivamente comincera a perderle, diversardante bambino partito da
una condizione di base di ritardo.

Anamnesi patologica e neurologica remotadeve essere dettagliata e deve
raccogliere nella maniera piu precisa possibile tiet informazioni utili per
orientarci verso una diagnosi e per I'impostazidegli esami e dei test

genetici necessari per poterla definire. Deve essievata I'eventuale

76



presenza di sintomi associati, come crampi o dohmscolari, pit frequenti

nei disturbi metabolici o inflammatori, asteniagduenti cadute, difficolta a
salire le scale ad alzarsi o0 a sollevare le brac8@no importanti anche le
informazioni riguardanti la scuola e I'apprendinwria partecipazione, il
comportamento e il rapporto con i compagni, prezes identificare la
personalita del paziente.

Esame obiettivo:accurato per ricercare anche i segni minoriiche
combinazione possono essere determinanti periameento diagnostico.
L’esame clinico si fonda sull’osservazione perspeca abilmente indirizzata del
bambino durante lattivita spontanea o specificbeupazioni; la parte piu
rilevante dell’esame neurologico del bambino, infabnsiste nella semplice
osservazione, in parte mirata su diverse situagarticolari. L’'esame obiettivo
di un paziente affetto da una malattia neuromuseotieve comprendere una
valutazione generale, oltre a un esame neurolggictocalizzato in base al
disturbo lamentato. E’ importante la valutaziontad®rza muscolare,
I'osservazione dei movimenti spontanei o duranteqdi esercizi, come sollevare
le braccia, inchinarsi toccandosi la punta deiipsallevarsi da terra etc.
L’esame del tono e della forza dei muscoli compboservazione della
simmetria delle masse muscolari, di eventuali deiidr degli arti o di disparita di
lunghezza. Non sempre e possibile una determinazl@assica della forza, ma
puo essere eseguita una valutazione funzionaleedeenpio, si possono definire

le capacita motorie facendo giocare i bambini eigethdoli a correre. La forza
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delle estremita inferiori puo essere valutata ass®to se il bambino e in grado
di camminare sulle punte o sui talloni. Si puo deie al bambino di arrampicarsi
su un mobile o, se sa camminare, di sdraiarsi poasigpino sul pavimento e di
alzarsi rapidamente. La manovra di Gowers puo detere la presenza di
ipostenia o di un’anomalia del tono, se vi sonoldlut proposito. Il “segno di
Gowers” e positivo se il bambino ha bisogno di edarbraccia per sollevare |l
corpo, o di appoggiarsi a un oggetto per alzarspaamento; cio indica una
debolezza dei muscoli prossimali del cingolo pelviBenché non si tratti di un
segno specifico di alcun disturbo muscolare pdgrep esso indica la necessita
di un’ulteriore valutazione della forza e della Zionalita dei muscoli. Un altro
efficace metodo manuale per determinare la forzecolare prossimale consiste
nel sollevare il paziente sostenendolo per le Eesca il bambino scivola fra le
mani, € presente un’ipostenia del cingolo scapoldesame dei riflessi deve
essere esequito di routine. E’ utile la semplidetazione della presenza, assenza
0 eccessiva vivacita dei riflessi. L’approccio @edlame neurologico dei neonati e
in parte differente e in questi &€ necessario vedutarisposte riflesse primitive
che, man mano che i bambini maturano, vengonausibstda riflessi difensivi e
successivamente da reazioni volontarie; nei neenagi bambini piccoli la
valutazione del tono neuro-muscolare puo esseedéat dall’esame della
postura, questi, inoltre possono manifestare debalmuscolare con scarsa
suzione, pianto flebile, insufficienza respiratarsisnancanza di movimenti

spontanei. Determinando se la distribuzione dedlzotezza e focale, multifocale,
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o diffusa, si possono ottenere elementi imporga@tila diagnosi. Una debolezza
muscolare diffusa deve essere ulteriormente caraita in base al
coinvolgimento prevalente di gruppi muscolari pnessi (cingoli pelvico e
scapolare) o distali (mani e piedi). La distribumagrossimale della debolezza ha
di solito un’origine miopatica, mentre una debo&sgelettiva che coinvolge
alcuni segmenti di un arto € piu spesso di natataapatica.

Come abbiamo visto, I'esame clinico € un eleménfmrtante
nell'inquadramento diagnostico ma, visto che famatiinicamente simili
pOSsoNno riconoscere una causa diversa, primardi [godiagnosi devono essere
attentamente considerate tutte le possibilita @deessere effettuati tutti gli

altri accertamenti necessatri.

Inoltre, alcuni pazienti sono molto piu graete affetti di altri con la stessa
condizione e quindi puo essere difficile parma diagnosi precisa.

Per molti pazienti raccogliamo materiale fotograftcfilmati che

documentano la progressione di determinate pawlogiscolari e che ci
permettono di studiare il caso in maniera piu [S@&Ci

Enzimi sierici CPK: le fibore muscolari danneggiate o in degenerazione
liberano numerosi enzimi che possono essere misiglatiero. La CPK
rappresenta I'enzima chiave per studiare questattigainel senso che, mentre
tutti gli altri enzimi sono aspecifici in quantogsmno venire da tutti gli organi
(cuore, fegato, rene), la creatinfosfochinasi (CRKJrova solo in tre organi e

puo essere separato nei corrispondenti isoenZiM per il muscolo
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scheletrico, MB per il muscolo cardiaco, BB pentefalo; trovando nel siero
un aumento dell’isoenzima MM si € sicuri che érifjioe muscolare. Altri
enzimi muscolari quali I'aldolasi, la fosfo-frutttinasi, la lattico-deidrogenasi
e le transaminasi possono essere aumentate dupaotessi di degenerazione
muscolare, ma sono meno specifiche perché, comamablvisto, hanno
un’origine molto piu vasta. La CPK ¢ caratterigtieste elevata nella maggior
parte delle distrofie muscolari, come si puo vedaia descrizione specifica,
e I'entita dell'incremento € caratteristica di aleuforme.

L’esame elettromiografico (EMG) e gli studi di conduzione nervosa motoria
e sensitiva (VCNM e VCNS) rappresentano indagmirsentali di importanza
cruciale nella diagnosi di malattie del sistemavaso periferico e nella
distinzione tra un processo miopatico e neuropaliteMG consiste nella
registrazione dellattivita elettrica del muscohediante introduzione di ago-
elettrico-concentrico. Le due metodiche, EMG e @Y&ssono essere uno
strumento di valore primario nella diagnosi dell@attie dei vari costituenti
dell’'unita motoria, mentre non e altrettanto valibloro significato nelle

lesioni centrali o, comunque, del 1° motoneurondleNmiopatie distrofiche il
numero delle fibre muscolari € diminuito e il tessmuscolare primitivo € in
parte sostituito da tessuto adiposo e fibrosocgitazione neurogena, percio,
tende a disperdersi in modo asincrono all'intedebmuscolo malato, al punto
che buona parte dei MUP residui rischia di annsilleaciprocamente anziché

sommarsi. || MUP rappresenta la somma dei potdardiiain certo numero di
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fibre muscolari che appartengono a quell’'unita matdi registra facendo
contrarre il muscolo delicatamente. Lo studio déiRMpermette una
distinzione fra sofferenza neurogena e miogeneotso di sofferenza
neurogena la durata e 'ampiezza del MUP sono atatesper i processi di
reinnervazione presenti; sono aumentate anche malgatie croniche. Nei
processi miogeni per la perdita delle fibore muscalia la durata che
I'ampiezza dei MUP sono ridotti. Tuttavia, quesitichon sono specifici, ma si
ritrovano in tutti i disordini miogeni, pertantadéfondamentale importanza
I'esecuzione di ulteriori indagini.

» Biopsia muscolare:Abbiamo visto nella descrizione dei singoli difette la
biopsia muscolare rappresenta I'esame piu impatarspecifico ai fini
diagnostici; esso, infatti, permette in molti casdiante indagini specifiche di
identificare una specifica forma di distrofia mulsee. Sul muscolo vengono
effettuate indagini specifiche con colorazioni istpche e tecniche
immunoistochimiche e con anticorpi specifici. Itte®chimici sulla biopsia
muscolare sono attuabili solo per le DistrofinopaBarcoglicanopatie,
Calpainopatie, Disferlinopatie, Teletoninopatie.diamostrazione di completo
o parziale difetto di una particolare proteina pgéere seguito dallo studio del
corrispondente gene.

Distrofinopatie come abbiamo visto precedentemente, viene esagudaalisi

Immunoistochimica e immunologica con le tecnichardnunoblotting eseguita

sulle sezioni di muscolo con anticorpi specifidii-athstrofina (contro diversi
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domini della molecola). Inoltre , il Western blotrégrado di rilevare I'eventuale

presenza di distrofine di lunghezza anomala, datte di dimensioni a causa di

delezione, che di dimensioni maggiori del normab@aasa di una duplicazione.

Sarcoglicanopatie: La mutazione di ogni singolo gene porta ad un s#aon

difetto biochimico di tutti i Sarcoglicani. Per eggio, individui con mutazioni nel

gene dell'alfa-sarcoglicano mostrano marcato difetassenza dell’alfa, beta,
gamma e delta sarcoglicani all'immunoistochimichrdescolo. Con l'uso degli
anticorpi per tutti i 4 sarcoglicani si puo iderti#fre piu precisamente il difetto.

Poiché tutti gli individui con distrofinopatia pritiva mostrano una deficienza di

sarcoglicani, nello stesso campione di muscoloseg@ta I'immunoistochimica

per la distrofina.

Calpainopatie: L'immunoblot non € altamente specifico o sensibddeCalpaina

3 puo essere instabile nel muscolo e cio portdfiaata nell’interpretazione.

La diagnosi si puo effettuare con lo studio direlttla mutazione o con

I'immunoblot della Calpaina 3 seguita dallo studiolecolare.

Disferlinopatie: L'immunoblot & accurato e sensibile e puo essesUME

test di routine.

» Studio molecolare gli enormi passi avanti della biologia molecolacenpiuti
negli ultimi due decenni, hanno determinato un =teste progresso delle
conoscenze nel campo delle malattie neuromusaaiaditarie : non solo sono
stati identificati i loci corrispondenti alle priipali forme cliniche e spesso

caratterizzati i relativi geni, ma e stata mesdade la forte eterogeneita
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genetica sottostante la classificazione tradizenateriori progressi sono
attualmente in corso con l'identificazione di tuttiifetti genetici responsabili
di una determinata forma clinica e chiarendo lagamesi e le relazioni
funzionali tra le varie componenti in gioco. L’aisabenetica viene effettuata
per quanto riguarda le Distrofinopatie e le DM éastapolo-omerali presso |
laboratori di Biologia Molecolare dell’'ospedale vbcitemico di Cagliari; lo
studio della lamina viene effettuato nel laboratqgmiesso il Centro regionale
per la diagnosi e la cura della sclerosi multipl€agliari, mentre per quanto
riguarda le altre DM dei cingoli il DNA viene int@in vari laboratori di
genetica molecolare presenti nel continente; avgale per questo dell’ausilio
del computer con programmi specifici quali Orphaam&ene-test .

La nostra attivita si svolge interagendo con ajpecialisti per quanto di loro
competenza e nel caso specifico delle distrofieddlasi (neuro-fisiologo,
ortopedico, psicologo, cardiologo, fisiatra, pnelogo etc) per eseguire un
adeguato Follow-up dei pazienti.

In presenza di casi complicati ci avvaliamo detlasulenza di specialisti ad
alta professionalita presenti nel territorio naaieno internazionale con i quali
comunichiamo via mail per lo studio del caso.

“Consulenza genetica’una volta posta la diagnosi, si pone il probleni&ade
prognosi e del rischio di ricorrenza che per laemah dei temi trattati (salute,

malattia, procreazione, aspettative e qualitatdi)\ia forti connotazioni
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psicologiche ed etiche. Il medico in questo process/e aiutare I'individuo o
la famiglia a:
1) comprendere le informazioni mediattes includono la diagnosi, la
prognosi e il trattamento dispolapi
2) capire il modo in cui I'ereditariatantribuisce alla malattia e il rischio
di ricorrenza in alcuni familiari;
3) essere informati circa tutte le ad&give disponibili per affrontare il
rischio di ricorrenza;
La corretta comprensione delle informazioaséenziale perché il consultando

prenda decisioni appropriate concernenti situaziowmita personali.
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RISULTATI

DISTROFINOPATIE
Per quanto riguarda le distrofinopatie abbiamo geguesso il nostro centro 33
pazienti, dei quali 15 presentano un fenotipo atasdi DM di Duchenne, 8 un
fenotipo classico di DM di Becker.
Altri 9 pazienti presentano un fenotipo attenyatonpresi alcuni clinicamente
silenti, nonostante la presenza di mutazioni deeggella distrofina, e definiti come
Distrofinopatie.
| nostri pazienti sono stati studiati con metod®2R multiplex con la quale &
possibile identificare piu del 90% delle delezipni frequenti. Utilizzando questa
metodica e possibile ottenere un primo quadro esplo delle condizioni del gene
nelle regioni hot-spot (cioe le regioni maggiorneeasposte a mutazioni). Sui
campioni nei quali & stata riscontrata la delezidingno o piu esoni sono state
eseguite singole PCR degli esoni fiancheggiantmado da delimitare I'estensione
della delezione ed il suo frame.
L’analisi molecolare del gene della distrofina hastnato i seguenti risultati:
Nei pazienti con fenotipo classico di DM di Duchersono state riscontrate
Delezioni out-frame in 6 pazienti, negli altrp@zienti non é stata trovata nessuna
delezione nel gene.
Nei pazienti con fenotipo classico di DM di Beck&wno state trovate mutazioni in 5

(3 delezioni, 1 mutazione puntiforme, 1 inserzido@licazione).
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Nei 9 pazienti oligo-asintomatici sono state trev@tmutazioni del gene della

distrofina, dei quali 2 con una mutazione out-feam

TAB 8: Casistica Clinica Pediatrica II: Patologialcolare

Numero Delezioni Mutazioni puntiformi
N° % |N %
DM di Duchenne 15 6 37 0 /
DM di Becker 9 3 33,8 2 22
Distrofinopatie 9 6 66,6 O /
asintomatiche

DISTROFIA MUSCOLARE DI DUCHENNE

In questi anni sono stati seguiti 15 pazienti castrdfia Muscolare di Duchenne; una
volta posta la diagnosi, diventa infatti fondaméntseguire questi pazienti dal punto
di vista clinico per prevenire o trattare precocetade complicanze che
inevitabilmente compaiono con la progressione dubdattia.

Questo viene fatto con un approccio multidiscip#nan collaborazione con altri
specialisti.

Tutti i pazienti eseguono periodicamente una valatee fisiatrica con una
programmazione di un trattamento fisioterapicdina di evitare o ritardare le
contratture, che nella DM di Duchenne sono costagtiavi e accelerano
I'evoluzione verso un’invalidita permanente; soawdrite dallo squilibrio muscolare

e dallimmobilita. Si presentano piu costantementigello dei muscoli del polpaccio
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e dei flessori della coscia, per mantenere lacstatella forzata andatura in punta di
piedi .

La retrazione muscolare, inoltre, contribuisceradtaurarsi delle deformita articolari
insieme alla degenerazione muscolare specifica,daterminata da uno squilibrio
della gravita del deficit fra i diversi gruppi musari. Dal punto di vista
chinesiologico, le deformita articolari rappresaotan danno di entita addirittura
preminente rispetto alla malattia stessa, peramgore progressivamente impossibili
la deambulazione e la stazione eretta molto primeactd venga prodotto dalla
specifica perdita di forza muscolare. Quando iigrate non riesce piu a stare in piedi
0 a camminare, le deformita articolari si aggravarodto piu rapidamente, rendendo
Impossibile qualunque tentativo di ripresa, essdino in atteggiamenti viziati e
asimmetrici. Per questo motivo i nostri pazientig@no seguiti in maniera
ravvicinata anche da uno specialista ortopedicdatimento; infatti, la scoliosi
compare gia durante la fase di deambulazione dgrgad subito dopo la perdita del
cammino. Inizialmente possono esistere atteggiaraeoliotici di debole ampiezza,
ma dopo la perdita dell’autonomia deambulatoriagpedisce rapidamente e
proporzionalmente al danno simmetrico dei musamisdli con una curva toraco-
lombare ad ampio raggio, inizialmente riducibil&¢sdrazione, ma che
progressivamente tende a fissarsi. La rotazionelele e particolarmente marcata a
livello della colonna lombare. Anche la morfologiei corpi vertebrali viene
rapidamente deformata. La distorsione toracicastdnia dei muscoli paraspinali

contribuiscono allo sviluppo di un’insufficienzaspratoria cronica; pertanto, questi
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pazienti devono essere monitorati eseguendo unansgiria accompagnata dalla
misura della saturazione di ossigeno nel sangaenipazienti negli stadi avanzati
della malattia richiedono l'uso di ventilatori maoaci per I'ausilio respiratorio.

Altro aspetto fondamentale e il monitoraggio cacdigpoiché con I'avanzare della
malattia si instaura una cardiopatia ipocinetica gho portare al decesso per
insufficienza cardiaca.

Un fatto da non trascurare €, inoltre, I'aspetticgiegico, in quanto la limitazione
della mobilita puo sfociare in manifestazioni aggiee, tendenza al rifiuto del
contatto con l'esterno e alla depressione; divendaiale seguire questi pazienti con
un supporto psicologico e con una terapia occupagoer aiutarli ad inserirsi nella

societa.
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TAB 9 e 10: Casistica Clinica Pediatrica || DM du€henne

574

Eta DNA CPK | Etadi Esordio EMG Biopsia muscolare
attuale all'ing | ingresso
Paz.1: | Non 3519 | 3aa Ipertrofia polpacci Gower Miogeno | Non eseguita per
23 delezioni incompleto familiarita
Familiarita per DM di
Duchenne
Paz. 2: | Non 25436 | 8aa Ipertrofia dei polpacci Miogeno| Quadro tipico di DM di
18 delezioni Gowers incompleto Duchenne con Distrofin:
Andatura sulle punte assente Grado elevato (¢
fibre atrofiche
Paz.3: | Delezione | 6324 | 8aa Da sempre goffaggine motorjidyjon Assenza di Distrofina
19 dell’esone dai 7 aa andatura anserina coneseguito
49-50-51 facili cadute
Paz.4: | Delezione 12aa Diagnosi occasionale a 11 meksion Familiarita per DM di
24 degli in seguito a ricovero per eseguito| Duchenne 3 fratelli dellg
esoni 48- gastroenterite madre deceduti per
52 DMD
Paz.5: | Non 7902 | 6mesi Occasionale riscontro di Miogeno | Nel 92.quadro
14 delezioni iperCPKemia prepatologico di DMD
Nel 03 grave quadro
distrofico con assenza di
distrofina
Paz.6: | Delezione | 7179 7aa Diagnosi occasionale per Esequiti in altra sede
22 43-45 iperCPKemia in seguito a
intervento
Deambulazione anserina sulle
punte
Atrofia cingolo scapolare e
pelvico
Paz.7: | Non 10.000| 1laa Familiarita (2 fratelli della Dubbio | Alterazioni tipiche della
14 delezione madre con DMD) quadro | DMD con distrofina
miogeno | assente
Paz.8. | Non 10236 | 5aa Fratello del precedente Non Quadro istologico di DM
18 delezione Andatura sulle punte, facili eseguito | e immunoistochimico
cadute difficolta alla stazione caratteristico di DM di
eretta Duchenne
Paz.9: | Non 12044 | 4aa Diagnosi a 17 mesi in seguitpNon Quadro di sofferenza di
12 delezione ricovero, iperattivita deficit eseguito | tipo distrofico, assenza
attentivo IperCPKemia di marcatura all’analisi
immunoistochimica
Distrofinopatia
Paz.10: | Delezione | 13650 | 4aa Dall’eta di 1 aa ritardo motoridMiogeno| Anticorpi N e C
18 degli (difficolta a salire le scale, terminali:totale assenza
esoni 12- mettersi in piedi) di immunoreattivita con
13 entrambi; DMD
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Eta DNA CPK | Etadi Esordio EMG Biopsia muscolare
attuale all'ing | ingresso
Paz.11: | Non 18156 | 6aa Riscontro occasionale di Iper | Miogeno| Reperto istologico e
19 delezione CPKemia per int. Chirurgico. immunoistochimico di
Pseudoipertrofia dei polpacci, DMD, grande
Gowers incompleto maggioranza di fibre
neg. con entrambi gli Ac
Paz.12: | Delezione | Molto | 6aa Riscontro occasionale di Ipert Distrofia muscolare
17 degli elevate CPKemia in preparazione a int. severa DM di Duchenne
esoni 47- Chirurgico. Ritardo del
52 linguaggio, andatura anserina
Paz.13: | Delezione | 26724 | 7aa Deambulazione anserina. | Miogeno| Quadro istologico di DM
22 3-8 Equinismo bil. Difficolta a Quadro immunoreattivo
salire le scale. Gowers che suggerisce un
incompleto fenotipo intermedio tra
DMD e BMD
Paz.14: | Delezione | 22976 | 2aa In seguito a ricovero per Normale | Alterazioni tipiche di
12 dell’'esone broncopolmonite all’eta di 2aq (all'ing.) | DM di Duchenne
50 IperCPKemia. Frequenti cadute
ipertrofia dei polpacci
Paz.15: | Non 3689 8aa Dai primi mesi di vita ipotoniaMiogeno | Chiare alterazioni di tipg
15 delezione e dall'inizio della distrofico, totale assenz

deambulazione frequenti
cadute. Anomalo esordio tipo
miopatia cong.

Ipotrofia cingolo scapolare,
pseudoipertrofia dei

quadricipiti

di distrofina
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DIE

Eta Terapia Cuore Torace Perdita Scoliosi | Int. per Q.L
attuale| cortisonica| (cardiomiopatig (deficit deambulatoria grave (da | allungamentg
dilatativa) restrittivo di int. Ch.) | tendine di
grado Achille
grave)
Paz.1 | NO 15 aa 14 aa 9-10 aa 13 aa No
23 aa
Paz.2 | SI 17aa 11 aa 15 aa 13 aa 12 aa 80
18aa
Paz.3 | SI 14 aa 14 aa 12 aa 14 aa No 76
19aa
Paz.4 | SI 14 aa Deceduto | 13 aa Operato a No
24 aa nel 2006 17 aa
per insuff.
Resp.
Esordita
al7 aa
Paz.5 | NO 13 aa No 13 aa No 12aa Lieve
14 aa ritardo
Paz.6 | NO 16 aa 17 aa 10 aa 15 aa 11 aa
22 aa
Paz.7 | NO Aorta 13 aa 9 aa 12 aa No
l4aa lievemente
dilatata
Paz.8 | NO 17 aa 9 aa 10 aa 12 aa No
18aa
Paz.9 | NO NDR NDR 10 aa No No Ritardo
12 aa cognitivo,
iperattivita,
deficit
attentivo
Paz.10 SI 17 aa 10 aa 9 aa 14 aa 9 aa
18 aa
Paz.11) NO 10 aa 12 aa 12 aa
19 aa (ipertrofia
ventricolo sn.)
Paz.12| SI 14 aa 10 aa e mezzdintervento| No Sviluppo
17 aa al4 aa globale
lievemente
inferiore
alla norma
Paz.13| NO A 21 aainizialg 15 aa 11 aa 15 aa No QI superi
22 aa funzionalita ai alla norma
limiti inf. della Aggressivita|
norma
Paz.14| NO NDR 8aapoco |11l aa No No Q170
12 aa collaborante
Paz.15 SI Tachicardia 8 aa 9 aa 13 aa No
15 aa sinusale
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DISTROFIA MUSCOLARE DI BECKER
Per quanto riguarda i pazienti con Distrofia muamdi Becker € piu difficile
I'inquadramento in quanto il quadro clinico € malia variabile, andando da quadri
piu gravi a quadri piu lievi o, addirittura, pawcnullisintomatici.
Come per la DM di Duchenne, i pazienti sono sotstipfollow-up che dipende
dalla gravita della sintomatologia; € importantegesre periodicamente una visita
fisiatrica e una visita ortopedica per valutarpr@senza di retrazioni tendinee o
deformita ossee come la scoliosi legate all’an@datualla debolezza muscolare e
attuare un trattamento riabilitativo precoce, aéfdi evitare o ritardare le
complicanze.
E’ fondamentale, anche nei pazienti oligosintomatn distrofinopatia, eseguire
periodicamente un controllo cardiologico, in quardtierazione cardiaca con
cardiomiopatia dilatativa € una comune causa dbifi@r e la piu frequente causa di
morte .
Includiamo nei pazienti con DM di Becker anchezipati oligo-asintomatici, ma

con quadro immunoistochimico o analisi geneticBidirofinopatia.
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TAB 11: Casistica Clinica Pediatrica Il DM di Becke

Eta CPK| DNA Esordio Evoluzione Cuore Biopsia EMG
muscolare
Paz16 | 1160 | Delezione Diagnosi Tendenza a NDR Processo distrofico in Miogeno
7aa 2 esone 13-41 | prenatale camminare sulle fase iniziale, quadro
Zio materno | punte immunoistochimico
DMB Gowers +/- di DMB
Paz.17| A A | Non delezioni| IperCPKemig Articolarita e NDR Quadro distrofico di | Normale
16 aa In occasione | forza muscolare modesta entita
di intervento | nei limiti, non DMB
scoliosi
Paz.18| 4368 | Delezione IperCPKemia | Iperlordosi NDR Segni miopatici di
12 aa esone 3-9 in occasione | lombare,andaturg modesta entita,
di ricovero sulle punte guadro immuno-
istochimico di DMB
Paz.19| 8338 | Non deleziong¢ Andatura Alletadi20aa | NDR Quadro di sofferenza
18aa anserina,iper-| perdita della di tipo distrofico
trofia dei deambulazione
polpacci, ipo- | autonoma.
trofia mm dei | T. cortisonica
cingoli
Paz.20| 4176 | Delezione 45+ ipertrofia dei | Andatura NDR Alterazioni Miogeno
llaa 51 polpacci, anserina, istologiche di tipo
frequenti equinismo miopatico, quadro
cadute immuno-istochimico
di DMB
Paz.21| 9033 | Mutazione Ipertrofia dei | Retrazione ischiot NDR Reperto Miogeno
15 aa Puntiforme polpacci crurale, modesto immunoistochimico
non senso Riflessi poco | deficit di forza con bassi livelli di
esone 72 evocabili cingolo scapolare distrofina con
Gowers+/- scoliosi colorazione assente
Paz.22| 1319 | Non delezioni IperCPKemialLieve impaccio | NDR DM in fase iniziale. | Normale
aal2 in occasione | motorio, lieve La ridotta espres-
di macro- ipertrofia dei sione della distrofina
ematuria, polpacci fa propendere per una
dolori DMB
muscolari con
impotenza
funz.
Paz.23| 6630 | duplicazione | Familiarita Ridotta forza Non eseguita
13 aa di 7 nt per DM di muscolare agli NDR
nell’esone 28 | Becker arti sup. Ipotrofia
(presente in | Ipertrofia dei | dei quadricipiti.
altri fami-liari | polpacci Dolori alle gambe
affetti Gowers + soprattutto ai

piedi

93




Eta CPK | DNA Esordio Evoluzione Cuore Biopsia EMG
muscolare
Paz.24| 1263 | Delezione Ipertrofia dei | Asintomatico NDR Quadro miopatico,
8aa degli esoni polpacci distrofinopatia DMB
32-44
Paz.25| 995 | Delezione Scoliosi Forza muscolare | DIA tipo | Lievi alterazioni Normale
21 aa degli esoni dorso-lombare conservata, deficit ostium | miopatiche,
48-51 ventilatorio secundu | distrofinopatia di
restrittivo di m grado lieve
grado lieve
Paz.26| 695 | Non delezionii CompletamenDorso curvo e Lieve Distrofina continua e| Normale
14 aa te lieve retrazione | insuf.pol | ridotta
asintomatico | ischio-crurale monare
fisiologi
ca
Paz.27| 748 | Delezione Asintomatico | Lieve deviazionel NDR Eseguita nel cugino Normale
24 aa degli esoni scoliotica, forza
32-44 muscolare
conservata
Paz.28| 1392 | Delezione Cugino del Asintomatico NDR Lievi segni di Modica
22 aa degli esoni precedente | Forza muscolare sofferenza miopatia, | riduzione
32-44 Asintomatico | conservata non anomalie di
specifiche a carico | voltaggio
della distrofina
Paz.29| 1063 | Delezione Clinicamente | Condizioni NDR Lieve miopatia, Normale
10 aa out-frame silente ottime, quadro
dell’'esone 2 asintomatico, immunoistochimico
pratica Sport di DMB
Paz.30| 378 | Delezione Cugino del E.O. normale NDR Eseguita nel cugino Normale
17 aa out-frame precedente | Asintomatico
dell’'esone 2 | Clinicamente
silente
Paz.31| 1484 | Non delezioni QI ailimiti | Grave dorso NDR Quadro istologico di
14 aa inferiori della | curvo, retrazione DM in fase iniziale
norma ischio-crurale
Forza muscolare
conservata
Paz.32| 333 | Non delezioni| Lieve assenza riflessi | NDR Lievi alterazioni
43 aa ipertrofia dei | patellari bil., lieve miopatiche, ridotta
polpacci, retrazione tendine espressione della
di Achille distrofina che
suggerisce una lieve
distrofinopatia
Paz.33| 2000 | Non delezionij Nessuna Gibbo costale, NDR Immunoreattivita Normale
20 aa obiettivita lieve scoliosi antidistrofina
clinica Buon trofismo continua ma di

muscolare, pratic
attivita sportiva

55

intensita ridotta,
alterazioni minime
della distrofina
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DISTROFIE MUSCOLARI DEI CINGOLI

Paziente 34: figlio unico di genitori non consanguinei, padeceduto in eta
giovanile per cause tumorali, nato dopo una geawd fisiologica con parto
eutocico, sviluppo psicomotorio regolare, con deadamone a 12 mesi e
linguaggio nella norma.

Il paziente, attualmente di 19 anni, si € presentattinica per la prima volta all’eta
di 3 aa per la presenza di disturbi della deamlut@&zsin poco dopo
I'acquisizione della stessa. Il piccolo presentiigguenti cadute, difficolta a
salire e scendere le scale, difficolta a sollevdasierra senza sostegno.

AI'E.O. all'ingresso si metteva in evidenza un @scimento regolare, uno sviluppo
psico-motorio nei limiti della norma, un’ipotoniauscolare generalizzata con
iperlassita ligamentosa e lassita cutanea, ginooalgo bilaterale, e segno di
Gowers positivo. Le CPK erano aumentate con vdia®gb0 U/I.

AI'EMG si metteva in evidenza un tracciato miapat

La valutazione cardiologia con I'ecocardiogrammisagltata nella norma.

La Biopsia muscolare eseguita nel 1990 metteeaitienza un quadro istologico di
un processo distrofico di lieve entita, con liew®a delle fibre di tipo I; il

pattern immunoistochimico con anticorpi C-termiraiti-distrofina e risultato

normale.
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Tali reperti, soprattutto quello bioptico, hanntidgoropendere per una diagnosi
provvisoria di DM congenita, anche se I'assenzeodtratture ed il quadro clinico
e istologico piu lieve lasciavano qualche perptassilla diagnosi definitiva.

Da allora ha praticato riabilitazione motoria.

Il paziente si e ripresentato presso il nostrorcemél mese di Novembre 2005:
presentava un’andatura anserina e da circa 6-i adgaressamento del cingolo
scapolare con impossibilita a sollevare le braeaantratture dei gomiti.

AIlE.O.:

Difetto del cingolo scapolare con scapole alatificdita a portare in alto le braccia,
deficit di forza negli arti superiori, contrattunell’articolazione del gomito,
ipotrofia dei muscoli delle braccia e del pettorada assenza dei riflessi.

Difetto del cingolo pelvico con andatura anseripatrofia dei muscoli della gamba,
ginocchio valgo, arto inferiore dx in equinismodelazione del metatarso, piede
cavo bilaterale e assenza dei riflessi. Riso asimooee incapacita a fischiare.

Gli esami di laboratorio mettono in evidenza viathiICPK di 748 U/l, un lattato
oltre i limiti superiori della norma e nient’altdh rilevante.

La visita fisiatrica riscontra una deambulaziono®aoma caratterizzata da pendolo
frontale con un’iperlordosi, un’asimmetria degli amferiori con il sinistro
inferiore di tre cm, compensata da andatura suilfégocon equinismo strutturato.

La visita ortopedica non rileva scoliosi, ma cghaiintervento di allungamento del
tendine di Achille che verra effettuato nel mes&iligno 2006.

La visita oculistica non mette in evidenza niatitalevante.
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La valutazione cardiologica risulta ai limiti delhorma, 'ECG mostra un emiblocco
anteriore sn, I'ecocolordoppler cardiaco non mietievidenza niente di rilevante;
la PA e di 135/90 ; viene consigliata vita e tnait@to normali con monitoraggio
della PA.

Una nuova biopsia muscolare eseguita nel rettorfel® di sinistra, mostra reperti di
tipo distrofico: ampia variabilita di calibro delfére, con fibre in splitting e fibre
atrofiche. E’ presente fibrosi con tessuto convetsi adiposo, alterazione del
pattern miofibrillare, in alcune fibre aree corkeli Il rapporto tra fibre 1 e 1l €
anormale, con netta prevalenza delle fibre tig@bP4 del totale) con fibre
atrofiche di entrambi i tipi. Viene avviato lo stadlel gene della Lamina A/C.

L’'indagine genetico-molecolare sul DNA estrattosdague periferico del gene
LAMINA A/C sul cromosoma 1g21.2-g21.3 viene effett@ con una metodica di
sequenziamento “dye terminator cycle sequencingesuenziatore capillare
MegaBace 1000; PCR e digestione con I'enzima diizesne Msp |. Vengono
esaminati tutti i 12 esoni componenti il gene.

L’analisi della sequenza del DNA ha evidenziatpresenza di una mutazione in
eterozigosita in posizione: Esone 4: 788T/03Z88CGC (Leu263Pro); e stato
inoltre evidenziato un polimorfismo (SPNs) in e@gosita : Esone 10: 1698/T.

La presenza di questa mutazione, insieme al quaidiioo ci permette di concludere
per una laminopatia. E’ stato analizzato ancheNlARlella madre nel quale non

sono state trovate mutazioni del gene della lankteala precisazione diagnostica
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tra LGMD1B e Emery Dreifuss AD, si rimanda allateasuccessiva con la

discussione del caso.

Paziente 35figlia unica di genitori non consanguinei, nata dgpavidanza
fisiologica e parto eutocico. L’anamnesi familia@n rivela patologie importanti
e I'esame obiettivo dei genitori mostra nel padie sina lieve ipertrofia dei
polpacci con CPK di 199 U/l con VN di 160. L'esantaettivo e le CPK della
madre sono normali. Lo sviluppo psicomotorio dbkanbina e risultato nella
norma.

La piccola attualmente dell’'eta di 11 anni si esprgata nel nostro centro nel mese di
Maggio 2005 in quanto, in seguito a un episoditodsillite non febbrile per la
guale € comparsa una tumefazione in regione sottdimalare, ha eseguito Esami
di Laboratorio che mettevano in evidenza: AST 138)(ALT 173 (U/l) eCPK
5659 U/I. Ha comunque proseguito la sua attivita sportreaggonistica in
assenza di sintomi muscolari quali crampi o delzalez

L’EO si é rivelato completamente normale .

L’EMG ha dato reperti normali.

La valutazione cardiologica con EGC ed ecocolortepgardiaco sono risultati nei
limiti della norma, tranne un soffio sistolico npatologico.

La biopsia muscolare eseguita nel retto femorakdaiun quadro moderatamente
distrofico, con ridotta e/o assente espressiorla deferlina in numerose fibre

allimmunoistochimica . Sono inoltre presenti itri@ti inflammatori
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prevalentemente pervasali, con fibrosi e tessutoetivo presente a livello endo
e perimisiale. La distribuzione e il rapporto tibrE | e 1l sono normali, anche se
in un fascicolo e presente una prevalenza di fipa fosfatasi acida e alcalina
presentano un’aumentata attivita.

E’ stato effettuato un Western blot per lo studetladdisferlina che ha evidenziato
una banda corrispondente alla disferlina di pesleoatare piu basso del normale
e intensita lievemente ridotta; I'alterata esp@ssidella disferlina € compatibile
con una diagnosi di distrofia dei cingoli tipo LGMB o Miopatia distale di
Miyoshi.

L’analisi del gene ha permesso di identificare oméazione eterozigote nella
sequenza codificante, tale dato potrebbe conferraatiagnosi, anche se
andrebbe cercata una seconda mutazione in qualciie ghe altera lo splicing.

Tale studio e tuttora in corso .

Paziente 36:nata a termine, dopo una gravidanza fisiologicaréopeutocico,
dallanamnesi familiare risulta che i genitori saamnsanguinei.

Dall’lanamnesi personale si rivela un ritardo ddkambulazione per il quale € stata
valutata presso un centro di NPI all’eta di 20 miEsin si mise in evidenza niente
di patologico. La piccola inizia a camminare ali'eli 21 mesi.

La paziente, attualmente dell’eta di sette anmiressenta presso il nostro centro
all'eta di 2aa e mezzo per la tendenza a deambcbsréavampiede addotto, e

per una facilita alle cadute. Da una visita ortope@seguita nello stesso periodo,
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si evidenziava una ipostenia muscolare, con deamimule falciante, ginocchio
valgo, veniva consigliato un plantare per I'avamdgi@ddotto. Visitata da un altro
ortopedico, si evidenziava un’antiversione delaédmorale di grado marcato,
con apparente ipertono del tricipite surale bikter

L’esame obiettivo all'ingresso metteva in evidere@dome globoso, antiversione del
collo femorale, ipertrofia dei polpacci con tendeiazl andare sulle punte, Gowers
positivo, riflessi patellari e degli arti superidlifficiimente evocabili. L’andatura
e anserina con facile stancabilita e facilita eldute. L’aspetto generale e tipo
Duchenne-like. Il valore dellEPK e risultato intorno 000 U/l

L’EMG, pur eseguito con scarsa collaborazione dedizente, non mostra
caratteristiche neurogene, ma piuttosto modicanmaidpatiche.

La biopsia muscolare mostra un muscolo chiaranjeattEogico, con forte fibrosi e
presenza di fibre rotondeggianti con elevata espes di miosina fetale che
fanno pensare a una forma di DM congenita merosositiva.
All'immunoistochimica si rileva una lieve riduziomenerale della spettrina, della
distrofina, e dei sarcoglicani, verosimilmente tatteiali.

Lo studio molecolare del gene della distrofinaeesarcoglicani non hanno messo in
evidenza la presenza di mutazioni.

La valutazione cardiologica con ECG ed ecocolortlapgardiaco mostra una lieve
insufficienza tricuspidalica , ma I'esame cardiadogrisulta ai limiti della norma.

La RMN encefalo nel sospetto di una DM congenita In@ messo in evidenza alcuna

alterazione.
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Una valutazione psicologica eseguita all'eta diesahni, mostra uno sviluppo
cognitivo nella norma, se pur di livello medio inéee, con discrepanza
significativa tra rendimento nelle prove verbalipdnteggio inferiore e prove di
performance. In particolare sarebbero emerse diffimella capacita di
immagazzinare, comprendere e utilizzare I'inforroagi, cosi come
nell'attenzione e concentrazione.

Lo studio molecolare ha messo in evidenza una nuteaonmozigote missense della
FKRP (Met 427 lle), facendo propendere per una diagnosi di Distrofigculare
dei cingoli tipo LGDMZ2I o la sua forma allelica isfia muscolare congenita

tipol C.

Paziente 37 Nato da genitori non consanguinei a termine, departocico,
anamnesi familiare negativa, tranne una lieve it@gialla flessione della colonna
nella madre.

Il paziente, attualmente dell’eta di 11 anni, &ao nel nostro reparto circa un anno
fa per la presenza di un difetto di apprendimeco, tendenza all'isolamento e,
da circa due anni, tendenza alla deambulazione pulite, con difficolta alla
flessione del tronco e all’elevazione degli arpesuori. Aveva eseguito una RMN
del midollo e una visita ortopedica che non hanessuo in evidenza niente di
rilevante.

All'esame obiettivo all'ingresso si metteva in estita: tendenza alla “spina rigida”

con incompleta flessione del tronco, difetto dvalgone e abduzione degli arti
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superiori, tendenza a camminare sulle punte ctassifvivaci agli arti inferiori e
modesto ipertono.

Tra gli esami praticati, viene fatto uno screemmatabolico per i ritardi mentali
(Esame del lattato, piruvato, aminoacidemia, anaithaia, aciduria organica,
CDT, enzimi lisosomiali) tutti risultati nella noamll DNA per la ricerca del sito
Fragile nel cromosoma X é risultato normale.

Il valore delleCPK e risultatonormale.

Viene eseguita una RMN dell’encefalo risultataaalbrma

La visita fisiatrica mostra una andatura tendenzaite in appoggio sullavampiede;
rigidita della colonna; la forza muscolare € conat su tutti i distretti, fatta
eccezione per un modesto deficit di forza al ciogmlvico e scapolare.

L’EMG mostra reperti con carattere miogeno, pitdewite nei muscoli degli arti
superiori.

La biopsia muscolare mostra un muscolo normale.

Viene effettuata I'analisi del gene della Lamin& clon ha messo in evidenza
nessuna mutazione ma solo un polimorfismo. E'afttente in corso lo studio
del gene COL VI per la diagnosi molecolare di mi@éda collagene VI (Bethlem

miopaty).

Paziente 38:nato nel 1937, seguito presso il nostro centroita tre anni. |l
paziente ha avuto uno sviluppo normale sino al#5 anni, quando ha iniziato a

lamentare alterazioni nella deambulazione con iat@ssospetta labirintite; valutato
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da un neurologo che eseguiva gli esami del casauiril dosaggio dell€PK con
valori di 2258 Ul/l. Si concludeva per miopatia dei cingoli. Nel 94tato ricoverato
presso una clinica neurologica per ipotrofia dellascolatura dorso-lombare, glutea e
delle cosce bilaterale e interessamento piu li@rendiscoli del cingolo scapolare,
con riduzione della forza segmentarla. AIlTEMG gidenziava una modesta
sofferenza miopatica. Dalla biopsia muscolare gleswziavano lievi segni miopatici
compatibili con la diagnosi di miopatia dei cingoli

All'ingresso presso il nostro centro, il pazientegentava deambulazione lievemente
anserina con baricentro spostato all’indietro, npfitd della muscolatura del cingolo
scapolare, con riflessi OT presenti e simmetrici.

Al'Ecocardiogramma € presente un ventricolo siisevemente dilatato con lieve
riduzione della funzionalita sistolica. Alteraziatel rilasciamento nella diastole con
lieve insufficienza mitralica.

L'EMG evidenziava reperti di tipo miogeno, speciahte sui muscoli del cingolo
scapolare. Alla biopsia muscolare si metteva id@vza una variabilita di calibro
delle fibre con presenza di fibre distrofiche etipche, fibrosi lieve con aumento

del tessuto connettivo. All'immunoistochimica sigenziava una riduzione degli

alfa e beta sarcoglicani. Lo studio del DNA peri¢arca delle mutazioni piu comuni
dei sarcoglicani ha dato esito negativo. Rimanadjun sospeso la diagnosi di DM

dei cingoli da difetto dei sarcoglicani.
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DISTROFIA MUSCOLARE FACIO-SCAPOLO-OMERALE
Descriviamo 6 pazienti con quadri clinici different
Paziente 39familiarita per FSH presente nella famiglia mateiedi albero
genealogico). Dallo studio familiare emerge che foailli e una sorella della madre
hanno manifestato la malattia in forma grave caziardella sintomatologia all’eta di
13 aa e con deambulazione gravemente compromess#rerta loro madre ha perso

I'autonomia deambulatoria con confinamento in sediatelle all’eta di 55 anni.

Lo | mme e
e

La paziente, attualmente dell’eta di 22 aa, sigmsper la prima volta nel nostro
centroall’'eta di 11 aa per la presenza di Ritardo mertatelievi note dismorfiche.
L’inizio della deambulazione é avvenuto all’'etdl8imesi e il linguaggio all’eta di
3aa, all'ingresso presentava un lieve ritardoodgliluppo psicomotorio, con scarso

rendimento scolastico. L’'EO metteva in evidenza lhassa attaccatura dei capelli,
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bocca sempre aperta, scoliosi e dorso curvo,ssifl@T nella norma. Le CPK

mostravano valori nei limiti della norma o lievertaumentate.

Alla valutazione psicologica si evidenziava unrdtamentale lieve, con QI di 72.

AI'EMG si mettevano in evidenza reperti di tipoapatico.

La biopsia muscolare evidenziava minime alterazmigipatiche con minimi segni
patologici, caratterizzati da variabilita di cablbdelle fibre, con fibre
modicamente atrofiche.

Le prove audiometriche sono risultate normali.

La visita fisiatrica mostra un lieve deficit di & al cingolo scapolare.

Lo studio del DNA mostra un frammento anomalo dbl®b al locus 4g35; dopo
doppia digestione enzimatica EcoRI-Bnll tale framinesi riduce a 16 Kb,
dimostrando la sua appartenenza al locus 4g35aatplnella malattia.

Attualmente la paziente, abbastanza stazionaripuddb di vista muscolare, ha
mostrato un’involuzione depressiva, accompagndt@dalvere della malattia
anche nella madre, con QI di 45 e autolesionismo.

La madre dopo i 40 aa ha iniziato a peggiorargdato di vista muscolare, non
riuscendo a estendere verso l'alto le bracciandoéde scale con sempre
maggiore difficolta, con incapacita a camminaréespilinte e sui talloni.
Presentava un’andatura con lieve steppage bilateha& ha necessitato I'ausilio di
apparecchi ortesici per contenere le cadute ddepiea ridotta forza muscolare

risulta piu evidente nell’emisoma di sn.
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Paziente 40l paziente, attualmente dell’eta di 25 aa, si prespat la prima volta
presso il nostro istituto all’eta di 20 aa in quaptesenta una familiarita per FSH.

L’esame obiettivo all'ingresso mostrava ipotrofe chuscoli del cingolo scapolare,
con impossibilita a sollevare soprattutto I'arto, sm’asimmetria toracica con
scoliosi. LeCPK mostravano valori di003 Ul/l. AIFTEMG si mettevano in
evidenza reperti di tipo miopatico. La valutazimaediologica con
I'ecocardiogramma é risultata normale.

Lo studio del DNA mediante sonda molecolare p13Ed g&videnziato, in seguito a
digestione del DNA con I'enzima EcoRlI, un frammeatmmalo di circa 19 Kb.
Tale frammento, dopo doppia digestione enzimatcaRI-binl), si riduce a circa
16 Kb, dimostrando la sua appartenenza al loc8S #dygplicato nella malattia.

Paziente 41il paziente, attualmente dell’'eta di 40 aa, pr&sentato presso il nostro
istituto all’'eta di 32 aa perché da circa 6aa prEsa un’ipotrofia del quadricipite
dx, con senso di peso e debolezza della muscoladlifarto inferiore dx
maggiormente localizzata nella porzione distalegdeldricipite e nella porzione
distale dei muscoli della sura; una miopatia degali con quello scapolare
maggiormente interessato di quello pelvico e urédimch con steppage. Un
fratello presentava una sintomatologia simile miagrave e veniva diagnosticato
come polimiosite. Dall'anamnesi familiare emerge dmonno materno, forse in
seguito a un infortunio, presentava alterazionedé¢ambulazione non precisate,

con facili cadute e impossibilita a salire e sceade scale.
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AI'EO si metteva in evidenza una miopia con chiaspalpebrale incompleta ad
occhi chiusi, una facies lievemente amimica consoiorizzontale,
interessamento del cingolo scapolare con spallentadpotrofia dei muscoli
pettorali e riflessi OT difficilmente evocabili, datura a piede cadente.

L'EMG mostrava reperti di tipo miopatico.

Alla biopsia muscolare si mettevano in evidenzeraktioni miopatiche aspecifiche
con lieve quadro distrofico.

Lo studio del DNA con sonda molecolare p13E11 hdesziato, in seguito a
digestione del DNA con enzima EcoRI un frammentonaalo di circa 23 Kb
(presente anche nella madre e nel fratello). Tral@fento con doppia digestione
enzimatica EcoRI-BInl, si riduce a 20 Kb dimostraitdppartenenza al locus
4935 implicato nella malattia.

Paziente 42il paziente, attualmente dell’eta di 36 anng gresentato presso il
nostro centro all’eta di 32 perché presentavadastancabilitd con impossibilita a
sollevare le braccia sul capo. Tale sintomatologgardita all'eta di 18 aa, sarebbe
peggiorata nel tempo. Dalllanamnesi familiare eraarige una sorella dall’eta di
31 aa presentava un difetto di forza muscolareidgblo scapolare con tendenza
alle scapole alate; e un fratello dell’eta di 4%essenta difficolta all’elevazione
di un arto superiore.

AI'EO si evidenziavano scapole alate con deficitstolare piu marcato nell’arto
superiore sn, riflessi normali.

Il dosaggio delle CPK mostrava valori di 377 Ul/I.
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L’EMG mette in evidenza reperti miopatici.

La biopsia muscolare mostra modeste alterazionpatiche con rapporto anormale
tra fibre l e Il.

L’analisi del DNA mostra un frammento al limite efisoluzione (35-40 Kb) che
sembra lievemente ridursi di dimensione dopo dogigastione enzimatica
EcoRI-Bnll. E' importante sottolineare che un fraemto di tali dimensioni cade
nella fascia di transizione tra quelli associda atalattia (10-35 Kb) e quelli
polimorfici della popolazione normale (35-300 Kb).

Lo studio della famiglia mostra la mutazione anichiatelli asintomatici.

e Gok B
T B

Paziente 43nipote ( figlio del fratello) del paziente che adotio descritto
precedentemente con FSH (paziente 42).
Il paziente, attualmente dell’eta di 19 anni, présentato nel nostro centro all’'eta di

un anno per un ritardo dello sviluppo psico-mot@an ritardo dell’accrescimento
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staturo-ponderale. Dall’anamnesi personale emangesafferenza perinatale con
lieve bradicardia alla nascita e Apgar 5 e 8. Recato alla nascita per ipertono
assiale con ipotonia del capo, viene dimesso cagnaisi di Sdr da sofferenza
neonatale ad impronta neurologica. L'ipertono [@esia sino ai tre mesi di eta.

L’EO all'ingresso mostrava ritardo di accrescimest@turo-ponderale, con lieve
ritardo dello sviluppo psico-motorio, ipermobilééticolare con cute iperelastica,
ernia inguinale dx, spalle cadenti e facies padm@ocon micrognazia. Presentava
inoltre 2 fossette in regione sacrale.

Dalla valutazione cardiologica si mette in evidenma stenosi sopravalvolare
aortica, emodinamicamente non significativa.

Tale reperto, insieme alla facies caratteristicaepil sospetto clinico di sdr di
Williams.

Lo studio citogenetico con la FISH (Fluorescenditn hybridization) utilizzando una
sonda specifica per il locus D75486, per il sospditsdr di Williams, mostrano
un cariotipo maschile con delezione del gene dafitena nel cromosoma 7
(46XY.ish del(7)(9911.23)(D75486). Con questa tegmteri cromosomi o parti
di cromosoma possono essere identificati utilizeeswhde di DNA coniugate con
sostanze fluorescenti, che riconoscono sequenzpleorantari a quelle presenti
su quel cromosoma o su quel segmento di cromosQuesta tecnica si applica
solo nei casi in cui il sospetto clinico suggeriBopportunita di un
approfondimento diagnostico. Tale indagine ci patengi confermare il sospetto

clinico.
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La sindrome di Williams e caratterizzatausha microdelezione della
regione 7g11.23 che contiene il gene dell’elagtifiaN). ELN € una proteina
della matrice extracellulare, che forma il 90% a@@fassa elastica dei vasi. Molti
di questi pazienti mostrano all’esame cardiografingestringimento dell’aorta
sopravalvolare, occasionalmente associata allesteeriferiche delle arterie
polmonari (SPAP), alla (SA) e altro. Il 10% di gtiggzienti presenta inoltre
prolasso mitralico e il 60% sviluppa ipertensiomeng dei 22 anni. E’ presente
anche ipercalcemia idiopatica.

Il fenotipo e caratteristico con la facies daabn labbro superiore prominente,
dorso del naso piatto, il naso e rivolto verstid apertelorismo, ritardo mentale
con comportamento caratteristico da “party” e $ploi linguistico
particolarmente evoluto rispetto alle capacita angngenerali.

La sindrome di Williams é considerata una “sindrafeegeni contigui”, dovuta
all’emizigosi dei geni che mappano nel segmenimrda 2cM comunemente
deleto.

Tuttavia , mentre da un lato molti sintomi clinicomprese le cardiopatie, appaiono
riconducibili alla delezione di ELN, I'effetto sténotipo degli altri geni presenti
nella regione non & ancora stato definito.

La peculiarita di questo caso € che all’eta diecidd anni si mette in evidenza una
paresi del facciale sn con lacrimazione occhio dawazione della rima buccale
verso dx.. All'eta di circa 13aa si mette in evidamn atteggiamento scoliotico,

dorso curvo, torace carenato e ipotrofia del ciogalapolare.
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Un EMG esequito in questo periodo mette in evidesegmi di sofferenza di tipo
assonale sui muscoli gran dentato dx e sn, dawveite mononeurite multipla.

Dopo circa 2aa si mette in evidenza un netto peggiento della situazione del
cingolo scapolare con notevole ipotrofia del cimgetapolare sn, scapole alate e
impossibilita a sollevare le braccia sul piano zoiztale.

Lo studio del DNA, con il sospetto clinico di DMda-scapolo-omerale, mette in
evidenza un frammento al limite della risoluzig@8-40 Kb) che sembra
lievemente ridursi di dimensione dopo doppia digest enzimatica EcoRI-Bnll.
E’ importante sottolineare che un frammento didahensioni cade nella fascia di
transizione tra quelli associati alla malattia @0KDb) e quelli polimorfici della
popolazione normale (35-300 Kb).

Tale dato permette di porre diagnosi di FSH in pan. Sdr di Williams.

Paziente 44 il paziente, attualmente dell’eta di 13 anné presentato presso il
nostro reparto circa un anno fa perché il padriéedta da FSH.

Dall’'anamnesi familiare (vedi albero genealogicmeege FSH nel nonno paterno

con esordio all’eta di 18-20 aa, con interessaméeakaingolo scapolare e zoppia.

Nel padre la sintomatologia e esordita all’eta2iad, con debolezza del cingolo

scapolare e lievi alterazioni dei muscoli facciBliMG mostrava alterazioni

miopatiche.
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Dall’lanamnesi personale emergono convulsioni fdiditieta di 18 mesi e

nient’altro di rilevante.

AI'EO si mette in evidenza una scoliosi dorsale tieve gibbo a dx, non deficit di
forza o segni di ipotonia muscolare. Il valore &iPK e di poco superiore alla
norma con valore di 190 Ul/l (VN 30-190). L'EMG emmnale.

L’analisi del DNA viene effettuato mediante studidinkage mediante polimorfismi
del DNA (VNTR e microsatelliti) con loci polimorfid®4S139 (sonda pH 30) e
D4S171 (sonda Mfd 22) in linkage con la deleziod&®Dal locus 4935. Con tale
metodica si € messa in evidenza la presenza del@ssociato alla delezione
D474 al locus 4q35.

L’analisi di linkage presenta un rischio di errdiagnostico di circa il 3% dovuto

alla frequenza di ricombinazione tra i loci polifiare il locus della malattia.
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DISCUSSIONE

DISTROFINOPATIE:
Per quanto riguarda le Distrofinopatie la diagreosi genere abbastanza agevole nel
caso di DM di Duchenne, in quanto il quadro clinéctipico con esordio nella prima
infanzia, andamento progressivo, valore delle CR& muo essere piu di dieci volte
la norma; il reperto bioptico tipico di Distrofinapa confermato, anche se non
sempre, dalle indagini molecolari con la ricerchedeutazioni permette di
formulare una diagnosi in tempi ragionevoli. Net@aelle DM di Becker si deve
rimanere cauti per quanto riguarda la prognosguiando la clinica puo essere molto
diversa, includendo distrofinopatie oligo-asintoiciat, con occasionale
mioglobinuria o asintomatiche, ma con iperCPKer@iame abbiamo visto nella
nostra casisistica, in 6 dei 9 pazienti oligo-ammtici con conferma bioptica di
Distrofinopatia sono state trovate mutazioni pumtifi del gene della distrofina; in
due cugini primi (figli di due sorelle) clinicamensilenti e stata trovata una
delezione out-frame dell'esone 2 del gene delkrbiina che altera il quadro di
lettura del’mRNA (dato confermato dall’analisi eIRNA). Questo fatto
rappresenta un’eccezione, e puo essere spiegdteimodi: 1) la presenza di un
nuovo sito di traduzione ATG a valle della deleBpche permette la trascrizione
della proteina (nell’esone 8 sono presenti tre Al @ame); 2) un’altra possibilita &

che ci sia un secondo promoter a valle della detezicome si verifica in altri geni;
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3) la presenza di eventuali splicing alternative gotrebbero eliminare degli esoni
riportando in frame il codice di lettura; alcuni dasi di non conformita al modello
del frame potrebbero essere dovuti ad alterazielnpebcesso di splicing a causa di
mutazioni puntiformi o al processo di “exon skipggimmmediatamente a monte o a
valle della delezione.

Si vede in letteratura che larghi riarrangiamestigene della Distrofina sono stati
trovati in circa 2/3 dei pazienti con DMD, con 0% di delezioni e il 5-10% di
duplicazioni.

Approssimativamente, il rimanente 30% dei pazieoti Distrofia muscolare di
Duchenne ci si aspetta abbia piccole sostituzianiaotidiche, inserzioni o delezioni.
L’'analisi del DNA, eseguita mediante PCR dellaeséliiesoni piu frequentemente
coinvolti in delezioni intrageniche, consente deaere molto rapidamente
I'informazione relativa alla presenza di una dedee, ma non alla sua ampiezza, che
deve essere definita successivamente mediantelifemapione degli esoni contigui
da entrambi i lati. L’'amplificazione PCR semi-qutatitva e I'amplificazione “real-
time PCR” sono in grado di individuare, sia conlgo@ imprecisione, la presenza di
duplicazioni intrageniche.

Nella nostra casistica, piu del 60% dei pazientirugazioni non definite del gene
della distrofina; e difficoltoso identificare singovariazioni del DNA usando le
correnti tecniche diagnostiche e questo rappresantaosso ostacolo nell’analisi

genetica dei pazienti e nel consiglio genetico lalle famiglie. In questi pazienti la
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diagnosi € basata sulla storia clinica e familiatdl;alto valore delle CPK, e
sull'istologia del muscolo con I'analisi immunoistomica e di immunoblotting.

La mancata individuazione di delezioni o di duptioai nel gene distrofina di un
soggetto, la cui biopsia mostra alterazioni sigative della colorazione
Immunoistochimica con anticorpi anti-distrofinajygoseri problemi.

Data I'estrema complessita del gene della distapfion 79 esoni distribuiti in 2,4
Mb di DNA, e per il fatto che le mutazioni puntifor possono trovarsi in tutta la
lunghezza del gene, un efficiente scanning deltzatesioni e difficoltoso, richiede
molto tempo ed e dispendioso. Attualmente in diMaboratori la ricerca delle
mutazioni viene compiuta mediante dHPLC a padaamplificati lunghi 250-500
nucleotidi. La percentuale di falsi negativi, idagini standard, e tra il 10% e il 20%
,valore che viene considerato accettabile, sersidera che la tecnica € molto
rapida, semi-automatica ed applicabile a serie nosaeedi campioni. Nuove tecniche
di scanning delle mutazioni sono la DGGE (semiauatieich denaturing gradient gel
electophoresis).

L’individuazione di una mutazione patogena in uggsito affetto e fondamentale
non solo in termini diagnostici, permettendo ungmeciso inquadramento, ma anche
prognostici (in particolare nei casi di DMB); in@t per i nuovi approcci terapeutici
correntemente in studio &€ essenziale conosceramsaite la mutazione. Una
ottimale consulenza genetica alle famiglie con DMBMD puo essere offerta solo
guando la mutazione patogena e stata trovata,ajaest elemento fondamentale per

poter affrontare il problema della identificaziatiedonne eterozigoti imparentate in
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linea materna con l'affetto e per poter eventuabaeffrire loro la possibilita di una
diagnosi prenatale precoce.

Non si puo stabilire nella nostra casistica un oafgpgenotipo-fenotipo, infatti la
delezione piu frequentemente trovata nei nostrigndiz cioé quella degli esoni 47-52
(regione hot spot) si accompagna a quadri cliroai distinguibili da quelli nei quali
non e stata trovata alcuna delezione.

E’ stata proposta la Terapia cortisonica a tutbstri pazienti con DM di Duchenne,
ma solo 6 hanno attuato un trial terapeutico gotopollo Dubowitz, cioé la
somministrazione di prednisolone (Deltacorteng dise di 0,75 mg/Kg/die nei
primi 10 gg del mese; tutti i pazienti riferiscomo miglioramento del quadro clinico,
con aumento della forza muscolare nel primo peraeldrattamento ma, se andiamo
a guardare I'eta della perdita dell’autonomia dealatioria, non vi sono sostanziali
differenze tra i nostri pazienti che hanno asstmterapia cortisonica da quelli che
non I’hanno assunta, con un’eta media di circarii, &ad eccezione di un caso che
ha assunto la terapia e che ha continuato a dearelsiho all’'eta di 15 anni .

Al momento attuale I'unico mezzo veramente in grddritardare I'evoluzione
clinica € legato alla medicina riabilitativa clper non riuscendo a ottenere
trattamenti eclatanti, migliora parzialmente lazi@malita motoria prevenendo o
ritardando I'insorgenza di ulteriori problemi fuomali. Il trattamento deve essere
particolarmente diretto verso la prevenzione dédfformita e la promozione della

deambulazione.
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Per quanto riguarda la DM di Becker, si vede clygiddro clinico € molto variabile e
che molti dei nostri pazienti sono oligo-asintormiatin questi pazienti, un aiuto dal
punto di vista prognostico puo essere dato daltenmazioni sui familiari soprattutto
nel caso si trovi la mutazione. Abbiamo il casoilipaziente oligosintomatico con
delezione in frame del gene della distrofina negbni 48-49-50-51, il cui nonno
materno con la stessa delezione ha attualmenter8feal € stato un agricoltore sino
a pochi anni fa, senza nessun sintomo di deficgaolare o cardiologico.

Anche nei pazienti con DM di Becker €, comunquegssario un buon follow-up,
per monitorare le eventuali complicanze e, quare@ssario un trattamento
riabilitativo, per migliorare al massimo la forzaiscolare ed evitare le contratture.
Fondamentale in questi pazienti un attento morg@icacardiaco, anche se nessuno

dei nostri pazienti con DM di Becker ha ancoraugplato cardiomiopatia.

DM DEI CINGOLI:

Nel campo delle distrofie muscolari dei cingoli,qglaanto emerge dalla descrizione
dei casi clinici, risulta a volte complicato potnea diagnosi precisa; fino a qualche
anno fa, infatti, prima dell’avvento della genetinalecolare, la diagnosi era
semplicemente clinica, in base alla localizzazideledeficit di forza muscolare; oggi,
grazie ai progressi ottenuti in campo biochimiageaetico, risulta necessario
individuare precisamente il tipo di LGDM medianteasi immunoistochimiche e
genetiche. Una nuova strategia per la ricerca dali@azioni nelle DM dei cingoli &

data dall'impiego combinato di metodi immunoistoului ed analisi di DNA.
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Ciascuna forma e relativamente rara, ma, come @adagiésto, si riscontrano
concentrazioni di casi in specifiche popolaziomediamenti umani.
Il tasso di mutazione per le DM dei cingoli non aimlevato ed i difetti riguardano

sostituzioni di singoli nucleotidi o duplicazionigiccole dimensioni.

Lominine2
,,,,,, PP o V1 Collagen
Nerve o ~o__ __ S ) > (Endomysium)
Laminin receptor (Integrinac7)

“““““ L.
Caweolin-3

xR R ',_‘;'.‘-'T._'QT.__'_:: ----- x -x-xpﬂ'\

Clr:.\ Dysferlin
Syntrophins Dystrobrevin

Fig. 3. Diagrammatic representation of various proteins involved directly or indirectly in different forms of muscular dystrophy. The precise relationship of
these proteins to each other is not yet entirely ¢lear. bm, basement membrane (basal lamina); pm, plasma membrane (plasmalemma); NMJ, neuromuscular
junction; AChR, acetylcholine receptor,

La ricerca delle mutazioni € perd un procediméumigo, laborioso e costoso e puo
non fornire il risultato atteso.

Inoltre, come abbiamo visto, I'eterogeneita € verata notevole, anche per quanto
riguarda la funzione dei prodotti dei geni mutatialcune forme il difetto
riguarda i sarcoglicani del complesso transmembcaedega la distrofina, in
altre il difetto riguarda proteine del sarcomerg@tiina, disferlina, telethonina),
un enzima citoplasmatico (calpaina) e persino untema dell'involucro nucleare

(lamina).
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In alcuni casi il ritrovamento di una mutazione rosufficiente per la diagnosi, in
guanto vi sono condizioni all’eliche; discutiamdaitti tre casi che mostrano
guesta caratteristica.

Il primo caso (paziente 34) presenta omdazione del gene della LAMINA A/C
sulcromosoma 1921.2-g21.8er la quale si possono considerare due forme
alleliche: la LGDM1B e la variante autosomica doamte della distrofia-
muscolare omero peroneale di Emery-Dreyfuss.

La Distrofia muscolare di Emery-Dreifuss e carddt&ta dalla presenza della

triade clinica di:

» Contratture precoci dei flessori dei gomiti, deidmi di Achille e degli
estensori del collo risultando in una limitazioredla flessione del collo,
seguita dalla limitazione dell’estensione dell'natspina dorsale.

» Progressivo e lento deterioramento con debolezzadscoli omero-peroneali
e scapolo-peroneali negli stadi precoci.

» Disturbi cardiaci con difetti della conduzione @rare: fibrillazione atriale,
flutter, aritmie ventricolari e sopraventricoldslpcco atrio-ventricolare.

L’EMG usualmente mostra alterazioni miopatiche feme stato descritto un

pattern neuropatico. La concentrazione delle CleKdtie € normale o lievemente

aumentata, mentre la biopsia muscolare mostraaaiten distrofiche miopatiche
non specifiche, includendo variazione del calibetiedfibre, aumento dei nuclei

interni, aumento del tessuto connettivo endomisdibre necrotiche.

119



| due geni conosciuti essere associati con EDMD $MD che codifica per
I'emerina, e LMNA che codifica per la lamina A e C.

* Le mutazioni del gene EMD causano XL-EDMD, e né¥®&ei casi sono
mutazioni nulle (larghe delezioni, mutazioni norserpiccole delezioni o
Inserzioni, e mutazioni del sito di splicing) cineliicono uno frameshift e
un prematuro arresto della trascrizione che pattasaenza dell’emerina.
Nel 5% dei casi le mutazioni di EMD sono missenselezioni in-frame e
portano a una diminuita espressione di emerinarmasespressione normale
0 a una proteina non funzionale.

* Le mutazioni del gene LMNA causano AD-EDMD e AR-EDMmolte
mutazioni sono mutazioni missense con normale ssiaee della lamina
A/C. Sono state osservate piccole delezioni o mser, mutazioni non
senso e mutazioni del sito di splicing che inducono frameshift con
prematuro arresto della trascrizione. La forma ARBDMD é stata
descritta in un solo individuo con severa distrofiascolare.

Il gene LMNA codifica per la Lamina A e C con sjphig alternativi. La lamina A/C
forma parte della lamina nucleare, situata trarktas fibroso nucleoplasmico e la
membrana nucleare interna. Interagisce con la dimana con altre proteine della
membrana nucleare interna per i vari siti di leg&la@ina proteine associate LAPs

ed emerina).
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EMDOFLASHIC RETICULEN

Fig. 7. Arrangement of the proteins associated with the nuclear lamina

(LAP, lamina associated protein).

| disordini causati dalla mutazione di LMNA sonbiamati “laminopatie” ed

includono:

Disordini dei muscoli striati, come la LGMD1B uf@ama di distrofia
muscolare dei cingoli autosomica dominante assoaalifetti di
conduzione atrio-ventricolare; questa forma puo essere considerata
un disordine veramente allelico alla EDMD in quawité un overlap tra
I due fenotipi. Altri disordini dei muscoli scheliet, associati a
mutazioni del gene della lamina, sono la CMD1A oMBCD una forma
di cardiomiopatia AD con difetti di conduzione dach; una forma di
cardiomiopatia dilatativa con aneurisma apicaleveelricolo sinistro

senza blocco atrio-ventricolare o precoce fibribae atriale; una forma
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di miopatia dei quadricipiti AD associata a cardiopatia dilatativa e
difetti di conduzione cardiaca .
» Disordini dei nervi periferici, CMT2B1, una formaRAdi disturbo
assonale Charcot-Marie associata alla mutazio®8®2
» Disordini del tessuto adiposo, una forma familiai di lipodistrofia
parziale (FPLD) causata nella maggioranza deidasnutazioni del
codone R482 indotte da diverse sostituzioni amiiieite.
» Disordini che coinvolgono diversi tessuti
Le mutazioni di LMNA non mostrano una chiara caesbne clinica tra il genotipo
e il fenotipo: e stata osservata una marcata vilirgaintra e interfamiliare per la
stessa mutazione di LMNA,; per esempio, nella stEss@lia la stessa mutazione
puo determinare AD-EDMD, LGMD1B o isolata DCM-CD.
Le due forme di Distrofia muscolare di Emery-DresglAD e XL hanno un
involuzione neuromuscolare e cardiaca simile, naidentica: le contratture
compaiono precocemente nella prima infanzia inaanie le forme, ma mentre nella
forma XL sono il primo segno, nella forma AD congg@a dopo l'inizio della
debolezza muscolare. La debolezza muscolare arlenta progressiva e il
deterioramento muscolare e usualmente lento nefteedre decadi di vita dopo le
guali diventa piu rapido. La perdita dell’autonordeambulatoria puo accadere nella
forma AD, mentre é rara nella forma XL. Per quaigaarda l'interessamento

cardiaco, nella forma AD il rischio di tachiaritmrantricolare e cardiomiopatia
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dilatativa che si manifesta con dilatazione e daizgione del ventricolo sn e piu alta
che nella forma XL.

Nella forma di Distrofia muscolare dei cingoli tig® vi € una lenta, progressiva
distrofia dei cingoli, con disturbi di conduzionardiaca atrio-ventricolare e
cardiomiopatia dilatativa, eta correlati in assetizeontratture precoci.

Sono state descritte 52 differenti mutazioni delegdella lamina, nella maggior parte
missense. 32 differenti mutazioni sono state \astociate alla forma di AD-EDMD,
4 mutazioni sono state descritte come causa di LGBJ11 sono state associate a
cardiomiopatia dilatativa (CMD1A), e 7 a lipodddia parziale familiare, senza
sintomi cardiaci o con cardiomiopatia dilatativdifetti di conduzione. Molto
recentemente, una quinta laminopatia con mutaziob®NA ¢ stata descritta
associata a sintomi neurologici che determinancoformaa recessiva di neuropatia
assonale (Charcot-Marie-Tooth tipo I). In aggiynt@a mutazione in LMNA e stata
vista responsabile di una forma di EDMD-AR.

L’identificazione di 3 mutazioni specifiche del gedella Lamina A/C in pazienti con
LGMD1B dimostra che LGMD1B e AD-EDMD sono disordadlelici.

Come abbiamo visto, AD-EDMD € un disordine car@#ato da contratture precoci
dei tendini di Achille, gomiti e muscoli cervicatieterioramento lento e progressivo
con distribuzione della debolezza muscolare albvainero-peroneale, e
cardiomiopatia con difetti di conduzione. In costm la LGMD1B si presenta con
debolezza lentamente progressiva del cingolo pelwion solo tardivo

interessamento dei muscoli omerali e risparmiandgscoli peroneali e tibiali. Le
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contratture precoci del collo, della colonna, dangi e dei tendini di Achille,

caratteristiche salienti nella EDMD, sono asseaitipazienti con LGMD1B.

Tuttavia, esiste una marcata variabilita interteatfiamiliare nella espressione clinica

delle mutazioni di LMNA, la stessa mutazione pusgees alla base di entrambi i

difetti; ciononostante, il fenotipo differente evtibo a fattori addizionali, sia genetici

che non genetici, con il punto verso un possihitda significativo di geni
modificatori nel corso del disturbo.

Gli stessi fattori sono stati postulati per le diaroni legate al cromosoma 2p, come

vedremo piu avanti, dal momento che entrambi itiphdi LGMD2B e Miyoshi

myopathy segregano con lo stesso aplotipo e hamt@zioni del gene della

Disferlina. Tuttavia, i pazienti con LGMDZ2B si peggano con una miopatia

prossimale, mentre quelli con Miyoshy myopathy rfestano in maniera

predominante deterioramento e debolezza dei mudistéili. In due famiglie sono
stati trovati entrambi i fenotipi.

Nel nostro paziente (paziente 34) il quadro clirpcesenta alcune caratteristiche per
cui vale la pena di discutere: all'ingresso detplo, all’eta di tre anni, era
presente un’ipotonia muscolare generalizzata ciattadidel cingolo pelvico
messo in evidenza da un segno di Gowers positiab rdperti, soprattutto quello
bioptico, hanno fatto propendere per una diagnasiyisoria di DM congenita,
anche se I'assenza di contratture ed il quadracolia istologico piu lieve

lasciavano qualche perplessita sulla diagnosi itiefin
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A un nuovo ingresso, dopo circa 15 anni, permamealifetto del cingolo pelvico con
andatura anserina, ma all’eta di circa 11 anni @iano contratture dei gomiti e
del tendine di Achille di dx, con ipotrofia dei nuasi della gamba, nello stesso
periodo € comparso anche un difetto del cingolpaleae, con impossibilita a
sollevare le braccia, ipotrofia dei muscoli deltadzria e del pettorale con assenza
dei riflessi. Le CPK permanevano aumentate da valori di 640 a vadigi48 U/.

Il prevalente interessamento della muscolaturaidgoli, con il suo esordio con
debolezza del cingolo pelvico, potrebbero far penaaina miopatia dei cingoli,
ma la presenza di contratture dei gomiti e dediteandi Achille, con
I'interessamento dei muscoli peroneali, fa propeadke diagnosi verso una forma
di EDMD-AD.

Questa condizione puo avere inizio nella primarniafa e sono stati riportati bambini
con quadro severo che diventavano sintomaticiearsdo anno di vita, con
difficolta nella deambulazione per la combinazidndebolezza prossimale e
distale con frequenti cadute. Questi bambini haammehe un deterioramento
significativo dei muscoli omero-peroneali e si W8S presentare con
accorciamento del tendine di Achille; per la forb@DM I'eta d'inizio varia da 4
a 38 anni, e le maggiori caratteristiche sonotiéderamento simmetrico, con
debolezza dei muscoli del pelvico che causa unaenatalinvalidita nella sesta o
settima decade. La debolezza degli arti superiosservata all’eta di circa 30

anni.
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E’ fondamentale un attento monitoraggio della fongi cardiaca, perché le
alterazioni cardiache, che usualmente compaiono tbopeconda decade,
posSsono portare a morte improvvisa; I'inserimeritordpace-maker puo essere un
salva-vita .

L’analisi della sequenza del DNA ha evidenziatpresenza di una mutazione in
eterozigosita in posizione: Esone 4: 788T/03Z88CCG (Leu263Pro); e stato
inoltre evidenziato un polimorfismo (SPNs) in etegosita : Esone 10: 1698/

T.

Questa mutazione missense a livello dell’esoneMénstata ancora descritta e, come

abbiamo visto, si accompagna a un quadro clinidéiMD, mentre |l

polimorfismo trovato € descritto come normale vateaallelica nella popolazione.
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FIGURE 8. Schematic representation of the LMNA gene. A: Schematic of the genomic organization of the LMNA gene
indicating the amino-terminal head domain, the central rod domain, and the carboxy-terminal tail domain of lamin A/C.
The nuclear location signal (NLS), the splice site for the different generation of lamin A and lamin C, and the CAAX box
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for the isoprenylation of prelamin A are indicated by arrows. Black areas indicate the sequences identical for both lamin
A and lamin C. Regions coding for lamin C specific amino acids are indicated by vertical stripes. Regions coding for
prelamin A specific amino acids are indicated by diagonal stripes. The 3prime; untranslated region is shaded white. B:
Linear representation of LMNA mutations, their location, and the corresponding phenotype. Abbreviations used are:
DCM, dilated cardiomyopathy; EDMD, Emery-Dreifuss muscular dystrophy; LGMD1B, limb-girdle muscular dystrophy;
FPL, familial partial lipodystrophy.
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HDC:highly conserved domain

cde2:site of cde? Kinase

Le lamine A e C sono proteine di massa molecolard &D e 65 kD,

rispettivamente. L’analisi di sequenza rivela cbeanspecie umana le lamine Ae C
sono identiche per i primi 566 aminoacidi; la faetina A contiene in piu 98
aminoacidi che corrispondono approssimativame®t&[@, in posizione C-terminale,
dei quali gli ultimi 18 vengono rimossi da enzimofeolitici per produrre la lamina

A matura. La lamina C ha unicamente 6 aminoaciter@inali. Entrambe le lamine

A e C contengono di 360 residui alfa-elica con aga@ che corrisponde al rod-
dominio alfa-elica caratteristica strutturale diirhenti intermedi delle proteine. Le
lamine A e C derivano da splicing alternativi dedtesso gene e sono componenti dei
filamenti intermedi, contribuiscono all'integritérgtturale della membrana nucleare e

forniscono un supporto meccanico per il nucleo.
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| meccanismi patogenetici da difettosa Lamina satoda :

1. Ipotesi strutturale: il nucleo con difettosa Laménpiu fragile e le forze
esercitate durante la contrazione muscolare camelrd cardiaco portano a
rottura della membrana nucleare difettosa di Lamoraconseguente morte
cellulare.

2. Ipotesi sull’'espressione genica: la Lamina inflieeharganizzazione
dell’eterocromatina che generalmente e silentelenadterazioni della Lamina

possono portare a cambiamenti nell'espressionegen ad effetti dannosi.
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TABLE 12. List of LMNA Mutations

Exon Nucleotide changea Effect on coding sequenceb Mutation Phenotype Reference

Missense

mutations

1 134 A-G Y45C Try45Cys EDMD  Bonne et al. [2000]

1 149G-C R50P Arg50Pro EDMD  Bonne et al. [2000]

1 178C-G R60G Arg60Gly DCM Fatkin et al. [1999]

1 188T-G 163S lle63Ser EDMD  Bonne et al. [2000]

1 254 TG L85R LeuB85Arg DCM Fatkin et al. [1999]

2 448 A-C T150P Thr150Pro EDMD  Felice et al. [2000]

3 585C-G N195K Asn195Lys DCM Fatkin et al. [1999]

3 608 A-G E203G Glu203Gly DCM Fatkin et al. [1999]

4 644C-T H222Y His222Tyr EDMD Di Barletta et al. [2000]

4 645 A-C H222P His222Pro EDMD  Bonne et al. [2000]

4 695 G-A G232E Gly232Glu EDMD Bonne et al. [2000]

4 746 G- A R249Q Arg249Gin EDMD Di Barletta et al. [2000]

5 881 A-C Q294P GIn294Pro EDMD Bonne et al. [2000]

6 1007 G-A R336Q Arg336GiIn EDMD  Di Barletta et al. [2000]

6 1072 G-A E358K GLu358Lys EDMD  Bonne et al. [2000]

6 1112 T-A M371K Met371Lys EDMD  Bonne et al. [2000]

6 1130 G-A R377H Arg377His LGMD1B Muchir et al. [2000]

6 1157 G- A R386K + frameshift Arg386Lys,FS 386 EDMD  Bonne et al. [2000]

7 1357C-T R453wW Arg453Trp EDMD  Bonne eal.[1999]DiBarletta
7 1395C-A N456K Asn456Lys EDMD  Bonne et al. [2000]

8 1394 G- A G465D Gly465Asp FPL Speckman et al. [2000]

8 1406 T-C 1469T 1le469Thr EDMD  Di Barletta et al. [2000]

8 1444 C-T R482wW Arg482Trp FPL Shackleton et al. [2000]

8 1445 G- A R482Q Arg482Gin FPL Cao et al. [2000]; Shackleton et
8 1445 G-T R482L Arg482Leu FPL Shackleton et al. [2000]

8 1458 G- C K486N Lys486Asn FPL Shackleton et al. [2000]

8 1458 G-T K486N Lys486Asn FPL Shackleton et al. [2000]

9 1559 G-C W520S Trp520Ser EDMD  Bonne et al. [2000]

9 1580 G- C R527P Arg527Pro EDMD Bonne et al. [1999]DiBarletta
9 1583 C-A T528K Thr528Lys EDMD Di Barletta et al.[2000];Bonne
9 1589 T-C L530P Leu530Pro EDMD  Bonne et al. [1999]

10 1711 C-A R571S Arg571Ser DCM Fatkin et al. [1999]

11 1745 G- A R582H Arg582His FPL Speckman et al. [2000]
11 1930 C-T R644C Arg644Cys DCM Genschel et al. [2000;
Nonsense

mutations

1 16C-T Q6X GIn6Stop EDMD Bonne et al. [1999]
Deletions

1 334-336delGAG In-frame deletion of codon 112 112delGlu EDMD Bonne et al. [2000]

3 622-624delAAG In-frame deletion of codon 208 208delLys LGMD1B Muchir et al. [2000]

4 781-783delAAG In-frame deletion of codon 261 261delLys EDMD Felice et al. [2000]

6 960delT Frameshift and stop codon FS 321 DCM Brodsky et al. [2000]
8 1397delA Frameshift and stop codon FS 466 DCM Genschel et al. [2000]
Splice site

mutations

9 1608+5G - C 3’ splice site of exon 9 LGMD1B  Muchir et al. [2000]
Polymorphisms

5 861 T-C A287A Ala287Ala Speckman et al. [2000];
7 1338 T-C D446D Asp446Asp Speckman et al. [2000]
10 1698 C-T H566H His566 His Genschel

aNucleotide numbers refer to the cDNA sequence (Genebank Accession No. #L.12399, #L.12400, #L.12401).

bThe first codon of the initiation methionine = codon No. 1. .

DCM, dilated cardiomyopathy; EDMD, Emery-Dreifussissular dystrophy; LGMD1B, limb-girdle muscular
dystrophy; FPL, familial partial lipodystrophy
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LMNA

Normal allelic variants: An incomplete list of normal allelic variants isahable on Leiden
Muscular Dystrophy pag@ghttp://www.dmd.nl).

Table 13. NormalLMNA Allelic Variants

cDNA Change Protein Reference

51C—=T S17S

357CT R119R Sebillon et al 2003
438C—=T Al46A Bonne, unpublished data
612C—=A L204L Eriksson et al 2003
645C—>T L215L Bonne, unpublished data
861T—=C A287A Speckman et al 2000
1028C—=A R343GlIn Vytopil et al 2002
1098C—=A K366K
1299CST H433H Sebillon et al 2003
1338T—=C D446D Speckman et al 2000
1580C—=A R527H Novelli et al 2002
1584C—=A T528T Bonne, unpublished data
1698C(—>T H566H Genschel & Schmidt 2000
1761C—=A L587L Bonne, unpublished data
1930C=T R644C Speckman et al 2000

Non e chiaro perché mutazioni nell’emerina (ancggsroteina nucleare) o
mutazioni nelle lamine A/C causano AD-EDMD, comelanDCM-CD, LGDM1B e
FPLD. Non pare nemmeno esserci una correlazioria togalizzazione delle

mutazioni nel gene LMNA e la severita clinica dsttdrbo, ma, al contrario,
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identiche mutazioni possono condurre a sostardifédirenze nella severita del
fenotipo.

Il coinvolgimento di due proteine nucleari, emeraamina A/C, in EDMD solleva
una nuova questione sul meccanismo di degeneradaitgecellule muscolari, che é

differente da quello delle distrofie muscolari ditio delle proteine di membrana.

Il secondo caso (paziente 35) presenta una disbpditia, e anche qua ci si pone |l
problema della diagnosi differenziale tra le dueardi alleliche, la distrofia
muscolare dei cingoli tipo 2B (LGMD2B), e la Miyashyopathy.

Come abbiamo visto precedentemente, entrambe ssondi in eta giovanile ma, la
Miyoshi myopathy interessa primariamente la mudoodedistale, mentre la
LGMD2B interessa primariamente la muscolatura pnose.

Comparando la LGDM2B e la MM, si nota che esista concordanza tra I'eta di
inizio e il livello di elevazione delle CPK. | dagiadri clinici differiscono
definitivamente dai primi sintomi descritti, neizsanti con LGDM2B compare la
debolezza dei muscoli prossimali degli arti infarimentre nei pazienti con MM
debolezza dei muscoli distali degli arti inferidtipattern di interessamento
muscolare negli stadi precoci del disturbo diffegisnche riguardo all’assenza di
interessamento dei muscoli anteriori delle gambla h6DM2B mentre € presente
nella MM. L'interessamento dei muscoli prossimadild coscia € molto piu
prominente nei pazienti con LGDM2B che nei pazieoh MM. La MM puo avere

un decorso clinico piu rapido, con circa un tergoghzienti che diventano
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dipendenti dalla sedia a rotelle dopo 10 anni itktio della sintomatologia, mentre
mai i pazienti con LGDM2B diventano dipendenti coecocemente.

Il locus per la LGDM2B e la MM si localizza nelltessa area del cromosoma 2p13,
gueste due forme di distrofia muscolare sono cenatd alleliche, entrambe le forme
sono ereditate in maniera autosomica recessiva.

Sono state riportate famiglie in cui la stessa mate determina entrambi i fenotipi .
Identiche mutazioni possono, infatti, produrre giiwn fenotipo miopatico.

Le differenze nel fenotipo sono dovute a fattoridmfioatori addizionali, si postula la
presenza di geni modificatori che contribuiscona ptesentazione del fenotipo
clinico nei pazienti con disferlinopatia.

Nella nostra paziente il riscontro casuale deWalgone delle CPK, costante nelle
Disferlinopatie, ha permesso di effettuare la desjim epoca pre-sintomatica, ma
pone delle difficolta, soprattutto nella comunicam alla famiglia sulla possibile
evoluzione della malattia. Molti pazienti descyittbme nel nostro caso, sono dei
bravi atleti nella prima decade di vita e partesgattivamente allo sport nel periodo
adolescenziale; i primi sintomi, infatti, compaiothapo la seconda meta della
seconda decade o piu tardi.

Nei pazienti con LGDM2B I'analisi accurata dellattibuzione della debolezza
muscolare, combinata con I'analisi della marciastraodelle caratteristiche distintive
che sono chiamate “disferlin gait” che sono chiaata differenti da quelle osservate

nelle distrofinopatie e nelle sarcoglicanopatie.
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Fig. 9. Progression of muscle weakness in patients with LGMD2B (dysferlinopathy) on the lower limbs. Functional scale according
Walton (1981) modi®ed by

us. Grade 1 + Walks normally. Unable to run freely. Grade 2 + Detectable defect in posture or gait. AlImost unable to run. Climbs stairs
with slight dif®culty.

Rises from ~ oor with slight Gower's sign. Grade 3 *Unable to run. Dysferlin gait, walks at least 2 km. Climbs stairs supporting one hand
on thigh. Rises from

~ oor with slight Gower's sign. Grade 4 * Slight dyderlin gait, walks .500 m. Climbs stairs supporting one hand on thigh. Rises from chair
supporting on one

thigh. Rises from ~ oor with moderate Gower's sign.Grade 5 * Slight dysferlin gait, walks .500 m. Climbs stairs supporting both hands
on thigh. Rises from

chair supporting on both thighs. Rises from ~ oor wth severe Gower's sign. Grade 6 + Moderate dysferlin gait, walks .200 m. Climbs
stairs upright with one

hand on railing. Rises from chair supporting on arms of chair. Rises from ~ oor, supporting on objects.Grade 7 + Severe dysferlin gait,
walks .100 m. Climbs

stairs clinging to railings with both hands. Rises from chair, supporting on table. Rises from ~ oor, supporting on objects. Grade 8 +
Severe dysferlin gait, walks

with cane. Climbs a few steps clinging to railings with both hands. Rises from chair, supporting on table. Rises from ~ oor, supporting on
objects. Grade 9 +

Uses wheelchair outside. Unable to climb stairs. Rises from chair only with assistance from persons. Unable to rise from the ~ oor.
Grade 10 = Wheelchaircon

®ned.
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Fig. 2. Progression of muscle weakness in patients with LGMD2B (dysfedinopathy) on the upper imbs. Functional scale created by us. Grade 1 - Flexes arm
when carrying a 3 kg weight, Can abduct arm at 90 ° when carrying a 5 kg weight, and at 180 when carrying a 2 kg weight. Grade 2 — Flexes amm when
carrying a 2 kg weight. Can abduct arm at 90 ° when carrying a 3 kg weight, and at 180 ® when carrying a 2 kg weight. Grade 3 — Flexes anm when carrying a 1
kg weight. Can abduct arm at 90 when carrying a 2 kg weight, and at 1807 when carrying a 1 kg weight. Grade 4 - Flexes am when carrying a 1 kg weight.
Can abduct arm at 90 ° when carying a | kg weight and at 180° when carrying a 0.5 kg weight. Grade 5 - Flexes ann, unable to carry weight. Can abduct arm at
90 * and at 180 degrees, unable w carry weight. Grade 6 ~ Flexes arm without weight to 150 degrees. Can not abduct anm more than 45 ©.
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Il gene della disferlina (DYSF) mappato in posiadipl13.3-p13.1, contiene 55

esoni, sparsi in oltre 150 kB del DNA.
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Figure 11. The dysferlin gene encompasses 55 exuatisated by numbered open boxes. The
numbers above each box indicate the size of theseftip); the numbers below some introns
designate the size of the respective introns (bipd.large, down-pointing arrows between exons 2
and 3 and exons 41 and 42 mark the location ofrpoitghic markers PAC3H52 and 104 SAT (see
text). Mutations are indicated by smaller symbotsated beneath the corresponding exons.
Symbols with arrows denote mutations that causeeMiyoshi myopathy (MM) (single arrows)

or LGMD2B (double arrows). Open circles denote mate that cause both MM and LGMD2B,;
open squares denote distal myopathy with onsdignilbialis anterior muscles (DMAT).
Frameshift/stop and missense mutations are indidatesymbols with simple stems
(frameshift/stop) and stems with closed circlessganse).

La disferlina, la proteina prodotta dal gene, € mmava molecola senza omologia

con altre proteine conosciute nella specie umana.
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La funzione della disferlina non & conosciuta, ma pssere un mediatore calcio-
mediato che induce gli eventi di fusione di memhraalle cellule muscolari.

Lo studio della disferlina si puo effettuare inim@nte con metodi
iImmunoistochimici nella biopsia muscolare, con@rpi monoclonali,
successivamente con western blot del muscolo ddelenei soggetti normali si
evidenzia un polipeptide di circa 230 kDa, mengepazienti con disferlinopatia si
mette in evidenza una banda corrispondente allartiig, ridotta o assente; lo studio
delle mutazioni € un passo successivo per la corfeliagnostica e molecolare.
L’analisi di tessuti umani fetali dimostra che iafdrlina € espressa nei primissimi
stadi di sviluppo, la disferlina, inoltre, e esm@sll'inizio della differenziazione
degli arti. La perdita di disferlina in questo tesrritico puo contribuire al pattern di
interessamento muscolare, piu tardi nello svilugoeo, I'inizio della distrofia

muscolare primariamente nei muscoli prossimalisbadii
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Figure 12 Estimation of molecular mass. Four strips fronia bf normal control muscle labelled with

kD
antibodies to dystrophin (lane 1, band at ~400 kbanin (lane 2, band at ~280 kDa), dysferlimgas,

band estimated to be at ~230 kDa by comparisontivélothers) and myosin heavy chain (lane 4, band a

—-— 400

- 230

N 200

— - -

Figure 13. Western blot of human skeletal muscle biopsiesekal and 6, normal control subjects (amputated leg
muscles); lane 2, deltoid sample from a Palestihi@avD2B patient linked to chromosome 2p13 (unknowtation); lane 3,
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guadriceps sample from a Palestinian Arab LGMD2Bepathomozygous frameshifting mutation); lane dit@ld sample from a
Libyan Jewish patient with LGMD2B (homozygous framméisg mutation); lane 5, quadriceps sample fropagient with

genetically confirmed LGMD2A. Lanes 1-5 were labdlwith 1/300 anti-dysferlin antibody, NCL-hamletrle 6 was labelled with
1/50 Dy4/6D3 to an epitope in the rod domain oftayshin. The lower panel shows the correspondingsimyheavy chain (MHC)
bands from the Coomassie blue-stained gel, andutie®of these bands can be seen at 200 kDa @s1an5 and 6. The MHC
bands on the post-blotted gel are used to indleatemuch muscle protein, as opposed to fat anddbronnective tissue, is loaded
in each lane. Densitometric estimates of dysferiyi'sin abundance were expressed as a percenttger@irmal sample in lane 1:
lane 2, 1.5%; lane 3, 1.8%; lane 4, 4.7%,; lanb, 1

Nella nostra paziente, la ridotta/assente espmassiella disferlina all'immuno-
istochimica, poneva gia il sospetto di una dishegiatia, confermata in seguito
dall’analisi di Western blot che ha evidenziato baada corrispondente alla
disferlina di peso molecolare piu basso del normalstudio del gene della disferlina
ha identificato una mutazione eterozigote nellaisaga codificante e per un
ulteriore studio sullRNA messaggero sarebbe necgsan altro campione di
muscolo, ma in questo momento la famiglia vuoleoamattendere; 'assenza di
alcuna sintomatologia, infatti, pone la famigliauma condizione difficile per
affrontare il problema con la bambina, potendadeae il momento della
comunicazione di una patologia altamente invalidant

Questo pone dei grossi problemi di “genetic codimgg| infatti nei casi di test
predittivi che riguardano i minori, il risultato de essere valutato con attenzione per
guanto attiene alle sue implicazioni psico-socladiambini in cui viene
diagnosticata una malattia in fase presintomagioasono soffrire di una perdita di
autostima in un periodo critico in cui viene a sgparsi il senso di autoidentita.

Una diagnosi presintomatica in bambini ha anchmsibilita di alterare la relazione

con i genitori e con i fratelli. Pertanto, & fondartale in questi casi agire con estrema
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cautela, soprattutto in queste patologie per |di @uatt’oggi non esiste alcuna

terapia efficace.

Discuteremo un terzo caso (paziente 36) dovutotaziane del gene FKRP. Questo
gene e mutato in due forme alleliche mappate emieasul cromosoma 19q13.3 e
sottese al difetto del gene FKRP (Proteina Fuku@inerelata): una forma allelica
severa che causa una Distrofia muscolare cong@n@®1C) e caratterizzata da
inabilitd a camminare, ipertrofia dei muscoli dgJlembe senza interessamento
cerebrale, secondaria deficienza di merosina, eorigle deficienza di alfa-
distroglicano. Il difetto di glicosilazione dellfal distroglicano deve essere
considerato alla base patogenetica della condizl@tiea forma allelica LGDM2I ha
un fenotipo variabile che puo essere molto simleeRistrofia muscolare di
Duchenne. Quando I'inizio e nella prima decadeitdi, Vabilita a camminare e
mantenuta solo fino all'inizio della seconda decadeuni casi moderati somigliano
strettamente alla DM di Becker, con inizio piu taed(6-23 anni), e continuano a
camminare sino alla terza decade, con progres#fifiatta. Tuttavia, la
concentrazione delle CPK sieriche é sempre elewagh individui con LGDM2I con
valori tra 1.000 e 10.000 Ul/lI che non si riscontraltre forme di distrofie
muscolari. Alcuni pazienti mostrano un interessameardiaco, con cardiomiopatia
dilatativa. Sia nella MCD1C che nella LGMD2I lailsppo cognitivo e la RMN
cerebrale sono stati inizialmente riportati comamadi, ma piu recentemente e stato
identificato un sottogruppo di pazienti con MCDX(cui esistono chiari segni di

interessamento del SNC.
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Nella nostra paziente, I'esordio € precoce, neh@ranno di vita, il fenotipo e quello
di una DM di Duchenne, e il valore delle CPK & d0@ Ul/I, é stata trovata una
mutazione omozigotemissense (Met427lle)diversa dalla mutazione comunemente
descrittae nella biopsia muscolare una lieve riduzioneba¢h distroglicano, della
spettrina e dei sarcoglicani, mentre la merosinarenale. La RMN encefalo e la
valutazione psicologica sono risultate nella noamehe se lo sviluppo cognitivo
risulta a un livello medio-inferiore. Il quadromico e I'esordio orientano
maggiormente verso una forma severa di LGDM2I, arsghesiste un overlap tra le

due forme.

Il gene di 12 kb € composto da tre esoni non ocatiti e un largo esone codificante;
e stata identificata una comune mutazione in FKB$26A, Leu276lleu) che é stata
pero solo osservata in pazienti con LGDM2I e noguglli con MDC1C,; recenti
studi correlano il tipo di mutazione e I'espressiatell’alfa-distroglicano con il
fenotipo del disturbo. Anormalita immunoistochimectiell’alfa-distroglicano sono
state riscontrate in tutti i pazienti, con una baionrrelazione tra la gravita della
deplezione e la severita del fenotipo osservaiegiipatamente, persone con
MCD1C mostrano costantemente una severa deficadiredéa distroglicano, e sono
composti genetici per mutazioni missense o nonsenisanno due mutazioni
missense. Al contrario, individui con LGDM2I hanlaocomune mutazione (C826A)
0 mutazioni missense e nonsense, e mostrano salmaderata riduzione dell’alfa-
distroglicano; individui con forme moderate di LGR2Msono omozigoti per la

comune mutazione e mostrano solo una lieve defiaielell’alfa-distroglicano. Non
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e ancora chiaro se in queste due forme vi sia enaw sia clinico che genetico.

| distroglicani, come si puo vedere nelle figuriai, sono glicoproteine
direttamente connesse alla ECM e I'azione dell*difdroglicano & pienamente
inserita nei processi di glicosilazione essendwddéeina implicata in forme gravi di
DM congenite con associate anomalie gravi del mosedel cervello (MEB,
Fukuyama, Walker-Warburg etc.). Mentre sino a peopo fa non si conoscevano
malattie muscolari legate a deficit primari di digflicani, oggi I'affermazione non &
probabilmente piu valida . Sono state recentemdetdificate mutazioni in cinque
geni deputati alla sintesi di proteine con attigjli&osil-transferasica facendo luce su
un nuovo meccanismo responsabile della distrofiscmlare. Tutte queste forme
hanno in comune un anormale glicosilazione dedi4istroglicano. La gravita delle
forme legate a mutazioni in questi geni € estrenméeneariabile andando da casi
senza coinvolgimento del sistema nervoso centraégianti gravi con anomalie

strutturali in muscolo, cervello ed occhio.

Non entriamo nel merito del grosso capitolo ddistrofie muscolari congenite che
meriterebbero un trattato a parte, queste sonaouppg di malattie ereditarie
clinicamente e geneticamente eterogeneo con qcladadi che vanno da forme
molto gravi, spesso fatali nei primi mesi di vidal, altre piu lievi, compatibili con una
sopravvivenza nell’'eta adulta; la loro classificae subisce costantemente
sostanziali modifiche in parallelo ai risultatienuti in campo immunoistopatologico,

biochimico e genetico, comprendendo forme che ptase un overlap clinico e
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molecolare con le LGDM e che entrano comunque t@itadiagnosi differenziale,

come abbiamo visto nei nostri casi.

Abbiamo preso questi tre casi come esempio peenaditi evidenza le difficolta
diagnostiche nel campo delle DM dei cingoli, infatin sempre anche con la
conferma molecolare del disturbo, & possibile iadian fenotipo preciso.

Spesso, inoltre, anche con dati che ci indirizaasrso una forma particolare, come |l
nostro caso di sarcoglicanopatia, non si riescgderziare una mutazione, senza la
guale e difficile fare una consulenza geneticaipee@ importante che questi pazienti
in cui non vi é stata una conferma molecolare veageeriodicamente rivalutati,
anche alla luce delle nuove ricerche nel campadbediiogia molecolare.

Negli ultimi 10 anni le distrofie muscolari dei goli sono oggetto di intensi studi,
rivelando una spiccata eterogeneita e affascimatnizioni sui possibili meccanismi
patogenetici dei vari tipi di distrofie muscoldrpiu recenti sviluppi hanno illustrato
nuovi meccanismi nella loro determinazione, staloitecostantemente nuove
interpretazioni su ciascuna.

Dal punto di vista pratico, tuttavia, il raggiunginto di una diagnosi in un paziente
individuale, puo rimanere complessa, richiedenthddgrazione di una valutazione
clinica (basata su una sempre maggiore comprendiatettagli fenotipici correlati a

differenti disordini), analisi di proteine,studi genetici.

| tempi per porre una diagnosi definitiva, possquomdi essere molto lunghi, in

guanto, come abbiamo visto, lo stesso quadro olipi® essere dovuto a forme
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geneticamente distinte, i tempi, inoltre, per &erca delle mutazioni non sono mai
brevi. Infatti, nonostante I'avanzare delle tecgododegli ultimi tempi, non si
rimuovono molti dubbi e problemi che correntemeardmpaiono nell’individuazione
di mutazioni in questo gruppo di geni, ma al préseanche I'analisi diretta della
proteina, le nuove tecniche per l'individuaziond@mutazioni correntemente e
ampiamente usate non sempre possono rivelaredanza di una mutazione
sottostante.

DM FACIO-SCAPOLO-OMERALE :
Il campo delle distrofie muscolari facio-scapoloeryali pone meno problemi nella
diagnosi, anche se si tratta di una malattia vaeiae| fenotipo clinico, che si
manifesta generalmente dopo i 20 anni, ma cheltalpao esordire nella prima
infanzia; nella stessa famiglia, infatti, possossegvi quadri clinici differenti. E’
Interessante vedere come nella famiglia nella goatéudio del DNA ha messo in
evidenza un frammento al limite della risoluzig@8-40 Kb), che cade nella fascia
di transizione tra quelli associati alla malati@-35 Kb) e quelli polimorfici della
popolazione normale (35-300 Kb), vi sono componeimé non presentano nessuna
sintomatologia muscolare, e componenti che presentaa sintomatologia
conclamata, come il paziente con associata laiddfiliams nel quale si ipotizza la
presenza di due mutazioni distinte, essendo Igdtaogie legate a distinti loci

genici in diversi cromosomi.
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Anche qui, essendo una patologia dominante, guaingloin genitore affetto, spesso si
pone una diagnosi in epoca presintomatica, riagrémgroblematiche circa la
comunicazione della diagnosi al minore.

Il trattamento dei soggetti affetti e in gradoidurre I'entita di alcuni disturbi secondari,
ma non di interferire positivamente sui sintomi patci né sulla progressione della
malattia. L'impostazione delle ricerche sperimantatirezione di una possibile
terapia causale deve necessariamente attendérarintento della patogenesi a
livello molecolare e cellulare, dopo l'identificanie dei geni coinvolti in FSHMD1A

e FSHMD1B.
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CONCLUSIONI

Come abbiamo visto, negli ultimi decenni, 'impiegel metodi della
genetica molecolare e umana hanno determinatonsistente progresso
delle conoscenze del campo delle malattie neuroohs@reditarie: non
solo sono stati identificati i loci corrispondealie diverse forme cliniche
e Spesso caratterizzati i relativi geni, ma € statssa in luce la forte
eterogeneita genetica sottostante la classificezi@uizionale.

La scoperta di nuovi geni responsabili per le veotene di distrofie
muscolari sta rivoluzionando sia la classificaziche la diagnostica e
richiede un continuo aggiornamento.

Il ruolo della clinica rimane, comunque, indiscusgcome prima tappa
indispensabile del processo diagnostico, sia cameunodalita per
riconoscere affezioni clinicamente differenti, eppaostenute dalla stessa
mutazione genica.

Sono stati ottenuti, inoltre, progressi strabili@micampo biochimico, e
tutto cio puo portare in breve ad individuare nyoessibili bersagli
terapeutici, che potrebbero consentire di attenlaacendizione

patologica.
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La disponibilita di sempre piu raffinati e spedifiaarkers biochimici e
genetici ha rivoluzionato non solo la diagnostmoa, anche la
comprensione di meccanismi patogenetici di questiattre, anche se il
cammino da fare in questa direzione resta notevole.

Inoltre, queste informazioni stanno consentendicanoscimento di
nuove entita nosologiche a una velocita impressitma

Benché non ci si possa fare illusioni sui tempigssari per ottenere
sostanziali progressi nella terapia di malattiedayravi e complesse, le
prospettive attuali sono migliori rispetto a quaamnno fa.
Probabilmente, I'eccitante periodo delle scopeetiegeni implicati nelle
malattie monogeniche volge ormai al termine, pscike il posto alla
fase, ancora piu interessante e impegnativa, degli funzionali di tali

geni e della scoperta di terapie adeguate.
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