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Che cos’e la Glicogenosi

di tipo il

[La Glicogenosi di tipo III € una malattia da

accumulo di glicogeno causata del deficit
dell’enzima deramificante, uno degli enzimi

deputati alla degradazione del gl
glucosio.

icogeno a

[l glicogeno si accumula nel fegato, nel
muscolo scheletrico e nel muscolo cardiaco
diminuendo cosi la disponibilita di glucosio per

'intero organismo e formando v
cellule.

acuoll nelle



Classificazione della Glicogenosi di
tipo lli

Tipo llla: e caratterizzato dalla perdita dell’attivita
transferasica e dell’attivita glucosidasica sia nel muscolo che
nel fegato.

Tipo lllb: e caratterizzato anch’esso dalla perdita di
entrambe le attivita catalitiche dell’enzima che, pero,
colpisce solo il tessuto epatico e non la muscolatura
scheletrica e cardiaca.

Tipo lllc: i pazienti appartenenti a questo gruppo presentano
la perdita selettiva della sola attivita glucosidasica.

Tipo llld: questo tipo di pazienti mostra la perdita della sola
attivita glucantransferasica sia nel tessuto epatico che nel
tessuto muscolare



Diagnosi

La Glicogenosi di tipo III si manifesta nei

bambini di pochi mesi con:

 epatomegalia e disfunzionalita epatica
e crisi ipoglicemiche a digiuno
 ritardo di crescita

« aumento di CK

 aumento delle transaminasi epatiche



Nell’eta adulta i sintomi principali sono:

miopatia, debolezza muscolare in

particolare dei1 cingoli scapolare e pelvico
affaticamento

aumento di CK

disfunzione epatica

cardiomiopatia



Dosaggio biochimico dell’attivita
enzimatica
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Enzima deramificante o amilo-a-1,6-
glucosidasi, 4-a-glucantransferasi

Limit Branch (4 residues)

v-(1—>4) transgly cosylase

(group transfer reaction)

Proteina monomerica
con due distinte
attivita catalitiche:
amilo-a-1,6-
glucosidasica e 4-a-
glucantransferasica



Genetica

La Glicogenosi di tipo III € una malattia genetica a

trasmissione autosomica recessiva.

Il gene che codifica per ’enzima deramificante & il gene
AGL.

Contiene 35 esoni ed é localizzato sul cromosoma 1.

E’ necessario che entrambi i geni, paterno e materno,

portino una mutazione perché la malattia si manifesti.

[ genitori sono pertanto portatori sani.



Mutazioni nella popolazione italiana

Dominio di

Dominio legame al
glucosidasico glicogeno
z%érjg c.3448G>A
100G>T €753 756deIGACA ¢.3512_3549duf+3512_3519del
c.112A>T ¢.757G>C c.1264AST c. 2023C>T C. 2929C>T c.3980G>A
c.276delG . 1283G>A c. 2147delG €.3355G>C c.3963delG
ATG l c.442de|A l l . 2681+1G>A c. 33586>C

c3912msA

>CC c.4193G>A c.4324insA
c.3362+1G>C

c. 853C>T c. 2590C>T
€.3258_ 3259

c.293+2T>A c.664+3A>G c.1571G>A c.2728C>T
¢.1589G>C

v'Le mutazioni sono disposte lungo tutto il
gene e non si evidenzia una regione hot-

e 38 pazienti (66,7%): 2 mutazioni spot

v/ Mutazioni private

v Nessuna mutazione nell’esone 3: né

e 12 pazienti (21%): nessuna c.17delAG e p.Q6X correlate con
glicogenosi di tipo lllb, né altre

Screening di 57 pazienti:

e 7 pazienti (12,3%): 1 mutazione

mutazione



Diagnosi prenatale

La diagnosi prenatale & possibile solo nelle famiglie in

cul sono state identificate le mutazioni alla base della
patologia.

Quando 1 genitori sono portatori di mutazioni

recessive ogni figlio ha:

« 25% di probabilita di essere affetto

* 50% di probabilita di essere portatore
asintomatico

« 25% di probabilita di non essere né affetto né
portatore



Storia naturale

Infanzia:

« epatomegalia

» ritardo nella crescita

e crisi ipoglicemiche a digiuno

Adolescenza:

1 sintomi epatici tendono a normalizzarsi,
sebbene persista il danno a livello delle cellule
epatiche

 in alcuni casi comparsa dei primi segni di
miopatia



Eta adulta:

e ]a miopatia diventa importante nella terza o

quarta decade di vita e si manifesta come una
debolezza progressiva che coinvolge 1 muscoli
prossimali

e ]a miopatia ¢ lentamente progressiva
* possibile cirrosi e sviluppo di adenomi epatici

 la cardiopatia clinica non é frequente, sebbene
strumentalmente dimostrabile in quasi tutti 1
pazienti

* riduzione della massa ossea in concomitanza
con la riduzione della massa muscolare



Trattamento

Il trattamento sintomatico prevede:

v'una dieta iperproteica con pasti frequenti, ogni 3-4 h
per il mantenimento della glicemia in eta infantile

v'dose proteica raccomandata 3gr/kg al di
>»possibile uso di fruttosio e galattosio

>dall’eta di 1 anno possono essere somministrate 1-3
dosi di amido di mais 1gr/kg

Da evitare:
assunzione di zuccheri semplici
farmaci steroidei
terapia con ormone della crescita



Novita sul fronte clinico

* Neuropatia: Studio di conduzione +/- elettromiografico su 12 pts (5-
55 anni), 2 con lllb (Hobson-Webb et al., Genet Med 2010):
anomalie di conduzione piu comuni nella risposta del nervi motori
mediani, debolezza dei muscoli intrinseci della mano

* Diabete e GSDIII: case report (Ismailin H, Cases J 2009): diabete mellito
secondario trattato con terapia insulinica. Raccomandato follow up
con test di tolleranza al glucosio per rilevazione precoce e
trattamento adeguato Spengos et al., Mus Nerve 2009 Soggetto
37enne,miglioamento della sintomatologia miopatica a seguito del
trattamento insulinico per diabete mellito.

 Cardiomiopatia e dieta iperproteica (Dagli et al., J Inher
Metab Dis 2009) Caso di cardiomiopatia trattato con amido e/o
dieta iperproteica: sensibile miglioramento con un intake proteico
del 30%




Studi di correlazione mutazione-funzionalita

enzimatica DOMINIO DI LEGAME
PER IL GLICOGENO

Human Molecular Genetics, 2009, Vol. 18, No. 11 2045-2052

evince decens mibiisied on March 19, 2009 DOMINIO
Distinct mutations in the glycogen debranching DOMINIO GLUCOSI
enzyme found in glycogen storage disease type llI TRANSFERA  pASsIcCO
lead to impairment in diverse cellular functions SICO
Alan Cheng', Mei Zhang”, Minoru Okubo?, Kaoru Omichi® and Alan R. Saltiel* l 1
e 100, L ZCrermts Voo It o Mt ot el Tor e oo 3.8 3 Tormrerrom, L620p ]
E;T\?;?::; Tikggalszf_:;g, éiii: Zﬂsi:Ze‘?:pr‘tar:em of Chemistry, Graduate School of Science, Osaka Prefecture WT “ n m.

ACBD _ n—a

Studio di 4 mutazioni nei 3 domini dell’enzima deramificante:

* mutazioni nei domini transferasico e glucosidasico inattivano
completamente l'attivita enzimatica del dominio stesso e diminuiscono
anche |'attivita dell’altro dominio

* mutazioni nel dominio di legame per il glicogeno aboliscono sia la capacita
di legare il glicogeno sia entrambe le attivita enzimatiche rendendo instabile
la proteina



GSDII GSDIII

1928-32: Van Creveld descrive per primo la
malattia

1932: J.C. Pompe descrive per primo la malattia

1952-53: Illingworth B, Cori GT, Forbes:
descrizione della struttura anomala del glicogeno

1956: lllingworth B, Cori GT, Cori CF:
determinazione del deficit di enzima
deramificante

1963: Hers: determinazione del deficit di a-
glucosidasi acida
1964: primo tentativo di terapia enzimatica con a-
glucosidasi acida estratta dal fungo A. niger

Studi sull’importo 1980: tentativi di terapia con
nel lisosoma di _ trapianto di midollo osseo

proteine attraverso

recettore M6P |

1988-91: clonaggio del cDNA di
o-glucosidasi acida

1990-91: clonaggio del gene della a-glucosidasi acida

1992: clonaggio del cDNA di AGL. Yang, J Biol
Chem.
1995-96: produzione enzima

ricombinante in CHO e latte di coniglio

1998-99: test su animali
1998-99: studi di fase |l e |l

2000-01: studi di fase IlI

1996: Prima mutazione descritta nel gene
AGL. Chen, Hum Mut.

2006: approvazione di MYOZYME in
Europa da parte dellEMEA



Meccanismo di importo nel lisosoma
sfruttato per ERT
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'enzima ricombinante si lega ai
recettori per il mannosio-6-fosfato
e grazie a questo recettore viene
internalizzato per endocitosi e
veicolato al lisosoma.

Questo e un meccanismo cellulare
naturalmente utilizzato dalla
cellula per secernere proteine e
per importare proteine dallo spazio
extracellulare che vengono
indirizzate al lisosoma.






Modelli cellulari per la malattia di Pompe

Studi su singola fibra muscolare per caratterizzare il

meccanismo di patogenesi

Studi su fibroblasti per migliorare ERT tramite chaperones

farmacologici (anche nella malattia di Fabry)

Studi su miotubi derivati da topo ko e da mioblasti primari per

testare molecole che modifichino la biosintesi del glicogeno



Possibili modelli cellulari per la Glicogenosi III

= Mioblasti primari da esplanto

= Mioblasti/fibroblasti immortalizzati in iPS

Mioblasti al microscopio in campo chiaro,
trattato con Acido Periodico di Schiff per
evidenziare granuli di glilcogeno inclusi nel

citoplasma




Induced Pluripotent
stem cells (iPSCs)



Induced Pluripotent Stem _Cell Lmes

Derived from Human St

Jenying Yo' ¥t Maxim A, vwmlg,' Kim Semuga-Otto, ' s mmmm“
Jenciter L m-e.‘ Sbhnlhu. Jetf Nie,” Gudren A, Jonsdottie,” Victor Ruotti,”
Rom Stewart,” igor 1. Slukvin ™ James A. Thomson™**

Somatic cell muclear transfer allows trans-acting factors present in the mammalian oocyte to

reprogram somatic ool nuclel 10 an undifferentiated state. We show that fowr factons (OCT4, SOX
NANOG, and LIN2S) are suffickent 10 reprogram human somatic cells to pleripotent stem cells th
muwmmdmmmcwmthdmnm

JunyinglYuetal

science, 2007

doi:10.1016/j.cell.2006.07.024
(volume 126 issue 4 pp.663 - 676)

Induction of Plu?otent_Stem Cells
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Kanstoshs Takahashi,' Kop Tarabe,' Mari Otwkl,' Megumi Narita,'# Tomoko ichisaka, '-# Kikc hro
and Shinys Yamanaka' 2544

‘Dopartnert of Sters Coll Bhciogy. Iratiute for Frontier Medical Sciercon, Myoto Ursversity, Kyoto 6088507, Jegx
SCREST. Jagan Soence and Technology AQency. Kawaguoht 332 €012, Jagan

Gatsone ettt of Cardovasculr Dissase, San Francaco, CA 94158 USA

“irattte Ior rtogmated Col Materal Soences Kytto Unnarsty, Kot 6068507, Japan

Takahashi et al.
Cell, 2007

W mavmaban embovoscncss caborates SOY, NANOG, and LIN2K are safficent 1 &

Pluripotency
Maintenance
Factors

Human

Oct3/4
Sox2
KIf4
c-Myc

Mouse
Oct3/4

Sox?2
Kif4
c-Myc

Fibroblasti umani

man somatic cells into a plutipotentstato would  can be gemralng ko moune embryon
alow creation of patient- and disease-spectic MEF) and adult mouse Sbip Morcblasts |

Induced pluripotent
stem cells (iPS)



IPS Cells for Studying Diseases

Disease-Specific Induced
Pluripotent Stem Cells

In-Hyun Park,’:7 Natasha Arora,':" Hongguang Huo,1:7 Nimet Maherali,237 Tim Ahfeldt,2:%:7 Akiko Shimamura,?*
M. William Lensch,"7? Chad Cowan,?%7 Konrad Hochedlinger,?” and George Q. Daley':7:2:2*

Table 1. iPS Cells Derived from Somatic Cells of Patients with Genetic Disease

MName Disease Molecular Defect Donor Cell Age Sex

ADA ADA-SCID GGG =AGG, exon ¥ and Del{GAAGA) Fibroblast 3M Male
exon 10, ADA gene

GD Gaucher disease type AAC = AGC, exon 9, G-insertion, Fibroblast 20% Male
nuclectide 84 of cDNA, GBA gene

oDMD Duchenne muscular dystrophy Deletion of exon 45-52, dysfrophin gene  Fibroblast B Y Male

BMD Becker muscular dystrophy Unidentified mutation in dysfrophin Fibroblast 38Y Male

DS1, DS2  Down syndrome Trisomy 21 Fibroblast 1Y,1M  Male

PD Parkinson disease Multifactorial Fibroblast 57 Y Male

JDM Juvenile diabetes mellitus Multifactorial Fibroblast 42°Y Female

SBDS Swachman-Bodian-Diamond W2+ 2T=Cand W3 — 1G = A, SBDS Bone marrow mesenchymal 4 M Male

syndrome gene cells
HD Huntington disease 72 CAG repeats, huntingtin gene Fibroblast 20% Female
LNSc Lesch-Nyhan syndrome (carrier) Heterozygosity of HPRT1 Fibroblast 34 Y Female
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Modelli animali

Malattia di Pompe

**Quaglia giapponese:
modello naturale (Kikuchi, 1998)

**Due razze bovine:
modelli naturali (Dennis, 2000)

% Topo knockout: (Raben, 1998; Bijvoet, 1998)
utilizzato per :
studi dei meccanismi
patogenici
testare ERT
migliorare ERT

testare terapia genica

Glicogenosi III

»Curly—-coated retriever:

modello naturale
(Gregory, 2007)




gen wWay

Creazione di un modello murino per la Glicogenosi di tipo lll.
Partnership tra Genoway e nostro Gruppo di ricerca

La durata del progetto sara di circa 1 anno e sara possibile seguire il
lavoro in ogni passaggio.

Il progetto sara finanziato dall’Associazione Italiana Glicogenosi
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Laboratorio di Biochimica e
Genetica

Dip. di Scienze Neurologiche
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