


Grupo de doencas derivadas da glicosilagao anormal

das proteinas

Afecta a biossintese das glicoproteinas

moléculas hibridas de hidratos de carbono e protein  as

ligados covalentemente

COCOH

maioria prot. extracelulares

transferrina, fact. coagulagao, hormonas

Protein
1

maioria das prot. membranas

receptores

varias prot. intracelulares r
N-acetyl-

glucosamine

enzimas lisossomais

Carbohydrate group

~50% das protelnas humanas sé&o glicoprotelnas
1% dos genes estdo envolvidos na glicosilagdo

Glucose




Asparadins %
- Froten
MHCOCH, chan

2 tipos — -

N-glicanos
» ligados ao grupo amina da asparagina

O-glicanos
» ligados ao grupo hidroxilo da hidroxilisina, hidroxiprolina, serina ou treonina

Thracnine
Frotain
PHC IO H, <han

Papel fundamental no metabolismo, estrutura e funcdo das glicoproteinas e de outros
glicoconjugados:

Doencas multissistémicas
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1° Passo:

» Formacdao no citoplasma de acuUcares ligados a nucleotidos
(9GDP Manose; ®UDP-Glicose e 'JDP-GICNAc )

s * |_ig2C80 GICNAC e Manose ao Dolicol-P

* Inversado das estruturas oligossacarideas para o RE
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2° Passo (“ Assembly”):

Adicao progressiva de residuos de glicose e
manose formando o percursor oligossacarideo

dolichol lipid-linked oligosaccharide (LLO)

Citoplasma
«—> > >

GDP-Man ¢pp

UDP-Glic UbP
9 <

(a R o o

' ' ' Q l UDP-GIcNACc
U
&

|

o

] —L

x UMP
Reticulo oo

Aparelho Endoplasmatico
de Golgi

?‘

et
GDP-Man
GDP
P
9
d——

[l
<—'<

s P




3° Passo:

» Transferéncia do percursor LLO para a proteina

» Processamento do glicano no Ap. de Golgi

Citoplasma CDG Ib CDG la
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Complexo de Golgi

montagem da prot

“Assembly”

Sem processamento

O-xilosilglicanos

O-manosilglicanos
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Defeitos da N-glicosilacao

Defeitos da O-glicolisacao

Defeitos combinados da N e O-glicolisacao






Algumas Caracteristicas:
Inicio na infancia
Envolvimento de multiplos orgaos

SNC é predominante
ADPM/AM

Epilepsia; ataxia, atrofia cerebelar, defeitos da migracao

Episodios “Stroke-like”; hipotonia, movimentos anormais dos
olhos

Polineuropatia



ManifestacOes cutaneas: mamilos invertidos, persisténcia

dos “fetal pads”, aspecto “progéria-like”, ictiose, distribuicdo
anormal da gordura subcutanea

Oftalmologicos : estrabismo, retinopatia pigmentar, atrofia
Optica, colobomas, cataratas

Ortopédicos: osteopenia, contracturas, exostoses

Endocrinologico/Hormonal: atraso crescimento,
hipogonadismo, atraso na puberdade , hiperinsulinismo



Cardiaco: cardiomiopatia, derrame pericardico, pericardite

neonatal

Gastrointestinal; ascite, vomitos ciclicos, diarréia cronica,

enteropatia perdedora de proteina, hepatomegalia, alteracoes

histopatoldgicas hepaticas (fibrose e vacuolos de lipideos e
glicogénio)

Renal: proteiniria, sindrome nefrético, microquistos,
tubulopatia proximal neonatal



Amplo espectro clinico

Considerar o CDG em qualquer quadro
clinico inexplicado






Determinacao da transferrina deficiente em
carboidratos (CDT)

Metodo quantitativo
Nao € um método apropriado para diagnostico

Tem valor se positivo



Focagem isoeléctrica (IEF) da transferrina sérica

. 4
3
2

v

Detecta apenas um numero
limitado de CDGs envolvidos
na N-glicosilacao associados a
deficiéncia de acido sialico.

Tem falsos positivos (ex:

fructosémia, galactosémia,
alcoolismo, hepatopatias)



i

* Transferrina humana - uma Unica cadeia
polipeptidica

e Cada antena termina com um residuo de
acido sialico carregado negativamente

contribuindo para a carga eléctrica total
da transferrina

» Grau de sializacéao influencia

comportamento electroforético da
glicoproteina

» Maioria tetrasialotransferrinas

* Pequenas quantidades de mono-, di-, tri-,
penta- e hexasialotransferrinas
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e Padréao de IEF normal
» Padrao de glicoproteina: tetrassializada
e Padréao de IEF tipo |

e atetrassialotransferrinae as
fraccOes de assialo e dissialotranferrina

* Padréao de IEF tipo |l

e as fraccoes de trissialo e

monossialotranferrina, geral// por

Incorporacao de cadeias truncadas ou
“monoantenadas”

» Defeito terminal da via
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Tipo - x Defeito enzimatico ou
CDG Sistemas/orgaos afectados proteico Gene Ano
Sistema nervoso, tecido adiposo,
la olhos, coracdo, rins, figado, Fosfomanomutase 2 (PMM) PMM2 1995
esqueleto, génadas, sistema imune
b Intestino, figado Fosfomanose isomerase (PMI) M 1998
- Dol-P-Glc: Man9GIcNAc2-PP-dolicil
Ic Sistema nervoso -1.3-glucosiltransferase ALG6 1999
; Dol-P-Man:Man5GIcNAc2-PP-dolicil
Id Sistema nervoso "1 3-manosiltranaferase ALG3 1999
le Sistema nervoso Doll-P-Man sintase 1 DPM1 2000
; Defeito 1 com utilizacdo da Dolicol-P-
If Sistema nervoso, pele Man MPDU1 2001
- Dol-P-Man: Man7GIcNAc2-PP-dol
C D G Ig Sistema nervoso manosiltransferase ALG12 2001
. ; Glucosiltransferase Il Dol-P-Gilc:
t' | Ih Intestino, figado Glc1Man9GIcNAc2-PP-Dol ALGS 2002
| p O Glucosyltransferase
_ _ . Manosiltransferase || GDP-
li Sistema nervoso, olhos, figado Man1GlcNAc2-PP-Dol ALG2 2002
Manosiltransferase
) ) UDP-GIcNACc: dolicolfodfato N-
J Sistema nervoso acetilglucosamina 1- fosfato DPAGT1 2002
transferase
: Manosiltransferase | GDP-Man:
Ik Sistema nervoso GIlcNAc2-PP-Dol Manosiltransferase ALG1 2003
) ; Manosiltransferase Dol-P-Man: Man
IL Sistema nervoso, figado 6 e 8GIcNAc2-PP-Dol ALG9 2003
Manosiltransferase
Im Sistema nervoso, pele, olhos Dolichol kinase TMEM15 2007
In Sistema nervoso, figado RFT1 RFT1 2008




« Mais frequente (>700 doentes identificados)
* |nicio precoce

« Doenca multissistémica:

Envolvimento neuroldgico primordial moderado a
grave

Estrabismo interno, outros mov. oculares anormais
Hipotonia axial

ADPM (QI 40-60)

Ataxia

Retinite pigmentosa

Episadios tipo AVC

Epilepsia (ocasional)

Dismorfismo +/- tipico
Envolvimento variavel de diferentes orgaos



Pré-natal:

Hidropsia

Anomalias SNC
— Lactente: quadro multissistémico
dificuldades alimentares

ma progressao estatoponderal
hipotonia axial

ADPM

microcefalia ]

dismorfismos Pré e escolar:

estrabismo ataxia

insuficiéncia hepatica AM -

ep. tipo AVC retinopatia pigmentar

derrame pericéardico deformidades articulares

| cardiomiopatia
Adolescéncia e idade adulta:

] atrofia distal Ml

neuropatia periférica
alt. esqueléticas
hipogonadismo

— | Adulto:
Sinais neurol. Ligeiros
Envol. Multissistémico




orelhas hipoplasicas/displasicas
ponte nasal alta
prognatismo

distribuicdo anormal do tecido
adiposo subcutaneo

mamilos invertidos

hepatomegalia leve a moderada
limitacOes articulares

anomalias do esqueleto
hipogonadismo




RMN cerebral

« Alargamento cisterna magna
 Hipoplasia olivopontocerebelosa
* Hipoplasia do cerebelo, progressiva

» Hipoplasia cerebral por vezes com
guistos da substancia branca
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Diagnostico:

o
Focagem isoelectrica transferrina f 6?'

& 7

i

Quantificacao da transferrina deficiente em CH (cromatografia)
Bidpsia hepatica: fibrose e esteatose
Medic&o da actividade PPM2 nos leucocitos/fibroblastos

Estudo molecular PPM2



Tratamento e Progndstico:
N&o ha tratamento disponivel

AAS baixa dose — eficaz na prevencao de AVCs

Aumento da mortalidade nos primeiros anos de vida devido a

infeccao grave ou envolvimento de orgaos vitais (figado,
coracao ou rim)



Genética:
Incidéncia 1:20 000 - 40 000
AR

gene PMM2, 16p13 (>80 mutacdes missense identificadas)

Diagnostico pré-natal em familias com deficiéncia PMM e
mutacoes no gene PMM?2

IEF e CDT no feto e nas primeiras semanas de vida é
geralmente Normal



20 casos descritos
Inicio entre 1-11 Meses
Envolvimento neurologico minimo/ausente

Doenca Hepato-intestinal sem dismorfismos
Vémitos recorrentes
Dor abdominal
Enteropatia perdedora de proteinas
Tromboses recorrentes
Hemorragias Gl

Hipoglicémia



Via glicolitica
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Diagnastico:
— Focagem isoeléctrica da transferrina sérica

(padrao tipo 1, indistinguivel do CDG la)

— Diminuicao da actividade da PMI em leucocitos
e/ou fibroblastos

— Estudo molecular do gene MPI



Tratamento e Progndstico:

Unica forma de CDG com tratamento especifico até ao momento

Manose: Administracao de 1g/Kg/dia

Frutose-6-Fosfato \ Manose-6-Fosfato

Os sintomas clinicos habitualmente desaparecem rapidamente

O padrao de |IEF da transferrina pode demorar varios meses a
normalizar

Alguns doentes morrem (disturbios da coagulacéo, hipoproteinemia, ...



o 20 defeito da N-Glicosilacao mais comum

— 30 casos descritos

* Envolvimento neurologico

— Hipotonia
— Estrabismo
Subdiagnesiicado?
— Convulsoes
— ADPM leve

e dismorfismos e ADPM: menos grave que no CGD la

* Enteropatia perdedora de proteinas

— CDG1b por envolvimento neurologico
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Testes Diagnosticos:
Focagem Isoeléctrica da transferrina serica (padrao tipo 1)

Analise da actividade dos oligossacaridos ligados ao dolicol
em fibroblastos: 7

se nao existirem residuos de glicose

"9

Actividade da glicosiltransferase em fibroblastos

Estudo molecular gene ALG6, 1p22.3 (AR)



e Tratamento e Progndstico:

— Nao ha tratamento eficaz disponivel

— Prognéstico a longo prazo desconhecido



! #

e 0O casos descritos

 Quadro neonatal
Dificuldades alimentares
Ma progresséao ponderal
Epilepsia Mioclonica

ADPM grave

Surdez neurossensorial



! #

JIMD Short Report #189 (2000 Online
DOI 10.1007/s10545-009-1297-3

SHORT REPORT

RFT1-CDG: Deafness as a novel feature of congenital disorders
of glycosylation
J. Jaeken - W. Vleugels - L. Régal - C. Corchia -

N. Goemans - M. A. Haeuptle « F. Foulguier -
T. Hennet - G. Matthijs - C. Dionisi-Vici

we report two novel patients. Remarkably, all six
patients with RFI'1-CDG show sensorineural deafness
as part of a severe neurological syndrome. We conclude
that RFTI-CDG 1s the first ‘deafness-CDG’. CDG
should be included in the work-up of congenital.
particularly syndromic, hearing loss.




|IEF transferrina: padrao tipo |

Biopsia de pele para
cultura de fibroblastos

Actividade enzimatica Actividade enzimatica
PMI PMM2
YV A\

Estudo molecular Andlise dos oligossacarideos Estudo molecular
MPI ligados ao dolicol PMM2

(fibroblastos)

Auséncia dos 3
Outras residuos de glicose

alteracoes

M Actividade de Actividade enzimatica

outras enzimas Glucosiltransferase |
Outros tipos

de CDG tipo |

Estudo molecular

ALG6
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CDG
tipo Il

Tipo

Sistemas/orgaos

CDG afectados Defeito enzimatico ou proteico Gene Ano
Sistema nervoso,
SSGUIEC UDP-GIcNAc: -6-D-manoside 3-1,2-
Iz Izl N-acetilglucosaminiltransferase |l ez | Len
sistema imune,
dismorfismos
Sistema nervoso, 1. :
lIb dismorfismos, figado 1,2-glucosidase | GCS1 2000
Sistema nervoso,
llc  sistema imune, Transportador da GDP-fucose S}'ﬁﬁis.rcll 2001
dismorfismos,
Sistema nervoso, 1A :
lid musculo esquelético B -1,4-galactosiltransferase BAGALT1 @ 2001
Sistema nervoso i A
* | - ’ Complexo Golgi Oligomeérico
lle figado, - COG7 2001
esqueleto conservado da subunidade 7
||f* rl\l/leeu%?ggoeﬂ%ocitopenia, CMP-Transportador do acido sialico SLC35A1 2001
% Sistema nervoso, Complexo Golgi Oligomérico
lig figado, baco conservado da subunidade 1 COG1 2006
% | Sistema nervoso, Complexo Golgi Oligomeérico
lih sistema imune conservado da subunidade 8 cOGs 2007
[1x

*defeitos combinados na N- e da O-glicosilacao







Doencas congéenitas da O-Glicosilacao

3

Via metabdlica mais complexa
Metabolismo no aparelho de Goilgi

UDP— GalNAc
- UDP

ava ﬁ—r W

Ser-* GalNAc

S

Sem marcador bioquimico especifico? R

r— GalNAc 22 Gal

@ o

— CMP—SA
|
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SA
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Figure 15-32. Synthesis of an O-linked
oligosaccharide chain.

Copyright 1988 John Wiley and Sons, Ine, All ights reservad



Climical Chemistry 53:2
180-187 (2007) Molecular

Transferrin and Apolipoprotein C-llI [sofocusing

Are Complementary in the Diagnosis of N- and
O-Glycan Biosynthesis Defects

SuzaN WopPErErs,! STEPHANIE GRUNEWALD,2 Karin M.L.C. Huneen,! Eva Morava,?
RoserLa MorLicoNE,* Bazier GM. vanN ENceLen,” Dirk J. LeFeeer,! and Ron A. WEvERs!”

Fig. 1. Plasma apoC-ll iscfocusing
and secondary mucintyps core 1
O-dlyean abnomalities.

Lane 1, contml; [ane 2, COGAke; lane 3,
CDGHIT fane 4, HUS; [ane &, Hutchine
son Giford progerls; fane &, condrol
{age =18 years) with epoCAllz Trection
arcurd the upper reference Intervel
limilt.

IEF e ApoC-Ill apenas rastreia alts dos O-glicanos “core 1 mucin type”

Repetir IEF transferrina?



Doencas congénitas da O-Glicosilacao

Sistemas/orgaos Defeito enzimatico ou

Nome afectados proteico

Defeitos da sintese de O -xilosilglicanos

Glucuroniltransferase/N-acetil-

Sind. de exostoses multiplas | Cartilagem Bl e

Variante progeroide do Envelhecimento

sind. de Ehlers-Danlos precoce b-1,4-galactosyltransferase 7

Defeitos da s intese de O -manosilglicanos

Sind. de Walker-Warburg Sistema nervoso, O-manosiltransferase 1
olhos,

Sind. musculo-olho-cérebro | masculos esqueléticos | ©-manosil-B-1,2-N-

acetilglucosaminiltransferase 1

Defeitos da s intese de O -N-acetilgalactosaminoglicanos

- ar Pele, tecido i
Calcinose tumoral familiar subcutaneo, rins ppGaNTase-T3

Defeitos da s intese de O -fucosilglicanos

Disostose espondilo-costal O-fucose-specific  -1,3-N-

de tipo 3 Esqueleto axial acetylglucosaminyltransferase

Sistema nervoso, olho,
Sind. de Peters’ Plus craneo-face, baixa 1,3-glucosyltransferase
estatura, coracao

Gene

EXT1/
EXT2

B4GALT7

POMT1
POMGnNT1

GALNT3

SCDO03

B3GALTL




AD

Genes EXT1/EXT2

codificam uma glicosiltransfferase

que interag € com complexos
heteroligomeéricos

Defeito na producéo de um

glicosaminoglicano com funcéao
supressora tumoral




osteocondromas ou exostoses

Tumores benignos da
cartilagem

2 al0 anos
Encurvamento 0sSsos
Baixa estatura

Dor se malignizacao




Doencas congénitas da O-Glicosilacao

Sistemas/orgaos Defeito enzimatico ou
Nome afectados proteico Gene
Defeitos da sintese de O -xilosilglicanos

, a : Glucuroniltransferase/N-acetil- EXT1/

Sind. de exostoses multiplas | Cartilagem =G e EXT?
Jaraneprogerdide e EMNSOMEMO b1 g galactosyivansterase 7 | BAGALT?

Defeitos da s intese de O -manosilglicanos
Sind. de Walker-Warburg Sistema nervoso, O-manosiltransferase 1 POMT1
olhos
’ : i POMGNT1
Sind. musculo-olho-cérebro | masculos esqueléticos = ©-manosil-B-1,2-N-
acetilglucosaminiltransferase 1
Defeitos da s intese de O -N-acetilgalactosaminoglicanos
- " Pele, tecido i
Calcinose tumoral familiar subCUtaneo, rins ppGaNTase-T3 GALNTS3
Defeitos da s intese de O -fucosilglicanos
Disostose espondilo-costal _ O-fucose-specific -1,3-N-
de tipo 3 Esqueleto axial acetylglucosaminyltransferase SCDO3
Sistema nervoso, olho,

B3GALTL

Sind. de Peters’ Plus craneo-face, baixa 1,3-glucosyltransferase
estatura, coracao




Defeitos da sintese de O-manosilglicanos

Seminars in
Pediatric
Neurology

e e
Pl 7 L

ELSEVIER

The Dystroglycanopathies:
The New Disorders of O-Linked Glycosylation

Paul T. Martin

It has become clear in the past half decade that a number of forms of congenital muscular
dystrophy are in fact congenital disorders of glycosylation. Genes for Walker Warburg
syndrome, muscle-eye-brain disease, Fukuyama congenital muscular dystrophy, congeni-
tal muscular dystrophy 1C and 1D, and limb girdle muscular dystrophy 21 have been
identified, and gene mutations resulting in these diseases all cause the underglycosylation
of @ dystroglycan with O-linked carbohydrates. Unlike congenital disorders of glycosyla-
tion involving the N-linked pathway, these O-linked disorders possess distinctive muscle,
eye, and brain phenotypes. Studies using mice and patient tissues strongly suggest that
underglycosylation of dystroglycan inhibits the binding extracellular matrix proteins, effec-
tively divercing this important cell adhesion molecule from its extracellular environment.
Moreover, defects in dystroglycan alone can account for most, if not all, cellular pathology.
Thus, these disorders are now collectively referred to as dystroglycanopathies.

Semin Pediatr Neurol 152:152-158 © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.




Defeitos da sintese de O-manosilglicanos

R0 Cokn f Nevromusewlar Disorders 15 (2005) 207-217
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Main Findings

Fukuyama CMD

(FCMD) “Cobblestone complex"

"Cobblestone complex"

Eye malformations without congenital
cataracts

Hydrocephalus

White matter changes present in infancy
and early childhood

Elevated CPK

"Cobblestone complex”

Eye malformations

Flat pons

Dandy-Walker malformation
Cerebellar hypoplasia
Hydrocephalus

White matter changes

Muscle-eye-brain
disease (MEB)

Walker-Warburg
syndrome (WWS)

Global developmental delay

Moderate muscle hypertrophy

Mild facial weakness

Proximal weakness > distal weakness
Extensive white matter changes on MRI

CMD type 1D
(MDC1D)

Proteic defect

Fukutin

Protein O-mannoside
beta-1,2-N-acetylgluco-
saminyltransferase 1

Protein O-mannosyl-
transferase 1

Protein O-mannosyl-
transferase 2

Glycosyltransferase-
like protein LARGE

Gene

FCMD

POMGNT1

POMT1
POMT2 1

LARGE




“Cobblestone complex*
White matter changes

Flat pons / brainstem
Cerebellar hypoplasia
Dandy-Walker malformation

Enlarged lateral ventricles,
hydrocephalus




Doencas congénitas da O-Glicosilacao

Sistemas/orgaos Defeito enzimatico ou
Nome afectados proteico Gene
Defeitos da sintese de O -xilosilglicanos
' a : Glucuroniltransferase/N-acetil- EXT1/
Sind. de exostoses multiplas | Cartilagem R R EXT?
Jareniepreoerode e Smmeomento b1 ggalaciosyitansterase 7 | BAGALT?
Defeitos da s intese de O -manosilglicanos
Sind. de Walker-Warburg Sistema nervoso, O-manosiltransferase 1 POMT1
olhos
’ . i POMGNT1
Sind. musculo-olho-cérebro | masculos esqueléticos | ©-manosil-B-1,2-N-
acetilglucosaminiltransferase 1
Defeitos da s intese de O -N-acetilgalactosaminoglicanos
- ar Pele, tecido i
Calcinose tumoral familiar subcutaneo, rins ppGaNTase-T3 GALNT3
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Grupo de 35 doentes CDG lIx ® identificaram 5 doentes com CDG/COG
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Mutac&o acarreta uma glicosilacao protéica anormal
(CDG 1), que altera a funcéo do CG nos fibroblastos
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